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OZET

SIYATIK SINIR LIGASYONU ILE OLUSTURULAN NOROPATIK AGRI
MODELINDE ASIATIK ASITIN ETKiSININ ERKEK SICANLARDA
ARASTIRILMASI
Mustafa Nusret CICEKLI
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
T1bbi Farmakoloji Ana Bilim Dali
Doktora, Subat/2022
Danigman: Prof. Dr. S. Sirr1 BILGE

Noropatik agri, somatosensoriyel sinir sistemini etkileyen bir hasar veya
hastaliktan kaynaklanan agridir. Noropatik agr tedavisi zor, kullanilan ilaglarin yan
etkileri fazla, mevcut tedavilerin basar1 orani diisiiktiir ve yeni tedavi yaklasimlarina
ihtiyag vardir. Caligsmamizda antiinflamatuvar, analjezik ve antioksidan etkisi bilinen
bir triterpen olan asiatik asitin siyatik sinir ligasyonu ile olusturulan néropatik agridaki
etkisi arastirlmistir. Siyatik sinir konstriksiyonu cerrahi yontemle olusturulduktan
sonra 14 giin boyunca asiatik asit uygulanmis (3, 10 ve 30 mg/kg) si¢anlar 0., 7. ve 14,
giinde penge ve hot plate testlerine tabi tutulmustur. Mekanik allodini ve termal
hiperaljezinin degerlendirilmesinden sonra deney hayvanlari biyokimyasal ve
molekiiler olarak incelenmistir. Ayrica asiatik asitin ndropatik agr1 patolojisinde rol
oynayan mikrogliozis ve noron hasari iizerindeki etkisi in vitro olarak BV2 ve SH-
SYS5Y hiicre hatlarinda arastirilmistir. Asiatik asitin kronik tedavide agri yanitini
azalttig1 ve spinal kord ve beyin diizeyinde antiinflamatuar etikiler ortaya ¢ikardigi
gorilmiistiir. Ayrica asiatik asitin siyatik sinir konstriksiyonu sonucu azalan BDNF
seviyelerindeki azalmay1 engelleyip normal seviyelere getirdigi, LPS ile indiiklenen
mikroglia hiicreleri lizerinde toksik etkileri antioksidan enzim seviyelerini artirarak
engelledigi  goriilmistiir. Calismamizin  sonuglar1 asiatik asitin  siyatik  sinir
konstriksiyonu sonucu olusan hasar1 engelleyerek noroprotektif etkisi olabilecegini

gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Asiatik Asit, Siyatik Sinir, Néropatik Agr1, Oksidatif Stres,
BDNF, BV-2, SH-SY5Y.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF ASIATIC ACID IN MALE RATS IN
NEUROPATHIC PAIN MODEL CREATED BY SCIATIC NERVE LIGATION
Mustafa Nusret CICEKLI
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Pharmacology
Ph.D., February/2022
Supervisor: Prof.Dr. S. Sirr1 BILGE

Neuropathic pain is caused by damage or disease affecting the somatosensoryel
nervous system. Neuropathic pain treatment is difficult, the side effects of the drugs
are high, the success rate of existing treatments is low, and new treatment approaches
are needed in neuropathic pain. In our study, the effect of asiatic acid, a triterpene with
known anti-inflammatory, analgesic and antioxidant effects, on neuropathic pain
caused by sciatic nerve ligation was investigated. After the experimental model was
created, the rats were treated with asiatic acid (3, 10 and 30 mg / kg) for 14 days and
subjected to paw pressure and hot plate tests on days 0., 7. and 14. After the behavioral
tests, the experimental animals were sacrificed with high dose anesthetic and
biochemical molecular analyzes were performed. In addition, the effect of asiatic acid
on microgliosis and neurondamage, which plays a role in neuropathic pain pathology,
was investigated in vitro in BV2 and SH-SY5Y cell lines. It has been observed that
asiatic acid reduces pain response in chronic treatment and produces anti-
inflammatory effects at the spinal cord and brain level. Inaddition, asiatic acid
normalized the decreased BDNF levels as a result of sciatic nevre construction and
prevented the toxic effects of LPS-induced microglia cells on neurons by increasing
the levels of antioxidant enzymes. The results of our study show that asiatic acid may
have a neuroprotective effect by protecting it from damage caused by sciatic nevre

construction.

Keywords: Asiatic Acid, Sciatic Nerve, Neuropathic Pain, Oxidative Stress,
BDNF, BV-2, SH-SY5Y.
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1. GIRIS

Noropatik agr1 fiziksel hasar veya hastaliga bagli bir sebeple ortaya ¢ikan
periferik ya da santral sinir sistemini etkileyen, diinya genelinde %7-10 siklikla
goriilen bir patolojidir. Noropatik agrinin bircok nedeni ve olasi mekanizmalari
aydinlatilmis olmasina ragmen diinya genelinde yaslanan popiilasyon ve diyabet,
kanser gibi giderek artan kronik hastaliklar sonucu insidansi giinden giine artmaktadir.
Noropatik agri mekanizmalar1 arasinda uyarici ve inhibe edici sinyal yolaklarinda
bozukluklar, iyon kanallarindaki degisimler, oksidatif stres, periferik sinir u¢larinda
ve santral sinir sisteminde artmis inflamatuvar yanit one ¢ikmaktadir. Kronik
noropatik agr1 hastalarin yasam kalitesini kisitlamasi nedeniyle sosyal ve ekonomik
zorluklara neden olmakta, bu durum yeni tedavi alternatiflerinin ortaya ¢ikartilmasini
onemli hale getirmektedir. Hastaligin kompleks olmasi ve birgok etkenle degisebilen

dogas1 nedeniyle mevcut tedavi olanaklar1 kisithidir.

Asiatik asit bir pentasiklik triterpenoiddir. Ozellikle tiiketilebilir tibbi bitkilerden
biri olan centella asiatica bitkisinde bulunan asiatik asit giiniimiizde dermal
preparatlarin igerisinde bulunan ve yara tedavisinde kullanilan bir bilesiktir (J. Lv,
Sharma, Zhang, Wu, and Ding, 2018). Asiatik asit’in antioksidan ve antiinflamatuar
etkileriyle birgok hastaligin tedavisinde rol alabilecegi ileri siiriilmektedir (H. Lv et al.,
2017). Asiatik asitin  bircok preklinik ¢alismada noroprotektif, nootropik,
antimikrobial ve antimitojen etkisi arastirilmigtir. Bu etkilerinden yola ¢ikarak asiatik
asitin sinir hasariin 6nlenebilmesinde kullanilabilecegi diistiniilmektedir (X. Wang et
al., 2017). Ayrica asiatik asitin oral yolla kullanimimnin yiiksek biyoyararlanima sahip
olmasi teropdtik potansiyele sahip oldugu hastaliklarda kullanilmasmin Oniinii
acmistir. Deneysel hayvan ¢aligsmalarinda asiatik asitin noroprotektif etkisini, hiicresel
antioksidan etkiyi artirarak noronlar ve mikroglialar iizerinde gosterdigi
digiiniilmektedir. Asiatik asitin  6grenme ve bellegi hipokampal noérojenezi
indiikleyerek artirdig1 gosterilmistir. Ayrica hidrojen peroksit, rotenon, glutamat ve f3-
amiloid ile indiiklenen norotoksisiteye karsi koruyucu etkisi oldugu ileri siiriilmiistiir.
Bunun yan sira asiatik asitin antiinflamatuar ve antinosiseptif etkisinin gosterilmesi
inflamasyonun ve oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadig siyatik sinir hasarina bagl

noropatik agrida arastirilmasi fikrini dogurmustur.

Bu calismanin amaci siyatik sinir konstriksiyonu ile olusturulan néropatik agri

modelinde asiatik asitin olasi etkilerinin arastirilmasidir. Bu amacla noropatik agri



modeli olusturulan siganlarda termal hiperaljezi ve mekanik allodini testleri yapilmus,
etkinin mekanizmasinin degerlendirilmesi i¢in beyin ve spinal kord dokusunda timor
nekroz faktor-o (TNF-a), interlokin-1p (IL-1B) ve beyin tlirevli norotrofik faktor
(BDNF) seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Bunun yami asiatik asitin sinir hasar1 lizerindeki
etkisini hiicresel diizeyde incelemek i¢in, sinir hasar1 sonucu olusan néroinflamasyon
taklit edilerek mikroglia ve noron benzeri hiicre hatlar1 {izerinde asetik asitin etkisi
arastirilmistir. Bu hiicre hatlarinda inflamasyon modeli olusturulmus ardindan hiicre
canlilig1 ve inflamasyonunun neden oldugu oksidatif stres taklit edilmis ve SOD, GSH
ve MDA diizeylerinin belirlenmesi i¢in biyokimyasal analizler yapilmistir. Boylelikle
asiatik asitin ndronlar ve noropatik agridan sorumlu mekanizmalarda 6nemli rol
oynayan mikroglialar lizerindeki etkilerinin de arastirilarak asiatik asitin hiicre spesifik

etkilerinin de ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Agr1 ve Noropatik Agri
2.1.1 Agriya Genel Bakis

Uluslararas1 Agr1 Calismalar1 Birligi (IASP) agriyr hos olmayan, duygusal
tecriibeyle iliskili doku hasar1 veya iliskili mekanizmalarla ortaya ¢ikan bir his olarak
tamimlamaktadir (Treede, 2018). Agri duyusu agrili bir uyarana karsi viicudun

etkilendigi kismin bu durumdan kaginmasi i¢in bir korunma mekanizmasidir.

Somatosensoryel sistem Ozellesmis primer duysal noronlart igceren ve diisiik
siddetli uyaranlara kars1 herhangi bir cevap olusturmayan fakat siddetli uyaranlara
kars1 nosiseptorlerin aktivasyonuyla santral yolaklari uyararak agriya neden olan bir
yapiya sahiptir. Santral sensitizasyon; somatosensdryel uyarinin artmasi, sinaptik
iletinin hizlanmasi ve iletim siiresinin uzamasi ile normalde etkisiz olan sistemlerin
aktivasyonu ile ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.1.). Santral sensitizasyon santral sinir
sistemindeki nosiseptif néronlarin normal veya esik degerin altindaki uyaranlara kars1
artmis cevabi ve bunun sonucunda normalde agr1 olusturmayan uyarana agr1 cevabinin
verilmesi olarak tanimlanmaktadir. Santral sensitizasyon olusurken primer sensoryel
noronlarda ve spinal kordun dorsal boynuzunda geri doniislii veya doniissiiz bir¢ok
degisiklik olmaktadir. inflamatuvar agr1 ve néropatik agrida dokunmaya kars: artmis

hassasiyet duysal sinir uglarindaki AB liflerinden  kaynaklanmaktadir.
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Sekil 2.1. Santral sensitizasyon (Reynolds, Dmochowski, Wein, and Bruehl, 2016)

P maddesi ve kalsitonin geni ile iligkili peptid (CGRP) gibi bircok peptit ve
glutamat primer aferentlerdeki nosiseptif noronlarda bulunmaktadir. Bu noronlarin
projeksiyonlar1 da dorsal boynuzun yiizeyel kismina kadar uzanmaktadir. Uyarana
kars1 nosiseptif aferentlerin santral terminallerinden saliverilen bu hizli transmitterler
spinal kordun dorsal boynuzunda postsinaptik néronlarda bulunan iyonotropik ve
metabotropik bir¢ok reseptore baglanir. Dorsal boynuzda bulunan 3 temel iyonotropik
glutamat reseptoriic NMDA, AMPA ve kainattir. AMPA reseptorleri 4 alt {initeden
olusan heteromerik ve homomerik yapida olan ve ¢ogunlukla GLUT-2 alt iinitesi
iceren ve bu sayede kalsiyum iyonlarina gegirgen olmayan yapida bulunmaktadir.

Iyonotropik NMDA reseptdrleri AMPA reseptdrlerinden farkli olarak heteromerik



yapiyla olusan fonksiyonel tetramer yapida reseptorlerdir. Fizyolojik kosullarda 2 tane

NRI1 iki tane NR2 alt iinitesinden olusmaktadir.

Dorsal boynuzun yiizeyel laminasinda AMPA ve NMDA reseptorleri neredeyse
tiim eksitator sinapslarda mozaik benzeri yapida bulunurken metabotropik glutamat
reseptorleri yalnizca postsinaptik bolgede bulunmaktadir. Yapilart geregi kalsiyuma
gecirgen ve magnezyumla bloke olan NMDA reseptorleri patolojik agrida anahtar rol
oynamaktadir. NMDA reseptorleri aktive olduktan sonra daima kalsiyum girisine izin
verirken AMPA reseptorleri glutamatla uyarilmis kalsiyumun néronlara girisini regiile
eder (Youn, Gerber, and Sather, 2013). Deney hayvanlarinin arka pengelerine
uygulanan agrili uyaran AMPA reseptorlerinde GIuAl fosforilasyonuna, NMDA
reseptorlerinde NR1 fosforilasyonuna neden olmaktadirlar (Wigerblad et al., 2017).
Bu plastik degisiklikler dorsal boynuz néronlarinin santral sensitizasyonunda ve farkl
agr1 yanitlarinda gorev almaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum miktarinin esik seviyelerin
tizerine c¢ikmasi aktivite bagimli santral sensitizasyonu ortaya c¢ikarmaktadir
(Tuchman, Barrett, Donevan, Hedberg, and Taylor, 2010). NMDA reseptorleri
sayesinde kalsiyum konsantrasyonunun artmasi voltaj kapili kalsiyum kapilarini ve
kalsiyum gegirgen AMPA reseptorlerini uyarmaktadir. Noropatik agr1 esnasinda
inhibitor transmitterlerin sentezi, saliverilmesi veya aktivitelerinin disinhibisyonu

eksitator sinapslarin ve membran uyarilabilirliginin giiclenmesine neden olmaktadir.

Kronik agr kalsiyum kanallarinda gen ekspresyonunun uzun stireli degisimi ile
iligkilidir (J. Park and Luo, 2010). Kalsiyumun hiicre i¢ine alinmasindan sorumlu olan
L-tipi voltaj bagimli kanallar1 da ndropatik agrida rol oynamaktadir (Perret and Luo,
2009). Daha once yapilan ¢aligmalarda dorsal boynuzun derin yiizeylerinde bulunan
noronlarda intrensek biyoelektriksel degisimler sonucu ndronal uyarinin asirt arttigi
gosterilmistir (Ardell, 2020). Bu 6zellikler genel olarak uzun siireli kanal aktivasyonu
ile iligkilidir. Cav12> ve Cavi3 basta olmak iizere kalsiyum kanallarinin santral sinir
sisteminde duyusal proseslerde, 6zellikle de uzun siireli sinir hasarindan sonra ortaya
cikan plastik degisikliklerde rol oynadigi gosterilmistir (Roca-Lapirot et al., 2018).
Cavl.2’nin gen regiilasyonunda ve ndropatik agrinin gelismesinde rolii oldugu
bilinmektedir. Genetik yontemlerle deney hayvanlarindan Cavi2’yi kodlayan genin
silinmesiyle mekanik hipersensitivite ve hipereksitabilitenin ortadan kalktig1
goriilmugtiir. (Fossat et al., 2010). Ayrica bu kanallarin genetik regiilasyonunda

miRNA’lar gibi birgok genetik elementin rol oynadig1 gosterilmistir (Favereaux et al.,



2011). Bu degisikliklerin sadece fonksiyonel ve molekiiler diizeyde kalmadigi ve uzun
stire devam ettiginde patolojik agri durumlarina neden oldugu gosterilmistir (H. Li,
Shen, Ma, and Huang, 2013). Noropatik agr1 siddeti ve siiresine bagl olarak santral
sinir sisteminde gesitli etkilere sahip oldugu gosterilmistir. (Gustin, Wrigley, Siddall,
and Henderson, 2010). Hayalet agri, kronik agri, fibromiyalji ve bas agrisinda beyinde
goriilen bircok lokal morfolojik degisikligin gri maddede olustugu gosterilmistir
(Rodriguez-Raecke, Niemeier, lhle, Ruether, and May, 2009). Bu baglantilardaki
aktivite degisiklikleri sinirlerde denervasyon, renervasyon ve hipertrofiye neden
olmaktadir. Periferal aksonal hasarlar duysal noronlarda rejenerasyon ile ilgili gen
ekspresyonunu anlamli derecede artirarak hasar gormiis aksonlarin hedefleri ile
yeniden baglanti kurmasini saglar. Intrensek kapasitedeki bu artis ayrica spinal kordda
hasar gérmiis néronlarin akson terminallerinin yeni yolaklar olusturmasina neden olur.
Periferal sinir hasar1 sonrast A sinir lifleri normalde sonlandigi lamina 3-5 yerine
lamina 2 de sonlanir. Siniri hasar1 sonrasi olusan bu yapisal degisiklikler A liflerinin

nosiseptif yanitlarinda artisa neden olmaktadir.
2.1.2. Agrimin Islenmesi

Agrt sinyali periferal nosiseptorlerden bagslayarak genellikle talamusta
somatosensoriyel bolgelere projekte olan yolaklarla iletilmektedir (McEntire et al.,
2016). Nosiseptif afferentler glutamaterjik sinapslarin periferal inputlari spinal dorsal
boynuzun ylizeyel laminasinda bulunan ikinci derecede noronlara taginir. Ayrica
nosiseptif olmayan liflerden ortaya c¢ikan imputlar daha derin katmanlara projekte
olmaktadir. Bu yolaklarin bir¢ok seviyede etkileserek ortaya ¢ikardigi output, beyinde
farkli projeksiyon bolgelerine iletmektedir. Agrinin duysal islenmesi ve ayiriciligi
lateral spinotalamik yolaktan ¢ikan multimodal duysal imputlarin spinal genis dinamik
seviyeli noronlarla lateral talamusa iletilmesiyle gerceklesmektedir (Yang et al.,
2014). Diger taraftan spinotalamik ve spinoparabrakiyal yolagin medial kism1 medial
talamusa ve limbik yapilara ulasarak agrinin duygusal komponentini olusturmaktadir.

Agrn tecriibesi kortekste algilanarak spinal korda iletilir ve bu sayede uyaricidan



kaginma davranisi olusur (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Agrinin iletilmesi

2.1.3. Agrinin Hiicresel Mekanizmalari

Agr1 transdiiksiyonu ve algis1 kompleks temel biyolojik olaylari igeren ve santral
sinir sisteminin bir¢gok basamaginda gergeklesen bir olaydir. Birgok reseptor ve iyon

kanal1 agr1 tedavilerinin temel hedeflerini olugturmaktadir.

Agr ile ilgili en karisik mekanizmalardan birisi santral sensitizasyondur. Santral
sensitizasyonu tanimlamak i¢in tek bir mekanizma yetersiz kalmakta ve genel olarak
somatosensOryel bir iletimden ¢ok membran uyarilabilirliginin artmasi, sinaptik
iletimin giiclenmesi, dorsal boynuzdaki inhibitdr iletimin azalmasi gibi bircok olay
etrafinda sekillendigi diistiniilmektedir. (Latremoliere and Woolf, 2009). Santral
sensitizasyon biiyiik oranda NMDA ve AMPA reseptorlerinin membran trafigi, iyon
gegcirgenligi, GABA ve glisin aktivitesindeki degisimle diizenlenmektedir. (Bardoni,
2013). Kronik agrida spinaldorsal boynuzdaki néronlar NMDA, AMPA ve kalsiyum
iyonunu regiile ederek agrinin iletiminde rol oynamaktadir. Ayrica kalsiyum iyonu
bircok alt sinyal yolagmi etkileyerek NMDA ve AMPA’nin bu regiilator roliinii
modiile etmektedir. Sonug olarak kalsiyumun NMDA ve AMPA’y1 regiile etmesi ile

periferal ndronlardan spinal noronlara sinaptik transmisyon artmakta ve bu yolak



santral sensitizasyonun temelini olusturmaktadir (X.-H. Li, H.-H. Miao, and M. Zhuo,
2019).

P maddesi gibi glutamatla birlikte saliverilen noropeptitler de santral
sensitizasyonda rol oynamaktadir (Seybold, 2009). P maddesi G-protein kenetli
ndrokinin 1 reseptorlerine baglanarak uzun siireli membran depolarizasyonuna ve C
lifleri ile uyarilan sinaptik potansiyeller olugsmasina neden olur. Norokinin 1 iceren
noronlarin genetik yontemlerle spinal kordtan silinmesi sonucu kapsaisin ile
olusturulan santral sensitizasyonun ortadan kalktiginin gosterilmesi P maddesinin bu
fenomendeki roliinii desteklemektedir (Adelson, Lao, Zhang, Kim, and Marvizon,
2009).

Kiiciik capli duyusal noronlardan sentezlenen CGRP, postsinaptik CGRP 1
reseptor araciligl ile protein kinaz A ve protein kinaz B yi aktive ettigi ve bu
aktivasyonun santral sensitizasyonda rol oynadig1 gosterilmistir (Z. Zhang, Winborn,
Marquez de Prado, and Russo, 2007). CGRP ayrica trigeminal nosiseptérlerden BDNF
saliverilmesini artirarak migren ve diger bas agrilarinda rol oynar (Fischer et al., 2012).
BDNF nosiseptor néronlardan spinal korda saliverilen norotrofik bir faktor ve sinaptik
bir modiilatordiir. Ayrica BDNF’nin santral sensitizasyonda rol oynadigi gosterilmistir
(Nijs et al., 2015). BDNF yiiksek afinite ile TrkB reseptorlerine baglanir ve NMDA
yoluyla C lifleri aracili sinyal yolaklarini uyarir boylece spinotalamik ndronlarda ERK
ve proteinkinaz C gibi agr1 mekanizmalarinda rol oynayan bir¢ok elementi regiile eder

(X. Wang et al., 2017).

Inflamatuvar bir kinin olan bradikinin spinal kordda iiretilmekte ve siddetli
fiziksel uyarana kars1 dorsal boynuz ndronlarinda bulunan Gq kenetli B2 reseptorleri
uyararak agri cevabinda rol oynamaktadir (Ferreira et al., 2005). Santral
sensitizasyonda postsinaptik mekanizmalarin rolii hakkinda bir¢cok c¢alisma
bulunmaktadir. P maddesi tarafindan indiiklenen yavas depolarizasyon ve diger
peptitlerle artmis NMDA-glutamat cevabinin kalsiyum girigini artirarak santral
sensitizasyonu potansiyalize ettigi gosterilmistir. Ayrica GluA2 alt iinitesi igermeyen
AMPA reseptorleri araciligryla dorsal boynuzun uzun siireli potansiyalizasyonda rol
oynamaktadir (Tao, 2012). Buna ek olarak NMDA alt tinitelerinden biri olan NR1’in
genetik olarak silinmesinin formalinle ortaya c¢ikan hiperaljeziyi ortadan kaldirdig:
fakat normal agr1 hissini etkilemedigi gosterilmistir (Da Silva, Walder, Davidson,

Wilson, and Sluka, 2010). Yapilan ¢aligmalar kalsiyumun hiicre igine girmesiyle



bircok hiicresel mekanizmay1 tetikleyerek santral sensitizasyonda rol oynadigini
gostermis ve kalsiyumla iligkili olan protein kinaz A ve C nin bu yolaklarda temel rol

oynadig1 ortaya koymustur (Velazquez, Mohammad, and Sweitzer, 2007)
2.1.4. Agrimin Smiflandirilmasi

Agr1; siiresi, kaynaklandig1 bolgeye ve mekanizmasma gore 3 temel sinifa

ayrilmistir (Kennedy and Abd-Elsayed, 2019).

Akut agri1, uyarici etkenin uzaklagtirilmasi ile kisa siire i¢erisinde siddeti degisen
agri olarak tanimlanmaktadir. Akut agr1 sinir sisteminin olas1 yaralanmaya kars1 kagma
cevabini tetikleyen fizyolojik bir durumdur (Johnson, Borsheski, and Reeves-Viets,
2013). Kiitanoz agr1 ise motor geri ¢ekilme ve kagma reaksiyonu olusturarak agrinin
hissedilmesini engeller. Doku hasarinin ortadan kaldirilmasi icin avantajli bir

mekanizmadir (J. S. Chen, Kandle, Murray, Fitzgerald, and Sehdev, 2020).

Subkronik agr1 saatlerden giinlere kadar siiren, kronik agr1 ise aylardan yillara
kadar siiren agr1 olarak tanimlanmaktadir (Chanda, Alvin, Schnitzer, and Apkarian,
2011). Bu iki agr1 tipi spontan agr1, hiperaljezi (uyarana karsi artmis cevap) ve allodini
(normalde uyarici olmayan bir etkene kars1 agr1 hissi) ile karakterizedir. Agr1; somatik,
viseral ve sempatik agri olarak kaynaklandigi bolgeye gore ayrilmaktadir (A. V.
Apkarian, 2008). Somatik agr1 genellikle yiizeyel ve derin kaynakli cilt altt dokulardan
ve membranlardan iletilen uyarilarla ortaya cikar. Iyi lokalize edilebilen, keskin,
zonklayic1 veya yanici Ozellikte olup genellikle kas, tendon, eklem veya kemik
kaynaklidir. Viseral agr1 ise internal organlardan afferent yollarla otonom sinir
sistemine taginan agridir. Kolon, rektum ve mesaneden ortaya c¢ikan uyarilar
parasempatik sinirlerle tasinirken, farenks, trakea, 6zefagustan ortaya ¢ikan uyarilar
vagus veya glossofaringeal sinirlerle medulla spinalise taginir. Fiziksel hasar organ
cevresinde olusan gerilim ve kan akimindaki degisiklikler viseral agriya neden olabilir
(Cervero, 2009). Bu nedenle agr1 yaygin, zor lokalize edilen ve yansiyan tipte ortaya
cikmaktadir. Sempatik agr1 ise sempatik sinir sisteminin aktivasyonu nedeniyle
damarsal kokenli olup nadir olarak goriilmektedir. Genellikle agriyan bolgede
hissedilen sogukluk ve iigsiime hissi zamanla distrofik degisikliklere neden olabilir (S.

S. Chen and Zhang, 2015).

Her ne kadar bu tanimlamalar agr1 simiflandirmasinda gegerliligini korusa da

giinlimiizde agrinin norobiyolojik perspektifte nedeni 3 temel mekanizmayla



aydinlatilmaya calisilmistir.
2.1.4.1. Nossiseptif Agr

Nosisepsiyon; viicutta olusan doku hasarinda uyarinin 6zellesmis sinir uglariyla
alinip santral sinir sistemine iletilmesi buna kars1 fizyolojik, biyolojik ve psikolojik
Onlemlerin harekete gegirilmesidir. Cok sicak, ¢ok soguk ve keskin cisimlerle temasla
ortaya ¢ikan agri hissi veya siddetli uyaranla (yiiksek basi) olusan agri tipidir.
Nosiseptif agriy1 algilayan sinir sistemi primitif canlilarda bile bulunmaktadir (Dubin

and Patapoutian, 2010).
2.1.4.2. inflamatuvar Agr

Cildin veya herhangi bir dokunun inflamasyona bagl olarak sicak, sismis ve
kizarmis olmasiyla karakterize spontan olarak gelisen agridir. Nosiseptif agrinin
tersine uyarici etken uzaklastirilsa da inflamasyon saatler, aylar veya yillar siirebilir.

Diisme ve kirilma sonucu ortaya c¢ikan yaralanmalar, yaniklar, minor
enfeksiyonlar, kas ve eklem agrilar1 bunlara ornektir. Adaptif ve protektif olarak
tanimlanan inflamatuvar agri hasar olan dokunun duysal etkenini artirarak bolgenin
fiziksel etkilesim ve hareketle daha c¢ok hasar gormesini engeller. Agr
hipersensitivitesi veya hissizligi, olasi hasari azaltarak iyilesmeyi saglar (Xu and

Yaksh, 2011).
2.1.4.3. Patolojik Agn

Koruyucu olmayan ve sinir sisteminin anormal fonksiyonu sonrasi ortaya ¢ikan
agridir (Kuner, 2010). Herhangi bir hastaligin semptomu olarak degil santral
sisteminin bir hastalik durumu olarak (noropatik agri) ve hasar inflamasyon veya
herhangi bir etken olmadan (disfonsiyonel agri) ortaya ¢ikmaktadir. Disfonksiyonel
agriya fibromiyalji, gerilim tipi bas agris1 6rnek verilebilir. Bu agrilardan biri olan
kronik agr1 sendromu bilinen en siddetli patolojik agr1 ¢esidi olup santral sinir
sisteminin diisiik uyaranl etkenlere kars1 artmis cevap olarak ortaya ¢ikmasiyla olusur.
Patolojik agr1 hasar sonrasi olugmakta, periferik sinir sistemi ve santral sinir sisteminde
degisikliklere neden olarak siddeti artmaktadir (Schug, Daly, and Stannard, 2011).
Noropatik agr1 da patolojik agrinin bir ¢esididir.

2.2. Noropatik agri

Periferik ve santral sinir sisteminde ortaya ¢ikan kronik agr1 ¢esididir. Yanma,
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batma, elektrik carpmasi benzeri hislerle ortaya ¢ikar (Colloca et al., 2017).
Inflamatuvar ve néropatik agrinin farki inflamatuvar komponentlerin ndropatik agrida
olmamasi, néropatik komponentlerin ise inflamatuvar agrida olmamasidir. Noropatik
agr karpal tiinel sendromu gibi mekanik, diyabetik polindropati gibi metabolik, zona
gibi viral, kanser kemoterapisindeki gibi goriilen nérotoksik, multipl sklerozdaki gibi
inflamatuvar veya immiinolojik olarak siiflandirilmaktadir (Campbell and Meyer,
2006).

2.2.1. Noropatik Agrinin Tanimi ve Tarihcesi

Noraljinin sinir uclarinda ortaya ¢ikan agri olarak adlandirilmasi néropatik agri
taniminin uzun siire kullanilamamasina neden olmustur. Son yillarda néropatik agri
periferal ve santral mekanizmalar1 igeren, sinir sisteminin disfonksiyonu olarak

tanimlanmustir.

Santral sinir sistemi patolojisindeki agr1, vaskiiler lezyonlar sonucu ortaya ¢ikan
noralji olarak tanimlanmaktadir.(Nomura, Ikezaki, Matsushima, and Fukui, 1994).
Fother Gill trigeminal noraljinin ilk tanimlarini ortaya ¢ikarmis fakat ndralji terimini
kullanmaktan kaginmistir (Greenwood, 1975). Fakat Dejerine ve Vaussy 1906 yilinda
talamik sendromu tanimlamis ve bu tanim Head ve Holmes tarafindan ‘farkli
bolgelerdeki serebral lezyonlar sonucu ortaya ¢ikan duysal sonug’ olarak
adlandirilmigtir (Alves and Asfora, 2011), (Kenshalo and Willis, 1991). Holmes ve
Behan daha sonra spinal kord lezyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan agriy1 6nceki tanimlara
benzeterek santral agri terimini ortaya atmistir (Scadding, 2004). Periferal sinir ve sinir
kokii lezyonlar1 sonucunda ortaya ¢ikan agr1 19. yiizyillarin ortasinda gosterilmistir.
Silas Weir Mitchell periferal sinir travmasi sonucu olusan kozaljiyi tanimlamis ve bu
kozalji periferal noropatik agrinin patofizyolojisi i¢in temel olusturmustur (Finnerup,
Kuner, and Jensen, 2021). Ancak Denmark daha dncelerinde Ispanya sivil savasinda
ortaya ¢ikan kozaljiyi radyal sinir hasarindan dolay1 oldugunu gostererek bilinen ilk

tanimi1 ortaya atmistir (lolascon, de Sire, Moretti, and Gimigliano, 2015).
2.2.2. Noropatik Agrimin Epidemiyolojisi

Noropatik agrinin insidans ve prevalansi tani kriterlerinin eksikliginden kaynakli
olarak tam olarak hesaplanamamaktadir. Noropatik agr1 tanisinin kronik agri ¢ceken
popiilasyonda genellikle spesifik durumlara uyularak konulmasi temsili prevalansi

belirlemek ig¢in kullanilmaktadir (Yawn et al., 2009). Bu spesifik durumlar
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postherpetik noralji, agrili diyabetik polindropati, cerrahi sonrasi noropatik agri,
multipl skleroz, spinal kord hasari, felg ve kanser olarak siralanmaktadir
(DiBonaventura et al., 2017). Yakin zamanda gelistirilen izleme teknolojileri birgok
farkli iilkede (ingiltere, Amerika, Fransa, Brezilya) epidemiyolojik arastirmalara
olanak saglamis ve ndropatik agrinin prevalansi hakkinda degerli bilgileri ortaya
cikarmistir (Mulvey, Bennett, Liwowsky, and Freynhagen, 2014)]. Bu gelismis
yontemler araciligi ile yapilan testlerde noropatik karakterdeki kronik agrinin goriilme
sikligi %7-10 olarak belirlenmistir (Yawn et al., 2009). Kronik néropatik agri
kadinlarda daha sik (%8 kadin, %5,7 erkek) 50 yas sonrasinda anlaml1 derecede artan,
bacaklart sirti boynu ve st ekstremiteleri etkilemekte olan bir agridir
(VanDenKerkhof et al., 2016)]. Arastirmalara gore lumbar ve servikal agrili
radikiilopatiler kronik néropatik agrinin en sik karsilasilan sebepleridir (lyer and Kim,
2016). Bu bilgilerden hareketle 12000’den fazla hastayla yapilan ¢aligmada hastalarin
%40’ noropatik agriyr ¢agristiran semptomlart gdsterdigini ve kronik agri ile

radikiilopatinin gogunlukta eslik ettigini gostermistir (Edwards et al., 2016)
2.2.3. Noropatik Agrinin Patofizyolojisi

Agr1 alaninda yapilan son caligmalar santral sinir sisteminde sinir hasari
sonrasinda ortaya ¢ikan plastik degisiklikler iizerinde odaklanmistir (Mansour,
Farmer, Baliki, and Apkarian, 2014). Santral noropatik agr1 spinal kord ve beyinde
olusan lezyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Somatosensoriyel yolaklar1 etkileyen
inme ve Ozellikle Parkinson hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklarda néropatik agri
goriilmektedir. (Tsuda, Koga, Chen, and Zhuo, 2017). Demiyelinizan hastaliklarda ve
spinal kord yaralanmalarinda ortaya cikan ndronal hasar noropatik agriya neden
olmaktadir (de Tommaso et al., 2016). Periferik hastaliklarda ortaya ¢ikan ndropatik
agr1 ise bunlarin tersine farkli modiilasyonlar1 icermektedir. Periferik ndropatik agri
yaslanan popiilasyonda siklikla goriilmekte ve sensoriyel iletideki artis sonucu ortaya
cikmaktadir (Baron et al., 2017). Periferik noropatik agri jeneralize ve fokal olarak alt
gruplara ayrilabilir. Jeneralize periferik noropatik agri diyabette, metabolik
disfonksiyonda, enfeksiyon hastaliklarinda, kalitsal noropatilerde goriilmektedir. Bu
hastaliklarda goriilen agn tipik olarak distal ekstremitelerde goriilmektedir, fakat bazi
durumlarda agr1 govde, kasiklar ve omuzlar gibi proksimal dagilim da gostermektedir.
Genellikle bu durum duysal gangliyonlarda goriilen patolojiler sonucu ortaya

cikmaktadir. Agrili fokal periferal hastaliklarda bir veya birden fazla periferal sinir ve
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sinir koki rol oynamaktadir. Bu hastaliklardan bazilari ise postherpetik noralji, post
travmatik noropati, ve cerrahi sonrasi1 ndropati,sevikal ve lumbar poliradikiilopatidir

(Attal et al., 2008), (Szok, Tajti, Nyari, and Vecsei, 2019).

Son olarak nadir goriilen iyon kanali kaynakli karakteristik agrilar ise
eritromelalji gibi SCN9A (Sodyum voltaj kapili kanali alfa altiinitesi 9) genindeki
mutasyonlar nedeni ile ortaya ¢ikmaktadir (Reimann et al., 2010). Periferal noropati
duysal noronlarin elektriksel aktivitesini degistirdiginden interndéronal ve inen
yolaktaki kontrol sistemlerini bozmaktadir (Tobaldini, Sardi, Guilhen, and Fischer,
2019). Bu nedenle bu dengesizlik spinal kordun dorsal boynuzunda ortaya ¢ikarak agri
siddetinde degisiklige neden olmaktadir (Meacham, Shepherd, Mohapatra, and
Haroutounian, 2017; Shiao and Lee-Kubli, 2018). Primer afferent liflerde ortaya ¢ikan
ektopik aktivite periferal sinir hasari sonucu ortaya c¢ikan néropatik agrinin
patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Parada, Tambeli, Green, and Cairns,
2012). Agrli diyabetik polindropati ve travmatik sinir hasari gegirmis hastalarda
periferal sinirin bloklanmasi ile agri hissinin tamamen ortadan kaldirildig:
gosterilmigtir (Abram, 2000). Buna benzer olarak lidokainin epidural uygulanmasinin
fantom agriy1 giderdigi gosterilmistir (H. Wang et al.,, 2018). Daha sonra
mikronodrografi yontemi ile yapilan caligmalar C liflerindeki spontan aktiviteyi
gbstermis ve bu aktivitenin agriyla direk olarak iligkili oldugunu ortaya ¢ikarmistir

(Namer et al., 2009).

Iyon kanallarindaki (sodyum, kalsiyum ve potasyum) degisiklikler spinal kord
ve beyin iletim yolaklarini etkiliyerek ndropatiye neden olmaktadir (Vicario et al.,
2020). Ornegin spinal kord terminallerinde sodyum kanallarmin ekspresyonu veya
fonksiyonlarmin  degismesinin daha ¢ok uyarilmaya dolayisiyla sinyal
transdiiksiyonunda artmaya neden oldugu gosterilmistir (Vysokov, McMahon, and
Raouf, 2019), (Boadas-Vaello et al., 2016). Ayrica normalde néronal aktiviteyi
modiile eden potasyum kanallarinin ekspresyonunun azaldigi da bilinmektedir (Abd-
Elsayed, Jackson, Gu, Fiala, and Gu, 2019). Her ne kadar periferde bulunan afferent
lifler yaralanma veya lezyon sonucu kopsa da geri kalan liflerin hasar bolgesindeki
ektopik aktivitesi hissiz bolgede agriya neden olabilir. Geri kalan liflerin fazla
uyarilarak agriya neden olmasi onlarin irritabl nosiseptor olarak adlandirilmasina

neden olmustur.

Periferal afferent liflerden gelen wuyar1 ile eksitator aminoasitlerin
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saliverilmesiyle postsinaptik degisiklikler meydana gelir, 6zellikle de NMDA ve
AMPA reseptorlerinin fosforilasyonu ile sekonder degisiklikler olusur, sonucunda da
agr1 hissinde artma yani allodini meydana gelir (Y. Wang et al., 2010), (X. H. Li, H.
H. Miao, and M. Zhuo, 2019). Ayrica inhibitér internéronlarda bulunan GABA
saliverilmesinin azalmasi bu mekanizmada rol oynadig1 diisiiniilen bagka bir etkendir
(C. Lietal., 2019). Bunlara ek olarak spinal kordda bulunan mikroglia ve astrosit gibi
noron dis1 hiicrelerde ortaya ¢ikan fonksiyonel degisikliklerin hipersensitiviteye neden
oldugu gosterilmistir (Dubovy, Klusakova, Hradilova-Svizenska, Joukal, and Boadas-
Vaello, 2018), (Ji, Donnelly, and Nedergaard, 2019).

Agr1 transmisyonundaki uyaric1 degisimlerin yani sira interndronal
disfonksiyonun rolii son yillarda néropatinin mekanizmasinda 6nem kazanmistir (Yin,
Yi, and Kim, 2018). Talamus ve kortekse ¢ikan yolaklardaki degisiklikler artmis agri
hissi, anksiyete, depresyon ve uyku problemine neden olarak limbik fonksiyonu
baskilamaktadir (Ab Aziz and Ahmad, 2006). Singulat korteks ve amigdalada agri
hissinin uyarilmasi komorbidite ile iliskilendirilmistir (Juarez-Salinas et al., 2019).
Ozellikle bu bélgeden ¢ikan projeksiyonlar inen kontrol yolaklarini periakuaduktal
seviyede etkileyerek sinyali modiile etmektedir. Bir¢ok calisma beyin kokiindeki
eksitator yolaklarin agri durumunun devamliliginda rol oynadigini gostermistir.
Noradrenerjik inhibisyonlar spinal kordta o-2 adrenerjik reseptorleri iizerinden
gerceklesmekte ve noropatik agrida azaldig bilinmektedir (Di Cesare Mannelli et al.,
2017). Serotonerjik sinyalin 5HT2 ve 5HTz araciligiyla giiglendigi ve noropatik agriy1
siddetlendirdigi bilinmektedir (Cortes-Altamirano et al., 2018).

2.2.4. Periferik Sinir Hasar1 ve Noropatik Agr Iliskisi

Periferal sinir hasari, immiin hiicrelerin hasar goren sinirde ani aktivasyonuyla
inflamatuvar ve oksidatif stresin eslik ettigi kaskatla baslar (A. Areti, V. G. Yerra, V.
Naidu, and A. Kumar, 2014a). ilk olarak mast hiicreleri sinir hiicrelerinden histamin
ve TNF-a saliverilmesine dolayisiyla da nétrofil ve makrofaj yanitina neden olurlar.
Periferal affarent liflerde mast hiicresi aktivasyonunun mekanizmasi tam olarak
aydinlatilmamis olsa da hasarli bolgeden salgilanan adenozin ve bradikininin
konsantrasyonunun artmasiyla iliskili oldugu diistiniilmektedir. Ayrica bu hiicrelerden
saliman kemokinler nétrofillerin migrasyonuna ve hasar goéren sinir etrafinda
invazyonuna neden olurlar. Yapilan ¢alismalar notrofillerin néropatik agrida goriilen

hiperaljeziye sitokin salinimiyla ve makrofajlarin aktivasyonuyla neden oldugunu
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gostermistir (Cunha et al., 2008).

Periferal sinir hasar1 sonrasinda makrofajlarin mikro ¢evrede MCP-1, MIP-1a
ve IL-1B saliverilmesini arttirmasiyla periferal affarent lifleri uyaran bir¢ok sinyal
yolaginda degisiklige neden olurlar. Schwann hiicreleri sinir hasar1 géren bolgede
aksonlar sararak aktive olurlar. Yukarida bahsettigimiz gibi makrofajlardan salinan
sinir bliylime faktorii (NGF) schwann hiicrelerinde aktivasyonu kuvvetlendirir. Ayrica
periferik glial hiicreleri TNF-a, IL-1, IL-6, ATP gibi birgok degisik aljezik mediatorii
sentezleyerek patolojinin hasar1 ve tamirinde rol oynar. Immiin ve inflamatuvar
hiicreler tarafindan salinan bradikinin, serotonin, serbest oksijen radikalleri ve
norotrofinler noropatiye ve periferal liflerin sensitizasyonu sonucu hiperaljeziye neden

olurlar.

Periferal sinir hasari spinal kord seviyesinde duysal ndronlarin modiilator
etkilerinde degisiklige neden olur. Bu degisikligin noroinflamasyon kaynakli oldugu
diisiiniilmektedir. Bu inflamatuvar olayda iki ¢esit immiin hiicrenin etkili oldugu
gosterilmistir (J.-M. Zhang and An, 2007). Spinal seviyede glial hiicrelerin ve
16kositlerin varligi, makrofaj ve T hiicrelerinin periferal sinir hasarindan sonra spinal
korda migrasyonu gosterilmis fakat bu degisimin néroinflamasyonla olan iligkisi hala
tam olarak aydmlatilmamistir. Mikroglia, oligodentrosit ve astroglia santral sinir
sisteminin glial hiicreleri olarak adlandirilmakta fakat néroinflamasyonun baslangig
fazinda mikroglial hiicreler 6ne ¢ikmaktadir. Mikroglial hiicreler igerisinde her ne
kadar hangi hiicrenin sorumlu oldugu tam olarak aydinlatilmamis olsa da P2X4
reseptoriine sahip olanlarin bu rolii tistlendigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Tsuda,
Masuda, Tozaki-Saitoh, and Inoue, 2013). Periferal sinir hasari ortaya ¢ikan
noroinflamasyonun noéronlardan ATP saliverilmesine ATP’nin ise mikroglialarda
bulunan P2X4 reseptorlerine baglanarak sitokin ve diger inflamatuvar maddeleri
sentezleyerek periferal sinir hasarinda rol oynadigi diigiiniilmektedir. Ayrica bu
hiicrelerin kendilerini indiikleyici mekanizmalara sahip olmasi var olan yanitin
inflamasyonun siddetlenmesi durumunda siirekliligine neden olur. Mikroglial
aktivasyon sonrasinda p38 MAP kinaz forforilasyonuyla bir¢ok mekanizmay1 harekete
gegirmesi DRG noronlarinda inflamasyonun ve mikroglial sentezin artmasina neden
olur (Jin, Zhuang, Woolf, and Ji, 2003). Ayrica bu mekanizmada ortaya ¢ikan
mediatorlerin spinal kord DRG ve santral sinir sisteminde bir¢ok farkli mekanizmay1

tetikledigi ve bu mekanizmalarinda noéroinflamasyonun siirekliliginde rol oynadigi
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diistintilmektedir (Bates et al., 2019).
2.2.5. Noropatik Agr1 Tedavisinde Kullanilan Tlaclar

Noropatik agrimin tedavisi giinlimiizde biiyilk ¢ogunlukta ortaya ¢ikan
semptomlarin giderilmesine odaklanir ve genellikle diabetes mellitus gibi etkenlerin
tedavisi ile dolayli yoldan saglanmaya calisilmigtir. Noropatik agrida hastalar
genellikle nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglara, asetaminofene, zayif opioidlere
cevap vermezler. Geleneksel tedavi, koruyucu farmakolojik terapiler ve
noromodiilasyonla sinir iletimi iizerine olasi invaziv yontemleri icermektedir. Fakat
ilaglarin kisitli etkileri, popiilasyonun yaslanmasi, yaslilarda polifarmasi, opioid iliskili
yan etkilerin ortaya ¢ikmasi fiziksel tedavilerin (spinal kord stimiilasyonu, derin beyin
stimiilasyonu, intratekal terapiler, psikolojik terapi, epidural ve transkraniyal
norostimiilasyon) kullanimini artirmaktadir. Bu nedenle yeni tedavi alternatiflerine ve

yan etki profili diisiik mekanizmalar {izerine etki eden ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Teropatik tedavilerde birgok farkli siniftan ilaglar kullanilmaktadir. 1966’dan
giinlimiize yapilan meta analiz ¢alismalarinda pregabalin, gabapentin, duloksetin,
trisiklik antidepresanlar one ¢ikmaktadir. Her ne kadar bu ilaglar belirli faydalar
saglasa da ilk basamak tedavi olarak adlandirilmaktadir. Yiiksek doz kapsaisin,
lidokain ve tramadol igeren transdermal preparatlar ikinci basamak tedavi olarak kabul
edilmektedir. Uciincii basamakta da potent opioidler ve botilinyum toksini
kullanilmaktadir. Fakat tim bu tedaviler sonucunda ancak %350 oraninda agrida

azalma saglamaktadir (Tablo 2.1.)
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Tablo 2.1. Noropatik agri tedavisinde kullanilan ilaglar

ilaclar Terapétik doz Siire Yan etkiler
ilk basamak
Trisiklik antidepresanlar
Nortriptilin, Amitriptilin, 25-150 mg 6-8 hafta Sedasyon, antikolinerjik
Imipiramin etkiler (agiz kurulugu,
konstipasyon, tiriner
retansiyon), ortostatik
hipotansiyon
Serotonin ve noradrenalin geri alim inhibitorleri
Duloksetin 30-120 mg 4 hafta Asteni, yorgunluk, mide
bulantisi, kusma, agiz
Venlafaksin 37.5-225mg 4-6 hafta ~ kurulugu, sedasyon, tremor
Antikonviilzanlar
Gabapentin 100-3600 mg 3-8 hafta Sedasyon, sersemlik,
periferik 6dem, ataksi
Pregabalin 150-600 mg 4 hafta
Karbamazepin 100-1200 mg 4 hafta
Topikal ajanlar
Lidokain Giinde 3 flaster 3 hafta Cilt dokuntiisi, eritem,
kasinma ve yanma hissi
Ikinci basamak
Opioidler
Fentanil 25-100 mikrogram 4 hafta Mide bulantisi, kusma,
konstipasyon, sersemlik
Morfin 15-200 mg 4-6 hafta
Tramadol 50-400 mg 4 hafta

Uciincii basamak

Diger antikonviilzanlar
Lamotrijin 25-400 mg 4-6 hafta Sersemlik, yorgunluk,
ciltte dokiintii, hiponatremi
Okskarbazepin 300-1800 mg 4 hafta
Diger antidepresanlar
Sitalopram 10-40 mg 4 hafta
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Paroksetin Mide bulantisi, kusma,
sersemlik, ajitasyon,
tremor

Bupropion 100-400 mg 3 hafta Uykusuzluk, anoreksi,
ajitasyon, tinnitus, bas
agrisi

NMDA reseptor antagonistleri

Mematin 10-20 mg 4-6 hafta Bas donmesi, bas agrisi,
konstipasyon, sersemlik

Topikal ajanlar

Kapsaisin %0.025 4-6 hafta Ciltte dokiintii, eritem,
yanma hissi

GABAB reseptor agonistleri

Baklofen 40-80 mg 4 hafta Sersemlik, ataksi, sedasyon

2.2.6. Noropatik Agr1 ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) 6zellikle santral sinir sistemi
hastaliklarinda temel rol oynadig diisliniilen hiicresel mekanizmalardandir. Oksidatif
stres; hiicrelerde artmis oksidan bilesiklerin artmasi, antioksidan savunma yapan
tiriinlerin azalmasi ve oksidatif hasarin tamir mekanizmalarinin bozulmasi olarak {i¢
temel nedenden ortaya ¢ikar. Serbest radikaller veya ROS ile indiiklenen hiicre hasar1
antioksidan mekanizmalarla nétralize edilir (Carrasco, Naziroglu, Rodriguez, and
Pariente, 2018). Bu mekanizmalar da endojen olarak bulunan antioksidan enzimler ve
triinlerdir. Reaktif oksijen tiirlerinin temel kaynagi aerobik solunum, peroksizomal 3
oksidasyonu, arjinin metabolizmasi ve doku spesifik enzimlerdir. Kontrol edilmedigi
durumda serbest oksijen tiirleri hiicrenin yapisal enzimleri, lipit, DNA yapilarina ve
membranlara saldirarak geri doniissiiz hasara neden olur. Fizyolojik kosullarda reaktif
oksijen tiirleri siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, gulutatyon, vitamin C ve E
tarafindan uzaklastirilmaktadir (Yowtak et al., 2011). Bu dengenin bozulmasi oksidatif
stresin zamanla artmasina neden olur. Her ne kadar oksidatif stresle ilgili yapilan
calismalar ¢ok olsa da serbest oksijen tiirleri ve oksidatif stresin agri, kronik agr1 ve

agrinin hiicresel mekanizmalari tizerindeki etkileri hakkindaki bilgiler kisithdir.

Kronik konstriikksiyon hasar1 modelinde 1siya bagli hiperaljezinin sistemik

antioksidan uygulamasi ile azalmasi daha dnceki yapilan ¢alismalarda gosterilmistir
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(Yowtak et al., 2011). Ayrica bir noropatik agr1 modeli olan spinal sinir ligasyonunda
giiclii bir serbest radikal temizleyici ajan olan fenil-N-tersiyer-biitilnitronun (PBN)
mekanik allodiniyi azalttig1 gosterilmistir (Fidanboylu, Griffiths, and Flatters, 2011).
Her ne kadar yapilan c¢alismalar kisitli olsa da in vitro ortamda gergeklestirilen
arastirmalar antioksidanlarin ¢esitli stimulanlarla indiiklenen néron hasarini azalttigini
gostermistir (Yowtak et al., 2011). Norodejeneratif hastaliklarda ve néronal hasarda
oksidatif hasarin ayrica fizyolojik olarak rejenerasyon mekanizmalaria etkileri
oldugu gosterilmistir. Ayrica sinir dokusunun antioksidan defans ag¢isindan fakir
olmasinin antioksidan tedavinin faydali etkileri hipoteziyle uyusmaktadir (Jia, Wang,
Han, Zhang, and Guo, 2019). N-asetilsistein ile yapilan ¢alisma sonucunda reaktif
oksijen tiirlerinin azaltilmasinin endondronal sinir hasarini ve lipit peroksidasyonunu
engelleyerek sinir rejenerasyonunu hizlandirdigi  gosterilmistir. Ayrica N-
asetilsisteinin kronik konstriiksiyona bagli néropatiyi sicanlarda azalttig1 gosterilmistir
(J. Lietal., 2016)

Noropatik agrida hiperaljezinin antioksidan tedavi ile azaltilmasinin endonéral
lipit peroksidasyonunun azalmasi yoluyla diizenlendigi diisiiniilmektedir. Reaktif
oksijen tiirlerinin artmis toksik hidroksi radikalleri sonucu sitoplazmada asir1 diizeyde
biriken kalsiyum ve peroksinitrit bilesikleri yolu ile ndron hasari olusturdugu
gosterilmigtir (Salvemini, Little, Doyle, and Neumann, 2011). Bu hasarin primer
afferentlerden ektopik desarjlar1 arttirarak spinal kord diizeyinde ndropatik agriyi
kotilestirdigi  gosterilmistir. Buna ek olarak asir1 diizeydeki serbest oksijen
radikallerinin spinal kord ve beyinde savunma mekanizmalart olarak ¢alisan glial
hiicreleri harekete gecirerek oksidan-inflamatuvar siireci hizlandirdigr bilinmektedir.
Asirt diizeyde serbest oksijen radikalleri spinal kordun dorsal boynuz hiicrelerini
sensitize ederek santral sensitizasyona neden olmaktadir (Bae et al., 2018). Bu kisir
dongii oksidatif stres inflamasyon ve sinir hasar1 arasinda serbest oksijen radikallerinin

varligi siiresince devam etmektedir.
2.2.7. Noropatik Agrinin Arastirilmasinda Kullanilan Deneysel Modeller

Insanlarda noéropatik agr1 arastirmalarinda kullanilan deneysel modeller
subjektif ve etik engellerle karsilagilmasindan dolay1 genellikle deney hayvanlarinda
gerceklestirilmektedir. Klinik agri modelleri sinir hasarina bagli olarak deney
hayvanlarinda insanda olusan patolojiyi taklit ederek genellikle travmatik, metabolik

veya kimyasal indiiksiyon yoluyla olusturulmaktadir. Diyabete bagli néropatik agrinin
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olusturulmasi i¢in yapilan ¢aligmalar noropatik agrinin kismi sinir hasar1 ve anormal

noronal aktiviteden olustugu hipotezini giiclendirmistir. 1979 yilinda Wall ve

arkadaslar1 orta kasik seviyesinden deney hayvanlarinin siyatik sinirini transekte

ederek basit bir model olusturmustur (Woolf, 1987). Fakat sinir hasarina bagli, agriyla

beraber ortaya ¢ikan ilk model olan siyatik sinirin konstriiksiyonu ise Bennett ve Xie

tarafindan 1988’de olusturulmus ve mekanik ve termal uyarilara karst hipersensitivite

ile néropatik agriy1 basariyla taklit etmektedir (Sommer, 2007). Fakat daha sonra

yapilan c¢alismalar noropatik agri modellemesi i¢in birgok farkli modeli ve sinir

maniplilasyonunu olusturarak taklit etmeye ¢alismistir. Bu modeller asagida

stralanmustir.

1-

Kronik konstriiksiyon hasari: Kemirgenlerde 3 veya 4 adet katgiit
kullanilarak siyatik sinirin trifurkasyon seviyesinde baglanmasiyla
olusturulur. Kimyasal, 1s1yla indiiklenen, soguk ve mekanik allodiniyi taklit
edebilen spontan agrinin olugsmasini saglayarak 2 aydan fazla siireyle
noropatik agriy1 taklit eder (Sekil 2.3.A).

Kismi siyatik sinir ligasyonu: Siyatik sinirin 1/3 ii veya 2/3 {inii birlestirerek
olusturulan modeldir. Bu modelde mekanik allodini, 1s1 ile indiiklenen

hiperaljezi, spontan agr1 7 ay boyunca taklit edilebilmektedir (Sekil 2.3.B).

Spinal sinir ligasyonu: 1 veya 2 spinal sinir (genellikle L5 ve L6) ligasyonu
veya sinir gangliyonunun distal kisminin kesilmesi ile olusturulur. Mekanik,

1s1 ile indiiklenmis hiperealjezi spontan agr1 ile en az 4 ay ortaya stirmektedir.

(Sekil 2.3.C).

Tibial ve sural transeksiyon: Siyatik sinirin {i¢ kolundan en ikisinin

trifurkasyonun distal kisminda olacak sekilde kesilmesiyle olusturulur (Sekil

2.3.D).
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Sekil 2.3. Deneysel siyatik sinir konstriksiyonu modelleri

2.2.8. Noropatik Agr1 Testleri

Agriin birgok farkli boyutunu (nosiseptif, inflamatuvar, ndropatik) inceleyen
birgok sayida test bulunmaktadir. Fakat bu testler genellikle mekanik penge ¢ekme
esigi ve sicak sogukla ortaya cikan termal sensitiviteye karsi kagma davranisi
cercevesinde yapilmaktadir. Mekanik pence ¢ekme testi genellikle degisen siddetle bir
kuvvetin deney hayvaninin pengesine uygulanmasiyla olusturulmaktadir. Esik degeri
sinir hasarindan sonra anlamli derecede diiserek hipersensitiviteyi taklit etmektedir.
Ayrica fiziksel kuvvetin yani sira tek bir kaynaktan ortaya ¢ikan termal uyaranin deney
hayvanina uygulanmas ile termal sensitivitedeki degisiklikler gdzlenerek ndropatik

agrinin olusumu test edilebilmektedir.
2.3. Asiatik Asit

Asiatik asit bir pentasiklik triterpenoiddir. (Sekil 2.4.). Ozellikle tiiketilebilir

tibbi bitkilerden biri olan centella asiatica bitkisinde bulunan asiatik asit giinlimiizde
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dermal preparatlarin igerisinde bulunan ve yara tedavisinde kullanilan bir bilesiktir (J.
Lv et al., 2018). Asiatik asit’in antioksidan ve antiinflamatuar etkileriyle birgok
hastaligin tedavisinde rol alabilecegi ileri siiriilmektedir (H. Lv et al., 2017). Asiatik
asitin bircok preklinik calismada ndéroprotektif, nootropik, antimikrobial ve
antimitojen etkisi arastirtlmistir. Bu etkilerinden yola ¢ikarak asiatik asitin sinir
hasarmin 6nlenebilmesinde kullanilabilecegi diistiniilmektedir (X. Wang et al., 2017).
Ayrica asiatik asitin oral yolla kullannominin yiiksek biyoyararlanima sahip olmasi
teropdtik potansiyele sahip oldugu hastaliklarda kullanilmasinin 6niinii agmustir.
Deneysel hayvan calismalarinda asiatik asitin ndroprotektif etkisini, hiicresel
antioksidan etkiyi artirarak noronlar ve mikroglialar {iizerinde gdsterdigi
diisiiniilmektedir. Asiatik asitin 6grenme ve bellegi hipokampal norojenezi
indiikleyerek artirdig1 gosterilmistir. Ayrica hidrojen peroksit, rotenon, glutamat ve f3-

amiloid ile indiiklenen norotoksisiteye karsi koruyucu etkisi oldugu ileri stiriilmiistiir.

CHs
HsC :

HsC' “—OH

Sekil 2.4. Asiatik asitin kimyasal yapist
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Gerecler
3.1.1. Kimyasallar

Asiatik asit (Sigma-546712), pregabalin (Sigma-1559618)
Dulbecco’smodifiedeaglemedium/Ham’s F12 medium(DMEM/F12, Gibco, 12-634-
028), fetal sigir serumu (FBS, Gibco, 11550356), penisilin/streptomisin (10003927),
tripsin-EDTA (Gibco, 25200072), dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma, D8418), 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir (MTT, M?5655), sigma steril
enjektor filtresi 0.22 pum, metanol (Sigma, 34860), etanol (Sigma, 32205), (dPBS,
Gibco, 14190144), rabbit BDNF polyclonalantibody (Cell Signaling, #47808), Goat
anti-rabbitsecondaryantibody (ThermoScientific, #31460), TNF-oelisa kit (#201-11-
0765, Sunred, China), interlokin-1elisa kit (#201-11-0121, Sunred, China), SOD elisa
kit (201-11-0169, Sunred, China), GSHelisakit (#703002, Cayman Chemicals, USA),
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MDA elisa kit (201-11-0157, Sunred, China).
3.1.2. Cihazlar
Otoklav (Niive OT 4060, Tiirkiye)
Is1 blogu (VWR, ABD)
Vorteks (Clifton Cyclone, Ingiltere)
Santriflij (Niive NF048, Tiirkiye)
Hassas terazi (Shimadzu, Japonya)
CO2’li inkiibator (Thermoscientific, ABD)
Laminar akimli sinif II kabin (Niive, Tiirkiye)
Sonikasyon cihazi (NUVE, Tiirkiye)
S1v1 azot tanki (International cryogenics, ABD)
Ultrasogutucu (NUVE, Tiirkiye)
Hiicre sayma cihazi (Bio-rad TC20, ABD)
Su banyosu (Memmert, ABD)
Mikroplaka calkalayic1 (HeidolphTitramax 1000,Almanya)
Invert mikroskop (ZeissAxiovert, Almanya)
Mikroplaka okuyucu (TECAN, Isvicre)
Mikropipet seti (Eppendorf, Almanya)
Lokomotor aktivite kafesi (Ugo Basile, Italya)
Hot plate test cihaz1 (Ugo Basile, italya)

Paw pressure test cihazi (Ugo Basile, Italya)
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3.2. Yontemler
3.2.1. In Vivo deneyler
3.2.1.1. Deney Hayvanlar

Deney hayvanlar1 Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Merkezinden yerel etik kurul karari alindiktan sonra (HADYEK_2019/06) temin
edildi. 42 Adet yetiskin wistar-albino cinsi erkek sican 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik, 22+0.5° derece %55+5 nem igeren ortamda, bir kafeste 3 deney hayvanin
asmayacak sekilde deneyler gergeklestirilene kadar sinirsiz yem ve su saglanarak
barindirildi. Deney hayvanlar1 deneylerden 6nce bir hafta siireyle motor fonksiyon

acisindan izlenerek motor bozukluk tespit edilenler deneyden ¢ikartildi.
3.2.1.2. Deney Modelinin Olusturulmasi

Deney hayvanlar1 ketamin/ksilazin (80/10 mg/kg, i.p.) uygulanarak anestezi
altina alindi. Deney hayvanlarimin sag uyluk bolgeleri traglanarak temizlendi.
Temizlenen bolge etanol ile silinerek dezenfekte edildi. Steril kosullarda uyluk
bolgeleri 3 cm’lik insizyon ile kaudal ve ventral kas gruplariyla birlikte ayrildi. Siyatik
sinir steril cerrahi aletlerle baska dokulara zarar verilmeden goriiniir hale getirildi.
Femura paralel olarak ayrilan siyatik sinir sham grubundaki deney hayvanlari harig¢ 1
mm araliklarla 4/0 kromik katgiit ile 3 yerden bogumlandi, sham grubundaki deney
hayvanlarinin siyatik sinirleri goriiniir hale getirildikten sonra baglanmadi. Sonrasinda
siyatik sinir dikkatlice serbest birakilarak iist tabakalarindaki kas ve deri katmanlari
ipek krome ile dikildi. Cerrahi sonrasinda antiseptik solisyon ile temizlendi, hacim
kaybinin oniine gegilmesi i¢in yaklasik olarak 5 ml fizyolojik tuzlu su deri altina

uygulandi (Sekil 3.1.)

Sekil 3.1. Siyatik sinir ligasyonu
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3.2.1.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Cerrahi islem sonrasinda deney hayvanlari tartilarak gruplara ayrildi. Gruplara
uygulanan ¢dziicii, asiatik asit ve pregabalin dozlar literatiirde etkisi gosterilmis doz

ve uygulama sekli bilgilerinden hareketle belirlendi.

Sham Grubu: Bu grupta bulunan deney hayvanlarina yalnizca cerrahi islem
uygulandi. Siyatik sinir agiga ¢ikarildi, sinir ligasyonu yapilmadan dokular siitur ile

kapatildi, ila¢ uygulanmadi.

Kontrol Grubu: Bu grupta bulunan deney hayvanlarina cerrahi islem yapilarak
siyatik sinir konstriksiyonu yapildi. Ayrica 14 giin boyunca asiatik asit ¢oziiciisii olan

PEG400 (1ml/kg, p.o.) her giin ayn1 saatte uygulandi.

Asiatik Asit 3 mg/kg Grubu: Bu grupta bulunan deney hayvanlarina cerrahi
islem yapilarak siyatik sinir konstriksiyonu yapildi. Ayrica 14 giin boyunca asiatik asit

(3 mg/kg, p.o.) her giin ayn1 saatte uygulandi.

Asiatik Asit 10 mg/kg Grubu: Bu grupta bulunan deney hayvanlarina cerrahi
islem yapilarak siyatik sinir konstriksiyonu yapildi. Ayrica 14 giin boyunca asiatik asit

(10 mg/kg, p.o.) her gilin ayn1 saatte uygulandi.

Asiatik Asit 30 mg/kg Grubu: Bu grupta bulunan deney hayvanlarina cerrahi
islem yapilarak siyatik sinir konstriksiyonu yapildi. Ayrica 14 giin boyunca asiatik asit

(30 mg/kg, p.o.) her giin ayn1 saatte uygulandi.

Pregabalin Grubu: Bu grupta bulunan deney hayvanlarina cerrahi islem
yapilarak siyatik sinir konstriksiyonu yapildi. Ayrica 14 giin boyunca pregabalin (10
mg/Kg, i.p.) her giin ayn1 saatte uygulandi (H. J. Park et al., 2010).

Tablo 3.1. Deney gruplar

Grup ad1 flac Uygulama siiresi Hayvan sayisi
Sham - - 7
Kontrol Céziicii (PEG 400, 1 ml/kg) 14 giin 7
AA3 Asiatik asit 3 mg/kg, p.o. 14 giin 7
AA10 Asiatik asit 10 mg/kg, p.o. 14 giin 7
AA30 Asiatik asit 30 mg/kg, p.o. 14 giin 7
PGB Pregabalin 10 mg/kg, i.p. 14 giin 7

26



3.2.1.4. Lokomotor Aktivite Testi

Tiim gruplardaki deney hayvanlari lokomotor aktivitenin dlglilmesi i¢in vertikal
ve horizontal hareketlerin otomatik olarak takip edildigi lokomotor aktivite kafesine
(Ugobasile, Italya) yerlestirildi. Deney hayvanlarinm 0., 7., ve 14. giinlerde 5 dk

boyunca lokomotor aktivitesi kaydedildi

3.2.1.5. Hot Plate Testi

Deney hayvanlar1 6zel olarak hazirlanmis olan sicak tabaka (55+2°C) aparatina
(UgoBasile, Italya) yerlestirildi (Sekil 7). Deney hayvanlarinin sicak yiizeyden arka
ayagini ¢cekme ve/veya ziplamasina kadar gegen siire tespit edildi. Dokuda kalici
hasarin meydana gelmemesi igin cut-off siiresi 20 sn olarak belirlendi. Testler deneyin

0., 7. ve 14. giiniinde tekrarlandi.

Sekil 3.2. Hot plate cihazi
3.2.1.6. Paw Pressure Testi

Deney hayvanlarinda mekanik hiperaljezinin degerlendirilmesi randall-selitto
modeli analjezimetre (UgoBasile, Italya) ile yapildi. Cihazin mekanik uyaran kismi
deney hayvanlarinin her iki arka pencgesinin orta noktalarina gelecek sekilde
yerlestirilerek artan kuvvetlerde basing deney hayvaninin tepki gosterdigi ana kadar

uygulandi. Testler deneyin 7. ve 14. giinlinde tekrarlandi.
3.2.1.7. Biyokimyasal ve Molekiiler Analizler

Deney hayvanlari davranis testlerinin sonlandirilmasinin ardindan mekanik

giyotin yardimi ile sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen deney hayvanlarindan spinal kord,

27



siyatik sinir ve beyin dokular1 buzun iizerinde izole edildi.

Spinal kord ve beyin dokular1t RIPA (Radio immuno precipitation assay buffer)
ve PBS (fosfat tamponlu salin) ¢6zeltisi ile cam homojenizator yardimiyla homojenize
edildi. izole edilen bu dokulardan Lowry ydntemiyle total protein miktarlari tayin
edildi. ELISA analizinde kullanilacak olan dokular piyasada ticari olarak satilmakta
olan ELISA kitlerinin talimatlart dogrultusunda iglemlere tabi tutuldu. ELISA yontemi
ile spinal kord ve total beyin dokusunda TNF-o ve IL-1p tayin edildi. Western blot
analizleri i¢in spinal kord ve beyin Ornekleri yiikleme tamponu ile 95 derecede 5
dakika 1sitilarak protein denaturasyonu saglandi. Esit miktarda protein iceren 6rnekler
%10 SDS-PAGE jeline yiiklenerek elektroforez ile proteinler molekiil agirliklarina
gore ayristirildi. Jelde bulunan proteinler PVDF membrana aktarilarak non spesifik
antikor baglanmasinin baglanmasin engellenmesi i¢in bloklama soliisyonu (%5°lik
yagsiz siit tozu iceren TBS-T ¢ozeltisi) ile 1 saat boyunca oda sicakliginda ¢alkalayici
tizerinde inkiibe edildi. 3 kez 5’er dakika TBS-T ¢ozeltisinde yikanan membranlar
+4°C derecede gece boyunca anti-BDNF primer antikor ile inkiibe edildi. Yikama
isleminin tekrarindan sonra membranlar sekonder antikorla bir saat oda sicakliginda
muamele edildi. Daha sonra yikama islemine tabi tutulan membranlar peroksit-
luminol ¢6zeltisi yardimi ile kemiliiminesan olarak goriintiillendi. Bant yogunluklari
beta aktine gore normalize edilerek kantitatif olarak Image]®programu ile hesaplandi.

Tiim deneyler en az {i¢ tekrarli yapildi.
3.2.2. In Vitro Deneyler
3.2.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Periferik noropatide rolii oldugu daha dnceden gosterilmis olan ndron hasar1 ve
mikrogliozisin taklit edilmesi adina SH-SYS5Y (insan ndroblastoma hiicre hatt1) ve
BV-2 (fare mikroglia hiicre hatt1) secilmistir. BV-2 ve SH-SY5Y hiicreleri %5
karbondioksitli 37,5°C ortamda hiicrelerin ekildigi flaski kaplayana kadar inkiibe
edildi. Hiicrelerin deneylerin yapilacagi plakalara ekilmesi i¢in hiicreler %0,25
tripsin/EDTA kullanilarak kaldirildi. Kaldirilan hiicreler hemositometre kullanarak
sayildiktan sonra uygun plakalara ekildi. Oncelikle her iki hiicre hattinin FBS’i
uzaklastirilarak asiatik asit ve noroinflamasyonu taklit etmek i¢in LPS (1 pg/ml)

uygulandi. Etkili dozlarin tayin edilmesinden sonra canlilik ve antioksidan analizlere
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gecildi.
3.2.2.2. Sitotoksisite Testleri

Uygulanan ilaglarin ve model i¢in kullanilan LPS’nin hiicre canliligini
azaltmadan mekanizmay1 taklit etmek i¢in kullanilmasini arastirmamiz i¢in hiicre
canliligini degistirmeyen konsantrasyonlar se¢ilmistir. BV-2 ve SH-SYS5Y hiicrelerine
asiatik asit ve LPS uygulandiktan sonra ortamdan hiicre vasati uzaklastirilarak hiicreler
dPBS ile yikandi. Ardindan MTT ¢ozeltisi (1mg/ml) her kuyucuga eklenerek 37°C
sicaklikta 4 saat boyunca karanlikta inkiibe edildi. Hiicrelerin canliligini gosteren
formazan kristalleri DM SO kullanilarak ¢oziildii. Absorbanlar olusan renk karisiminin

570 nm’de okunmasiyla belirlendi.
3.2.2.3. Hiicre Hatlarna ila¢ Uygulanmasi

Noropatik agrinin olusmasi ve olusan agrinin néroinflamatuar mekanizmalar ile
iliskisi invitro ortamda arastirildi, bu mekanizmalarin taklit edilmesi icin asiatik asit

ve LPS uygulamasi asagidaki sekilde yapildi

AA

BV, hilcreleri I BVJh:J(reIerl
LPS |SH SY5Yh|mt'f€r|| LPS I SH-SYSY hiicreleri '
LPS+AA

| Sartlanmig vasat '—‘ Sa,,;anm—.m

[ 1 24 saat
[Hu‘(re mnhhg;] [ ELISA ]

6 saat
6 saat

24 saat

Sekil 3.3. Hiicre hatlarina ilag uygulamasi
3.2.2.4. Antioksidan Etkinin Arastirilmasi
Hiicre hatlarinda ilag uygulamasi yapildiktan sonra hiicre vasatlari izole edilerek
oksidatif stres ve antioksidan parametreler arastirildi. Lipit peroksidasyonu MDA,

hiicre ici antioksidan seviyeleri SOD ve GSH miktarlar1 tayin edilerek hesaplandi.

MDA, SOD ve GSH seviyeleri piyasada ticari olarak satilmakta olan ELISA Kkitleri

29



yardimiyla {ireticinin talimatlar1 eksiksiz olarak uygulanarak tayin edildi.

3.2.2.5. istatistiksel Analiz

Deneyler sonucunda elde edilen tiim veriler SPSS (v21.0 lllionis, US)
programiyla analiz edildi. Normal dagilim gosteren veriler one-way ANOVA testi ile
incelendi. Gruplar arasi karsilagtirmalar Tukey ve Tamhane’s T2 testleri ile yapildi.
Tiim veriler ortalamazstandart sapma olarak verildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi

p<0.05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR
4.1. In-Vivo Deney Sonuclari
4.1.1. Asiatik Asitin Lokomotor Aktivite Uzerine Etkisi

Asiatik asit 3, 10 ve 30 mg/kg dozlarinda kronik uygulandiginda 0., 7. ve 14.
glinde lokomotor aktivitede degisiklik yapmadi. Pregabalin (10 mg/kg) asiatik asite
benzer olarak lokomotor aktivitede degisiklik yapmadi (p>0.05, Sekil 4.1.).

O Sham
300 H Kontrol

E Asiatik asit 3 mg/kg
O Asiatik asit 10 mg/kg
[l Asiatik asit 30 mg/kg
Bl Pregabalin 10 mg/kg

8

E 200

"5 1

g |1

[e]

£

2

e 100

0 .
N A >

Giinler

Sekil 4.1. Asiatik asitin (3, 10 ve 30 mg/kg) lokomotor aktivite lizerine etkisi

4.1.2. Asiatik Asitin Hot Plate Testinde Etkisi
Hot plate testinde kronik ilag uygulamasi sonrasi,

0. ve 7. giinde asiatik asit (3,10,30 mg/kg) ve pregabalin (10 mg/kg) uygulanan
gruplarda hot plate latensinde anlamli bir degisiklik olmadi (p>0.05, Sekil 4.2.).

14. giinde ise kontrol grubu sham grubu ile kiyaslandiginda kontrol grubunda
latens siiresi anlaml bir sekilde kisaldi1 (p<0.01). ilag verilen gruplar kontrol grubu ile
kiyaslandiginda ise asiatik asik 30 mg/kg verilen grupta latens siiresi anlamli birsekilde
uzadi (p<0.05, sekil 4.2.). Pregabalin 10 mg/kg dozunda da yine benzer sekilde hot
plate latensi kontrol grubuna gore anlam bir sekilde uzadi (p<0.001, Sekil 4.2.)
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H Kontrol

[ Asiatik asit 3 mg/kg
10+ [ Asiatik asit 10 mg/kg
H Asiatik asit 30 mg/kg
l Pregabalin 10 mg/kg
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A

Giinler

Sekil 4.2. Asiatik asitin (3, 10 ve 30 mg/kg) hot plate latensi iizerine etkisi., (** p<0.01, sham
grubuna gore), (### p<0.001, # p<0.05 kontrol grubuna gore)

4.1.3. Pence Testi Sonuclar:
Kronik asiatik asit uygulamasimin mekanik allodini tizerine etkileri;
0. giinde deney gruplari arasinda anlamli bir fark olmadi (p>0.05, Sekil 4.3.).

7. giinde penge ¢ekme siiresi kontrol grubunda sham grubuyla kiyaslandiginda
anlamli olarak kisald1 (p<0.001, Sekil 4.3.). Pregabalin 10 mg/kg uygulanan grup
kontrol grubuyla kiyaslandiginda pence ¢ekme siiresi anlamli olarak uzadi (p=0.45,
Sekil 4.3.).

14. giinde kontrol grubu sham grubuyla kiyaslandiginda yine pence ¢cekme
stiresi anlamli kisald1 (p=0.48, Sekil 4.3.). Asiatik asit 3 ve 10 mg/kg verilen
gruplarda penge ¢ekme siiresinde anlamli bir degisiklik olmazken, asiatik asit 30
mg/kg dozunda penge ¢cekme siiresini uzatdi, benzer sekilde pregabalin uygulanan
grupta da penge ¢ekme siiresi uzadi. (p<0.01, Sekil 4.3.)
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O Sham kontralateral
M Sham ipsilateral

30 E Kontrol ipsilateral
O Asiatik asit 3 mg/kg
[ Asiatik asit 10 mg/kg
l B Asiatik asit 30 mg/kg
H Pregabalin 10 mg/kg
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Sekil 4.3. Asiatik asitin (3, 10 ve 30 mg/kg) mekanik allodini tizerine etkisi. (*** p<0.001, * p<0.05
sham grubuna gore), (### p<0.001, kontrol grubuna gore)

4.1.4. Beyin ve Spinal Kord TNF-a ve IL-1B Diizeyleri

Yapilan ELISA analizleri sonucunda siyatik sinir konstriksiyonu yapilan ratlarin
beyin ve spinal kordlarinda TNF-a ve IL-1B diizeyleri sham grubuyla
karsilastirildiginda anlamli olarak artt1 (p<0.001 ve p<0.001, Sekil 4.4.A, B).

Asiatik asit 10mg/kg ve 30 mg/kg verilen gruplar kontrol grubu ile

kiyaslandiginda artmig olan TNF-o ve IL-1f diizeylerini anlamli olarak azaltti.
(p<0.001, p=0.28, Sekil 4.4.A, B)

Pregabalin 10mg/kg uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda benzer
olarak beyin ve spinal kordda artmis olan TNF alfa ve IL-1f diizeylerini anlaml1 olarak
azaltt1 (p<0.001, Sekil 4.4.A, B)
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Sekil 4.4. Asiatik asitin (3,10, 30 mg/kg) ve pregabalin (10 mg/kg) un beyin ve
spinal kord TNF alfa ve IL-1B diizeyine etkisi (*** p<0.001, sham grubuna gére),

(### p<0.001, kontrol grubuna gore)
4.1.5. Beyin ve Spinal Kord BDNF Ekspresyonunun Olgiilmesi

Western blot analizleri sonucunda beyin ve spinal kordda BDNF ekspresyon
diizeyleri kontrol grubu sham grubuyla kiyaslandiginda anlamli olarak azaldi
(p<0.001, Sekil 15). Asiatik asit 30 mg/kg verilen grup kontrol grubuyla
karsilastirildiginda spinal kord ve beyin BDNF ekspresyonu anlamli olarak artti.
(p<0.001, Sekil 15). Pregabalin 10 mg/kg verilen grupta beyin ve spinal kordda BDNF
ekspresyonunu kontrol grubuna kiyasla artt1 (p<0.01, Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Asiaitk asitin ve pregabalinin beyin ve spinal kordda BDNF ekspresyonuna etkisi (***
p<0.001, sham grubuna gore), (### p<0.001, kontrol grubuna gore)

4.2. in-vitro Deney Sonuglar1
4.2.1. Asiatik asitin BV-2 ve SH-SY5Y Hiicre Canlihg: Uzerine Olan Etkisi

Asiatik asitin BV-2 Hiicrelerine 1000, 300, 100, 30, 10, 3 ,1 nM
konsantrasyonlarinda uygulandiginda 1000 ve 300 nM hiicre canliligini anlamli olarak

azaltt1 (p<0.001, Sekil 4.6.A).

Asiatik asitin SH-SY5Y hiicrelerine 1000, 300, 100, 30, 10, 3, 1 nM
konsantrasyonlarinda uygulandiginda 1000 nM konsantrasyonunun hiicre canliligini

azalttig1 goriilmistiir (p<0.001, Sekil 4.6.B).
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Sekil 4.6. Asiatik asitin BV-2 ve SH-SY5Y hiicre canlilig1 iizerine etkisi (*** p<0.001, kontrol

grubuna gore)

4.2.2. Asiatik asitin LPS ile indiiklenen BV-2 Hiicreleri Uzerine EtKisi

Asiatik asit 10, 30 ve 100 nM konsantrasyonda LPS ile indiiklenen hiicre
canliligindaki azalma tizerine etkisi olmadi (p>0.05, Sekil 18). Ancak 300 ve 1000 nM

konsantrasyonda LPS ile indiiklenen hiicre canliligindaki azalmay1 artirdr (p<0.001,

Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. BV-2 hiicrelerin asiatik asit ve LPS uygulamasinin hiicre canlilig1 iizerine etkisi (***
p<0.001, kontrol grubuna gore), (### p<0.001, LPS grubuna gore)

4.2.3. Asiatik Asit ve LPS uygulanan BV-2 Hiicrelerinin Mediumlarimin SH-
SY5Y Hiicre Canliig Uzerine Etkisi

Canlilik testleri sonucundan elde edilen bulgular ile 100, 30,10 nM asiatik asit
ve LPS uygulanan BV-2 hiicre vasatlar1 izole edilerck SH-SYSY hiicrelerine
uygulandi. LPS ve asiatik asit 100 nM uygulanan vasat yalnizca LPS uygulanan
vasatla kiyaslandiginda hiicre canliliginda anlamli bir artis oldu (p<0.001, Sekil 4.8.)
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Sekil 4.8. LPS ile indiiklenen BV-2 hiicrelerine farkli doz asiatik uygulamasini takiben vasatlarinin
SH-SYS5Y hiicre canlilig iizerine etkisi. (*** p<0.001, kontrol grubuna gore), (###
p<0.001, LPS grubuna gore)
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4.2.4. LPS ile Indiiklenen BV-2 Hiicre Mediumlarimmn SH-SY5Y
Hiicrelerine Uygulandiktan Sonra Asiatik Asit Uygulamasinin

Hiicre Canhhg Uzerine Etkisi

LPS uygulanan BV-2 hiicrelerinin vasatlarinin SH-SHS5Y hiicrelerine
uygulandiktan sonra asiatik asitin farkli dozlarda (10, 30, 100 nM) verilmesiyle
arastiritlmistir. LPS uygulanmis BV-2 vasatlar1 hiicre canliligimi kontrol grubuyla
kiyaslandiginda anlamh bir sekilde azaltti. (p<0.001, Sekil 20). Asiatik asit 100 nM
uygulanan grup LPS uygulanmis grup ile kiyaslandiginda hiicre canliliginda anlamli

bir artis oldu.
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Sekil 4.9. LPS ile Indiiklenen BV-2 Hiicre Mediumlarinin SH-SY5Y Hiicrelerine Uygulandiktan
Sonra Asiatik Asit Uygulamasinin Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkisi (*** p<0.001, kontrol
grubuna gore), (### p<0.001, LPS grubuna gore)

4.2.5. LPS ile indiiklenen BV-2 Hiicre Mediumunun SH-SY5Y Hiicrelerine
Uygulandiktan Sonra Asiatik Asit Uygulamasimin SOD, MDA ve
GSH Uzerine Etkileri

LPS li vasat uygulanan grup SH-SYS5Y hiicrelerinde SOD seviyelerini kontrol
grubuna kiyaslandiginda anlaml bir sekilde azaltt1 (p<0.001, Sekil 21A). Asiatik asit
100 nM uygulanan grup LPS uygulanan grup ile kiyaslandiginda SOD miktarini
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anlamli olarak artird1 (p<0.001, Sekil 4.10.A).

LPS li vasat uygulanan grup kontrol grubu ile kiyaslandiginda SH-SY5Y
hiicrelerinde GSH seviyelerini anlamli olarak azaltti. 100 nM asiatik asit uygulanan
grup LPS uygulanan grupla kiyaslandiginda GSH seviyesini anlamli olarak artirdi.
(p<0.001, Sekil 4.10.B).

LPS uygulanan vasatlar SH-SY5Y hiicrelerinde MDA seviyesini kontrol grubu
ile kiyaslandiginda anlamli olarak artirdi (p<0.01, sekil 21C). Asiatik asit uygulan grup
LPS uygulanan grupla kiyaslandiginda MDA miktarin1 anlamli olarak azaltti
(p<0.001, Sekil 4.10.C).
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Sekil 4.10. LPS ile indiiklenen BV-2 Hiicre Mediumunun SH-SY5Y Hiicrelerine Uygulandiktan
Sonra Asiatik Asit Uygulamasinin SOD, MDA ve GSH Uzerine Etkileri (*** p<0.001,
kontrol grubuna gore), (### p<0.001, LPS grubuna gore)
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5. TARTISMA

Calismamizda siyatik sinir konstriksiyonu ile olusturulan ndropatik agri
modelinde asiatik asitin etkilerini davranigsal, biyokimyasal, molekiiler yontemlerle
arastirdik. 14 giin boyunca uygulanan asiatik asit siyatik sinir hasariyla ortaya ¢ikan
termal hiperaljezi ve mekanik allodininin siddetini azaltti. Buna ek olarak asiatik asit
siyatik sinir konstriksiyonu sonucunda artan inflamatuvar sitokinleri beyin ve spinal
kordda azaltt1 ve sinir yenilenmesinden sorumlu olan bir nérotrofik faktor olan BDNF
yi arttirdi. Ayrica invitro ¢alismalarimiz asiatik asitin mikroglial aktivasyon sonucu
noronlara verdigi hasar1 azalttigi ve mikrogliozis nedeniyle ndronlarda olusan
oksidatif stresi engelledi. Calismamiz asiatik asitin siyatik sinir hasar1 sonucu olusan

patolojide koruyucu etkiye sahip oldugunu ileri siirmektedir.

Periferik sinir hasar1 modellerinde bir¢ok deney modeli kullanilmasina ragmen
fare ve siganlarda olusturulan siyatik sinir konstriksiyonu patolojinin olugturulmasi ve
farmakolojik ajanlarin mekanizmalarin aydinlatilmasinda one ¢ikmaktadir (Yalcin et
al., 2014). Deneysel olarak siyatik sinir hasarmin olusturulmasi igin ligasyon,
konstriksiyon, travma, rezeksiyon gibi metodlar kullanilmaktadir (Sousa, Lages,
Pereira, and Slullitel, 2016). Ancak bu metodlarin arasinda hem metabolik hem de
hiicre i¢i mekanizmalar taklit etmesi ac¢isindan konstriksiyon modeli en sik kullanilan
modeldir (Kim and Chung, 1997). Konstriksiyon sonucu olusan sinir hasar1 spinalkord
ve beyin diizeyinde de metabolik ve hiicresel degisikliklere neden olmaktadir
(Nishihara et al., 2020). Buna ek olarak sicanlarda olusturulan siyatik sinir hasari
motor ve sensoriyel degisiklikleri kapsadigi i¢in ndropatik agrinin mekanizmalarini
basarili bir sekilde taklit etmekte ve bu nedenle de agri calismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Siyatik sinir hasarinin olusturdugu degisikliklerin (sitokinler,
oksidatif stres) sadece hasarin olustugu bolgede degil, spinalkord ve santral sinir
sisteminde de ¢esitli degisikliklere sebep oldugu ve bu etkilerin néropatik agr1 gibi
insan yasamini zorlastiran bir durumda santral sensitizasyon ile agr1 esigini diistirdiigi
bilinmektedir. Literatiirde siyatik sinir hasari olusturmak i¢in forseps, hemostaz
makaslari, klempler, anevrizma klipsleri kullanilsa da cerrahi islemlerde siklikla
kullanilan ve fizyolojik siirece bir etkisi olmadig1 gosterilen kromik katgiit ile birden
fazla noktadan baglama yoluyla olusturulan model en sik kullanilandir (Yamashita,
Sakuma, Kato, and Kotani, 2004). Diger deney modellerinde siyatik sinir liflerinde

fonksiyonel bozukluk ve secici olmayan hasar ortaya ¢iktigindan dolay1 standardize
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edilmesinin daha zor oldugu gosterilmistir. Bu nedenle biz de tez ¢alismamizda
insanda olusan noropatik agri siirecini basarili bir sekilde taklit eden kromik katgiit
vasitastyla yapilan modeli tercih ettik. Yapilan caligmalar konstriksiyon sonrasinda
fonksiyonel, davranigsal, biyokimyasal, molekiiler degisikliklerin 0., 7. ve 14.
giinlerde arastirilmasmin tedavi hedefi olabilecek ajanlarin arastirilmasinda 6nemli
olabilecegini gostermistir. Biz de tez ¢aligmamizda siyatik sinir hasari olusturulduktan

sonra asiatik asitin 14 giin boyunca uygulanmasinin etkisini arastirdik.

Noropatik agr1 sinir fonksiyonunda cesitli etkenlerle ortaya cikan hasar
nedeniyle olusan, giinliik yagami kisitlayan ve tam olarak tedavisi saglanamayan bir
patolojidir (Cavalli, Mammana, Nicoletti, Bramanti, and Mazzon, 2019). Noropatik
agrida olusan agrimin patofizyolojisi kompleks bir yapiya sahip olup santral ve
periferal mekanizmalar1 kapsamaktadir (Campbell and Meyer, 2006). Bu
mekanizmalar arasinda iyon kanali ekspresyonundaki degisiklikler, norotransmitter
saliverilmesi ve agr1 yolaklarindaki degisiklikler sayilabilir. Noropatik agr1 yanma,
karincalanma,ignelenme, kasinma ve uyaranlara kars1 ¢abuk cevaba neden olan duysal
etkenleri i¢ermektedir (St. John Smith, 2018). Fizyolojik kosullarda doku hasari
sonrasinda ortaya ¢ikan inflamasyonun agri yolaklarini harekete gegirdigi hiperaljezi
ve allodiniye neden olabilecegi bilindiginden, noropatik agri duysal ve inflamatuvar
karaktere sahip olarak tanimlanmaktadir (Pinho-Ribeiro, Verri, and Chiu, 2017).
Ayrica antioksidan tedavi, oksidan stresin azaltilmasi, ndropatik agriyla ve oksidatif
stres nedeniyle olusan ndropatik agriyla yakindan iligkilendirilmistir (Oyenihi,
Ayeleso, Mukwevho, and Masola, 2015). Yakin zamanda yapilan ¢alismalar periferal
sinir hasarmin cerrahi travmalarin %3 {inde goriildigiinii ve diizeltilemedigini
gostermistir (Martins, Bastos, Siqueira, Heise, and Teixeira, 2013). Siyatik sinir
hasarinda olusan yaralanmalarin cerrahi islem sonrasi tam olarak tedavi edilememesi
glinlimiiz aragtirmalarinin temel noktalarindan birisini olusturmaktadir. Yapilan
caligmalarda noropatik agri1 tedavisinde baska endikasyonlarda kullanilan ilaglar,
hormonlar, ¢esitli kimyasallar, elektriksel ve manyetik alanla yapilan miidahaleler
denenmistir (Oliveira Junior, Corréa, and Ferreira, 2016). Bunlarin yan1 sira hem
antioksidan hem de antiinflamatuvar mekanizmalar1 etkileyebilen etken maddeler
aragtirilmaktadir (Lim and Kim, 2016). Bizde ¢alismamizda daha once literatiirde
noroprotektif etkisinin oldugu gosterilmis asiatik asiti kullandik (Welbat, Chaisawang,

Pannangrong, and Wigmore, 2018). Sinir yapisinin rejenerasyon kapasitesinin az
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olmasi, inflamatuvar ve oksidatif ataklara karsi savunmasiz olmasindan dolay1
farmakolojik ajan arayislar1 bu mekanizmalar {izerinde koruyucu etkiler olusturma
ihtimali olabilecek ajanlar tizerinde yogunlasmistir (Krishnamurthy et al., 2009).
Ozellikle artmis inflamatuvar ve oksidan yanitin asiatik asit gibi dogal bir bilesikle
engellenebilmesi bu alanda yapilmasi planlanan bir¢ok ¢alismanin 6niinii agacaktir

(Areti et al., 2014a).

Noropatik agri sinir hasarindan, nosiseptif agr1 ise doku hasarindan
kaynaklanmaktadir. En 6nemli fark nosiseptif agrinin doku hasarinin diizelmesiyle
ortadan kalkmasi fakat ndropatik agrinin hasar verici stimiilanin ortadan kalkmasina
ragmen siirmesidir. Noropatik agr1 dizestezi, hiperaljezi, allodini ile karakterizedir
(Jang, Lee, Kim, and Ryu, 2014). Giiniimiizde kliniklerde néropatik agr1 tedavisi igin
gabapentin, pregabalin ve trisiklik antidepresanlar kullanilmakta olsa da bu agrili
tablonun iyilestirilmesi i¢in kesin bir tedavi bulunmamaktadir. Literatiirde antioksidan
ve antiinflamatuvar etkili bilesiklerin noropatik agri iizerindeki olumlu etkileri
bilindiginden biz de calismamizda bu bilesiklerden biri olan asiatik asiti kullandik.
Model olarak kullandigimiz kronik konstriksiyon modelinde asiatik asitin ndropatik
agrida agr1 hissini azaltici ve agri yolaklarinda rol oynadigi diisiiniilen oksidatif stres
ve inflamasyonun iizerinde pozitif etkiler gosterdigini kanitladik. Birgok caligsma
deneysel kronik konstriksiyon sonucunda noropatik agrinin olustugunu ve agrinin
davranigsal parametrelerinin Sl¢iilmesi i¢in 0., 7., ve 14. Giinlerin uygun oldugunu
gostermistir. Biz de bu nedenle yaptigimiz ¢alismada agrinin gozlemlenmesi ig¢in
kullanilan hot plate ve paw pressure (penge testi) testlerini 0., 7., ve 14. giinlerde

yaptik.

Oksidatif stres hasar sonrasi ndronal iletimin bozulmasina neden olan ve
periferal sinirin fonksiyonel olarak eski haline donmesini engelleyen patolojik bir
stirectir (Sagalajev et al., 2018). Periferal sinir hasar1 sonrasinda oksidatif stresin tedavi
edilmesinin, sinir yapisinin diizelmesine ve fonksiyonunun normale ddnmesine neden
oldugu bir¢ok caligmada gosterilmistir. Periferik sinir hasarimi takiben hasarli sinir
bolgesinin proinflamatuvar cevapla temizlenerek rejenerasyonun basladigi siirecte
oksidatif stresin azaltilmasinin rejenerasyonu hizlandirdigi gosterilmistir (A. Areti, V.
G. Yerra, V. G. M. Naidu, and A. Kumar, 2014b). Bizim de ¢alismamizda
kullandigimiz asiatik asitin antioksidan ozelligiyle oksidatif stresi azalttigi, serbest

oksijen radikallerinin olusumunu engelledigi ve lipit peroksidasyonunu anlaml
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derecede hafiflettigi onceki caligmalarda gosterilmistir. Ayrica yakin zamanda yapilan
caligmalar asiatik asitin santral sinir sistemi hasarina kars1 koruyucu etkilere sahip
oldugunu ve bir¢cok oksidan etkene karsi koruyucu rol oynadigmi gostermistir

(Nataraj, Manivasagam, Justin Thenmozhi, and Essa, 2017).

Noropatik agrida 6zellikle spinalkordda serbest oksijen radikallerinin arttig1 ve
antioksidan enzimlerin seviyelerinin azaldigir gosterilmistir (S.-Y. Shim and Kim,
2013). Yapilan preklinik ¢alismalar oksidatif stresin noropatik agriy1 artirdigini ve
hasarli  periferik  sinirin  hiperaljeziyi indiikledigini  gostermistir  (Mallet,
Hadjivassiliou, Sarrigiannis, and Zis, 2020). Oksidatif stresin temel etkeni olan serbest
oksijen radikalleri hiicresel mekanizmalar1 bozarak ndronlarda hasara neden
olmaktadir. Glutatyon bu hiicresel mekanizmalarda rol oynayan baslica antioksidan
molekiillerden biridir. Hiicrede olusan oksidatif stresin glutatyon vasitasiyla notralize
edilmesi temel mekanizma olarak kabul edilmektedir (Kwon et al., 2019). Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda santral sensitizasyonda rol oynayan dorsal boynuz hiicrelerinin
reaktif oksijen radikalleri tarafindan tetiklendigini ve bu tetiklenmenin spinal ve
santral glial hiicreleri aktive ederek kronik agriya neden oldugu gosterilmistir (H. S.
Shim et al., 2019). Noropatik agrinin serbest oksijen radikalleri ile azaltilmasi
TEMPOL gibi yiiksek antioksidan igerikli bilesiklerle saglanmasi hiicrede bir baska
antioksidan enzim olan SOD’u taklit ederek termal hiperaljezide anlamli azalmaya
neden oldugu bilinmektedir (Jia et al., 2019). Ayrica oksidatif stres sonucu olusan lipid
peroksidasyonun o6zellikle néronal yapilara, protein ve hiicre c¢ekirdeklerine zarar
verdiginden dolay1 6nemlidir. Bu hasar bir lipidperoksidasyon iiriinii olan MDA nin
olusmasiyla gozlemlenmekte ve lipidperoksidasyonunun antioksidan bilesiklerle
azaltilmasinin sinir hasarin1 engelledigi ve dolayisiyla santral sensitizasyonu 6nledigi
gosterilmistir (Yoshida, Umeno, and Shichiri, 2013). Asiatik asitin glutatyon ve SOD
tizerine etkileri asiatik asitle ilgi yapilan ¢alismalarda arastirilmis ve seviyelerinin
arttig1 gosterilmistir (Ramachandran and Saravanan, 2013). Bizim c¢alismamizda da
siyatik sinir hasar1 sonucu azalan SOD seviyelerinin asiatik asit uygulamasiyla
diizeldigi goriildii. Ayrica hasarin bagka bir parametresi olan artan MDA seviyeleri
asiatik asitle anlamli sekilde azaltmistir. Sonuglarimiz diger ¢alismalarla paralel olarak
asiatik asitin antioksidan 6zellikleri ile mikrogliozis sonucu néronlarda ortaya ¢ikan
oksidatif hasar1 azaltmistir (Jiang et al., 2016). Somchit ve arkadaslarinin 2004 yilinda

yaptiklar1 caligmada asiatik asitin antinosiseptif ve antiinflamatuvar etkisini hot plate
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ve writhing testi ile aragtirmistir. Bu ¢alisma sonucunda asiatik asidin antinosiseptif
etkilerinden olasi antioksidan mekanizmalarin sorumlu oldugu 6ne siiriilmistiir (Mn
et al.,, 2004). Daha sonra yapilan c¢alismalarda asiatik asitin antinosiseptif ve
antiinflamatuvar etkileri desteklenmistir (Huang et al., 2011). Ancak bizim
calismamizda olusturdugumuz siyatik sinir konstriksiyonu modelindeki etkisi
bilinmediginden, elde ettigimiz sonuglar antioksidan mekanizmanin gosterilmesiyle
ve hot plate testi sonuglarimiza gore asiatik asidin protektif etkilerden sorumlu oldugu
hipotezini desteklemektedir. Ayrica calismamizda gosterdigimiz mekanik allodiniye
kars1 koruyucu etkiden antioksidan mekanizmalarin sorumlu olabilecegi hipotezi bu
bulgularla uyusmaktadir. Daha onceden yapilan calismalarda antioksidan sistemin
aktivitesinin c¢esitli bilesiklerle artirllmasiin pencge testinde antiallodinik etkilere
sahip oldugu gosterilmistir. Bu bilgilere paralel olarak ¢alismamizda asiatik asit
uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan antiallodinik etkinin antioksidan mekanizmayla
ortaya cikabilecegi goriilmektedir. Asiatik asit uygulanmasindan itibaren reaktif
oksijen tiirlerinin saliniminin azaldig1 ve néroinflamatuvar prosesin engellendigi daha
onceki calismalarda gosterilmistir (Bates et al., 2019). Siyatik sinir konstriksiyonu
sonucu ortaya c¢ikan oksidatif stres litaratiir bilgisine uyumlu olarak lipit
peroksidasyon iirlinlerinde artis1 ve antioksidan enzimlerin (GSH, SOD) azalisina
neden olmustur. Asiatik asit uygulamamiz sonucunda olusturdugumuz antioksidan
yanit noron Kkiiltlirlerinde gosterilmis ve oksidatif mekanizmayla asiatik asitin

arasindaki iliski dogrulanmistir.

Noropatik agrinin  patogenezi ve agri iletim yolaklar1 g6z Oniinde
bulunduruldugunda ozellikle spinal kordda meydana gelen degisikliklerin
incelenmesinin, noropatik agrida inflamasyon ve agri iletimi lizerine etkili bilesiklerin
arastiritlmasi i¢in 6nemlidir. Bu nedenle bizde ¢alismamizda asiatik asidin etkisini
arastirirken spinal kord ve beyin diizeylerinde ortaya ¢ikan olasi degisikliklerin
degerlendirdik. Siyatik sinir hasar1 sonucunda olusan pro-inflamatuvar yanit TNF-
a ve IL-1B araciligiyla baslamaktadir. inflamasyonun siirmesi halinde bu sitokinlerin
periferik dokular ve santralde arttig1 gosterilmistir (Hung, Lim, and Doshi, 2017).
Proinflamatuvar cevabin siireklili§ini saglayan bu sitokinler siyatik sinir hasari
sonucunda da artarak rejenerasyonu ve inflamasyonu dengelemektedir. Yapilan
calismalar bu sitokinlerin spesifik antagonistler veya degisik kimyasallarla etkilerinin

engellenmesinin inflamasyonu azalttigini ve protektif etkilere sahip oldugunu
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gostermistir (Leal, Casabona, Puntel, and PITOSSI, 2013). Saglikli siganlarla
kiyaslandiginda siyatik sinir hasari1 olusturulmus siganlarda bu sitokinlerin artisi
noropatik agrinin siirekliliginde ve olusan gangliyon hasarinda rol olynadigi daha
onceki calismalarda gosterilmistir (Sommer and Sorkin, 2013). Ozellikle periferik
sinir hasarina bagli santral sinir sisteminde bu sitokinlerin arttiginin gosterilmesi
agrinin santral sensitizasyon ve siirekliligi hipoteziyle uyusmaktadir. Bu nedenle bizde
caligmamizda asiatik asit uygulamasi sonrasinda bu sitokinlerde ortaya c¢ikan
degisiklikleri arastirdik. Daha once yapilan c¢alismalara paralel olarak asiatik asitin
spinal kord ve santral sinir sisteminde siyatik sinir hasariyla artmis olan bu sitokinlerin
azaldig1 gosterilmistir. Sonuglarimiz litaretiirde daha 6nce yapilan caligsmalarla paralel
olarak asiatik asitin antiinflamatuvar etkilerini gostermektedir (H. Chen, Hua, Ze,
Wang, and Wei, 2017).

BDNF nin noéropatik agridaki rolii tartismalidir (Siniscalco, Giordano, Rossi,
Maione, and de Novellis, 2011). Bir¢ok ¢alisma BDNF nin antinossiseptif etkilerini
gostermisken diger calismalar BDNF nin pronosiseptif etkilere sahip oldugunu 6ne
stirmiistiir (Sandra M. Garraway and J. Russell Huie, 2016a). Wang ve arkadaslari
2020 yilinda yaptiklar1 ¢alismada giiclii antioksidan etkilere sahip siilfid bilesiklerinin
antinosiseptif etkilerinde BDNF nin rol oynadigini ve bu etkinin BDNF antagonisti ile
ortadan kaldirildigin1 séylemislerdir (G. Wang et al., 2020). Her ne kadar BDNF nin
bu kompleks rolii agiklanamamis olsa da BDNF nin parakrin ve otokrin etkilerinden

dolay1 farkli sonuglar ortaya cikabilecegi ileri siirtilmiistiir.

Tateiwa ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptiklari ¢alismada BDNF nin yasa bagh
degisiminin Ozellikle yaslilarda daha sik goriilen noropatik agriyla olan iligkisini
aragtirmiglardir (Tateiwa et al., 2018). Yaptiklart siyatik sinir ligasyonu modelinde
agrinin yorumlanmasi i¢in davranigsal parametreleri incelemis ve ayrica intranasal
yoldan uygulanan BDNF nin bu parametreler iizerine etkisini gostermislerdir. Yapilan
deneyler sonucunda tekrarli BDNF tedavisinin santral BDNF sinyalini gii¢lendirerek
yasa bagli hiperaljezik davranisi engelledigini gostermislerdir (Tateiwa et al., 2018).
Norotrofik faktorler santral sinir sisteminde yogun bir sekilde sentezlenmekte ve ndron
yasami, rejenerasyon, sinaptik fonksiyonla dogrudan iliskilidir (Apfel, 2000). Bu
faktorlerden biri olan BDNF kendi reseptorii olan TrkB ye yliksek afinite ile
baglanarak hiicresel yanitlari olusturmaktadir. Ozellikle BDNF nin spinalkord

aracilifiyla santral sensitizasyonda rol oynadigi daha Onceki ¢aligmalarda
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gosterilmistir (Sandra M. Garraway and J. Russell Huie, 2016b). Ayrica yapilan
caligmalar santral sinir sisteminde hipokampiis ve spinalkordda BDNF seviyelerinin
diger bolgelere kiyasla daha yogun oldugunu géstermistir (S. M. Garraway and J. R.
Huie, 2016). BDNF ekspresyonu yetiskin santral sinir sisteminde bir¢ok noéronal
hasara kars1 aktive olarak traskripsyonel olarak cevap olusturmaktadir. Ozellikle
stirekli nosiseptif uyarana kars1 spinalkordda ve dorsal boynuz hiicrelerinde BDNF nin
mRNA seviyelerinin arttig1 ve ERK/cAMP ve CREB yoluyla aktive oldugunu daha
onceki galismalarda gosterilmistir (Sandra M. Garraway and J. Russell Huie, 2016a).
Bu mekanizmalarla artmig olan BDNF uyariminin 6zellikle dorsal boynuz
hiicrelerinde ve ganglionlarda ortaya ¢ikan nosiseptif davranisla iliskili oldugu 6ne
stirilmiistiir (Malcangio, Clark, and Ogbonna, 2013). Daha 6nce yapilan ¢alismalar
BDNF ekspresyonunun spinal kord diizeyinde sinir hasarini takiben bir iki giin sonra
ortaya ¢iktig1 ve 14. giinde kayboldugunu séylemistir. Fakat bunun tersine santral
diizeydeki BDNF nin hasar sonrasinda 7 ile 14 giin arasinda azaldigim ve santral
diizeyde siirekli agr1 hissinin olusmasina katki sagladigi da gosterilmistir (Tateiwa et
al., 2018). Ayrica hipokampal BDNF mRNA seviyelerindeki bu azalma yash
sicanlarda gosterilmis ve yasa bagli ortaya ¢ikan hiperaljezi ile iliskili olabilecegi
fikrini ortaya ¢ikarmistir. Yetiskin hipokampiisinde BDNF’nin noérojenezde 6nemli
bir rol oynadigi ve hipokampal diizeydeki azalmasinin hipokampal norojenezi
dogrudan azalttig1 bilinmektedir (Galvan and Jin, 2007). Klinik ve deneysel aragtirma
sonuclar1 hipokampal norojenezin azalmasini agr1 hissinin algilanmasinda ve santral
sensitizasyon patolojisinin siddetlenmesinde rol oynadigini diisiindiirmektedir. Ayrica
hipokampal norojenezin azalmasinin kongnitif eksikliklere yol a¢masi ileri yash
kognitif eksikligi olan hastalarda goriilen kronik ndropatik agr1 tablosuyla
uyusmaktadir. Preklinik aragtirmalar siirekli nosisepsiyonun ndrojenezi azalttigini
fakat akut agrinin boyle bir etkisinin olmadigu gostermektedir (A. Vania Apkarian et
al., 2016). Norojenez ile BDNF baglantis1 diisiiniildiigiinde bu baglantinin BDNF
kaynakli olmasi olasidir. Daha Onceki c¢aligmalarda gosterilen spinal BDNF
uygulamasinin hem antinosiseptif hemde pronosiseptif etkiler gosterdigi fakat
intranazal yolla uygulamasinin santral BDNF diizeylerini spinal korda kiyasla anlamli
sekilde artirdigin1 ve antihiperaljezik role sahip oldugunu oOne slirmemizi
desteklemektedir (Xia, Zhong, Xing Liu, Dou, and L, 2018). Bizde yaptigimiz tez

caligmasinda spinal kord ve beyin BDNF diizeylerinde gordiigiimiiz artisin bu
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mekanizmayla ortaya ¢giktigini diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugumuz tez ¢alismasinda kronik bir hastalik olan noéropatik agriyi
deney modeli olarak hayvanlarda taklit ederek asiatik asitin bu agrinin davranigsal,
hiicresel ve molekiiler mekanizmalar1 {izerindeki etkisini inceledik. In vivo ve in vitro
deney sonuglarimiz asiatik asitin siyatik sinir konstriksiyonu sonucu ortaya ¢ikan
termal hiperaljezi ve mekanik allodiniyi engelledigini ayrica antioksidan
mekanizmalar etkileyerek sinir hasarini azalttigini gosterdik. Bunun yani sira asiatik
asitin in vitro ortamda mikrogliozis ve mikrogliozis kaynakli ndron dlimiine karst
protektif oldugunu ayrica spinal kord ve beyin seviyesinde siyatik sinir

konstriksiyonuna bagli BDNF ekspresyonundaki azalisi engelledigini saptadik

Calismamizin sonuglarinin, siyatik sinir hasar1 ve toplumun énemli bir kismini
etkileyen noéropatik agrinin azaltilmasi igin yapilacak arastirmalara ve gelecekteki
caligmalara bilgi aktarimi saglayarak asiatik asitin sinir rejenerasyon {iizerindeki

etkilerinin de gosterilmesi halinde biiyiik bir katki saglayacagini diisiinmekteyiz.
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