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OZET

p-KUMARIK ASIT’in OLASI ANALJEZIK ETKILERININ /N VITRO PATCH
CLAMP YONTEMI ILE INCELENMESI

Senay CAKOVA
Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, EKim, 2024

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Feyza ALYU ALTINOK

Agr hayatta sik yasanip farkli nedenlerden ortaya cikan ve hayat kalitesini
diisiiren bir semptom tiiriidiir. Cesitli tedavi yontemleri mevcuttur fakat dogal kaynakli
ve yan etkileri daha az olan yeni farmakoterapi yontemleri bulmak i¢in aragtirmalar yogun
bir sekilde devam etmektedir. Bu tezde de p-kumarik asidin bilinen antienflamatuvar,
antioksidan gibi etkilerinin olusturdugu etki profiline, olasi1 analjezik etkilerinin
degerlendirildigi bir ¢alismanin rapor edilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda primer
dorsal kok gangliyon hiicreleri lizerinde yama kenetleme yonteminin tiim hiicre
konfigiirasyonu ile deneyler gergeklestirilerek p-kumarik asidin K* akimlar1 {izerindeki
olas1 etkileri degerlendirilmistir. Noronlarin uyarildig1 depolarize voltaj aralifinda ve
gecikmeli dogrultucu K™ akiminda 100 uM p-kumarik asit uygulamasi sonucu inhibisyon
gozlenmistir. Bu bulgular, néronun uyarilabilirligi ilizerinde diizenleyici etkilere isaret
etmektedir. Agri iletiminde temel taglardan biri olan DRG’ler iizeride gozlenen bu durum,
olas1 analjezik etkiyi 6n plana ¢ikartmaktadir. Bu ¢alismanin sonucu, p-kumarik asit ve

tiirevlerinin agr1 calismalarinda degerlendirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Agri, Dorsal kok ganglionlari, Yama kenetleme teknigi, p-kumarik

asit.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POSSIBLE ANALGESIC EFFECTS OF P-KUMARIC
ACID USING THE IN VITRO PATCH CLAMP METHOD

Senay CAKOVA
Departmant of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School, October, 2024

Supervisor: Asst. Prof. Feyza ALYU ALTINOK

Pain is a type of symptom that is experienced frequently in life, occurs for different
reasons and reduces the quality of life. Various treatment methods are available, but
research continues intensively to find new pharmacotherapy methods that are natural in
origin and have fewer side effects. In this thesis, it is aimed to report a study evaluating
the effect profile of p-coumaric acid's known anti-inflammatory and antioxidant effects
and its possible analgesic effects. In this direction, experiments were carried out with the
whole cell configuration of the patch clamp method on primary dorsal root ganglion cells
and the possible effects of p-coumaric acid on K* currents were evaluated. Inhibition with
100 uM p-coumaric acid was observed in the depolarizing voltage range at which neurons
were stimulated and in the delayed rectifier K* current. These findings indicate regulatory
effects on neuron excitability. This situation, observed on DRGs, one of the cornerstones
of pain transmission, highlights the possible analgesic effect. The result of this study

reveals the need to evaluate p-coumaric acid and its derivatives in pain studies.

Keywords: Pain, Dorsal Root Ganglion, Patch Clamp technique, p-Coumaric acid.
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Yiiksek lisans egitimim siiresince bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim, tezimin
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asamalarinda yardimlarini esirgemeyen degerli hocam ve tez danismanim sayin Dr. Ogr.
Uyesi Feyza ALYU ALTINOK ’a, Boliimiimiiz Ogretim Uyelerine, Degerli Hocalarima,
Ozellikle ¢alisma arkadaslarim Abderaouf BOUBEKKA'’ya, emegi gecmis tiim teknik
ve idari personele katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim. Ayni zamanda yiiksek lisans
calismalarimi siirdiirebilmemde beni destekleyen, her kosulda yanimda olan esime,
aileme, Ozellikle de tezin son doneminde her anin heyecanini paylastigim kardesime

tesekkiirii borg bilirim.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait 6zgiin bir ¢alisma oldugunu ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligsma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calisgmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS VE AMAC

Pek cok arastirma grubu, tedavisi zor hastaliklara ¢oziim olabilecek ilaglar
iretirken, insana, ¢gevreye ve diger tiim canlilara zarar ve yan etkileri diisiik oldugu bilinen
dogal ve organik maddeleri kullanmaya caligmaktadir (Bharti vd., 2021). Flavonoidler,
sinamik asit tiirevleri ve kumarinler, bitkisel tirlinlerin antioksidan 6zelliklerine katkida
bulunan fenolik maddelerin ornekleridir (Kola¢ vd., 2017). Biyoaktif fitokimyasal
fenolik bilesikler aromatik halkalar1 ve hidroksil gruplarindan dolay1 ¢evrede bulunan
proteinler, karbonhidratlar ve lipidlerin yani sira hiicre duvarlari gibi yapisal elementlerle
hidrojen ve kovalent baglantilar olusturabilir. Bu bilesigin saglik agisindan ¢ok sayida
faydasi oldugu iyi bilinmektedir (Karabulut ve Yemis, 2019). Literatiirde rapor edilmis
bir ¢alismada p-kumarik asidin romatoid artrit enflamasyon iizerinde antienflamatuvar
etkileri aragtirllmig ve gozlenmistir (Zhu vd., 2018). Diger bir ¢alismada sicanlarda
siyatik sinir kaynakli néropatik agrinin kronik konstriksiyon hasarinda p-kumarik asidin
etkisi degerlendirilmis ve sonug olarak p-kumarik asidin néropatik agri semptomlarinin
tedavisinde faydali olabilecegini diisiiniilmiistiir (Bharti vd., 2021). Fenolik bilesiklerin
en 6nemli 6zelliklerinden birini, viicutta oksidasyon veya lipit peroksidasyonu meydana
geldiginde serbest radikallerin iirettigi zarara karsi koymalarina olanak tantyan giiclii
antioksidan etkileri olusturmaktadir (Rudrapal vd., 2022). Farmakolojik etki profilinde
umut vaat eden sonuglar ortaya koyan bu biyoaktif molekiiliin etkilerinin ve bu etkilerin
mekanizmalarinin arastirilmasi, tedavi yaklasimlart veya yeni ilag kesifleri agisindan
biiylik 6neme sahiptir.

DRG noronlart agri iletiminin temel taslarindan biridir (Ahimsadasan, Reddy ve
Kumar, 2018; Bhandari, Sharma ve Kuhad, 2022). Primer DRG néron kiiltiirii tizerinde
yama kenetleme (patch clamp) teknigi ile yapilan ¢alismalar, agr1 arastirmalarinda 6nem
tagimaktadir (Lin ve Chen, 2018). Bu ¢alisma kapsaminda p-kumarik asit uygulamasinin
primer dorsal kdk gangliyon (DRG) ndronlart {izerindeki elektrofizyolojik etkilerinin

arastirilmasi hedeflenmektedir.



2. LITERATUR

2.1. Agn

Agrn genellikle hastalarin tibbi bakima bagvurdugu ilk sikayettir ve birinci basamak
saglik hizmeti saglayicist icin hem teshis hem de tedavi acisindan zorluk teskil eder.
Agrinin degerlendirilmesi, yalnizca hos olmayan bir duyuma neden olan anormal duyusal
uyarinin sonucu degildir; daha ziyade, bu rahatsizliga verilen duygusal tepkiyle iliskili
somatik rahatsizligin taninmasinin bir birlesimidir. Agrinin algilanmasi, sikintinin ve
sakatligin boyutu dnceki deneyimlere, kiiltiirel gecmise, durumsal faktorlere ve eslik eden
psikiyatrik hastaliga bagli olarak degisebilecegini agiklanmistir (Wang ve Mullally,
2020). Uluslararast Agr1 Arastirmalart Birligi (IASP) agriy1, viicudun herhangi bir
bolgesinden kaynaklanabilen hos olmayan, duyusal ve duygusal bir duyum olarak
tanimlamaktadir. Gozlenen bu durum bireyin ge¢mis deneyimlerinden etkilenir, bir
organizmadan kaynaklanabilmektedir veya kaynaklanmayabilir. Agrinin bir diger ad1 da
viicuttaki doku hasarmin bilingsizce farkina varilmasidir (Aydin, 2002). Agrinin,
insanlarin yasamlarina miidahale eden viicudun korunma amagl uyari sinyali
oldugununun ve agri liretme potansiyeli olan uyaranlarin, nosiseptor olarak bilinen bazi
reseptorleri aktive etmesiyle basladiginin alt1 ¢izilmektedir (Saygin, Naziroglu ve

Caliskan, 2009). Agn gesitli sekillerde siniflandirilmistir (Aydin, 2002) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Agrimin simflandiriimasi (Aydin, 2002; Saygin, Naziroglu ve Caliskan, 2009).

Akut olan agr1
Kronik agri
Deafferantasyon agrisi
Nosiseptif agr1
Reaktif agr
Psikosomatik agri
Noropatik agri
Viseral agri
Somatik agr1
Periferal agr1
Sempatik agri

Agrinin meydana gelme siiresine gore siiflama

Mekanizmalarina gore agr1 siniflamasi

Kaynaklandig: viicut bolgesine gore agr1 siniflamasi

PN EORWDNDEINE

Viicudun agriy1 algiladigi 4 asama vardir:

1. Transdiiksiyon: Uyari, sinirlerin duyu terminallerinde elektriksel aktiviteye
doniistiirilir.

2. Transmisyon: Duyu sinirleri kullanilarak uyarilar, duyusal sinir sistemi yoluyla

iist merkeze gider.



3. Modiilasyon: Noral degiskenler nosiseptif bilginin iletimini degistirir.
4. Persepsiyon: Agr algisinin, uyarinin alindigi son asama olan bu asamada
gergeklestigi aciklanmistir. Bireyin psikolojisi ile 6znel duygusal deneyimi

arasindaki etkilesimden kaynaklandig1 6ne siirtilmiitiir (Aydin, 2002).

2.2. Hiperaljezi ve Allodini

Rahatsiz edici uyaranlarin neden oldugu normalden daha yiiksek bir agr1 tepkisi,
hiperaljezi olarak bilinmektedir. "Alodini" terimi, inflamatuar olmayan bir uyariya tepki
olarak agr1 deneyimini ifade etmektedir (Sekil 2.1). Hasar bdlgesinde salinan
kimyasallarin, duyusal sinir uglarindaki reseptdrlerin dogrudan uyarilmasina neden
oldugu ve bunun da inflamatuar agriya neden oldugu kanitlanmistir. Hasar gérmiis
hiicrelerden K* saliniminin sinir terminallerinde dogrudan depolarizasyona neden olarak
nosiseptorlerin duyarhiligini arttirdigi vurgulanmistir (sensitizasyon = duyarlilagtirma).
Hasarli hiicrelerden P maddesi ve bradikinin salimimi da uglarin hassasiyetini
arttirmaktadir. Kronik agri, sinir terminallerinin kimyasal aracilar tarafindan
hassaslastirilmasina ek olarak periferik sinir sistemi (PSS) ve merkezi sinir sistemindeki
(SSS) degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Doku hasar1 sirasinda salian sinir biiyiime
faktorii, sinir uglarindan alinmakta ve gen ekspresyonunu tesvik ettigi gosterilen dorsal

kok ganglion hiicre gévdesine retrograd olarak taginmaktadir (Yager ve Saygin, 2019).
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Sekil 2.1. Hiperaljezi ve allodini tanimlanmasi (Woolf, 2011.)



2.3. Agrinin iletilmesinde sinapslarin rolii

Sirt boynuzunda ti¢ farkli tiirde ikinci derece néron bulunmaktadir: projeksiyon,
uyarict ve inhibitdr. Anterolateral afferent sistemden, projeksiyon ndronlar1 (merkezi
iletim hiicreleri olarak da bilinir), ardindan gelen sinyalleri ve uyarilari daha yiiksek
merkezlere géndermaktadir. iki grup projeksiyon néronu mevcuttur. ilk néron grubu,
yalnizca Ad ve C lifleri tarafindan uyarilan projeksiyon néronlaridir; lamina I'de yogun
olarak dagilmis nosiseptif spesifik noronlardir. Genis Dinamik Araliga (WDR) sahip
noronlar ikinci grubu olusturmaktadir. Lamina I ve V, WDR noronlart igerir. Bunlar,
nosiseptorlerin yan1 sira diisiik esikli mekanoreseptorler tarafindan lifler tarafindan
uyarilan néronlardir. Afferent A ve C lifleri, WDR néronlarina hem nosiseptif hem de
nosiseptif olmayan somatosensoriyel uyaranlarin girdilerini saglamaktadir. Bu sinyaller
WDR hiicreleri tarafindan merkezi sinir sisteminin {ist kismina génderilmektedir. Spinal
WDR néronu agr1 kosullar: altinda agir1 uyarilabilirlik gosterdiginden, bu nedenle agrinin
yogunlugunu belirlemek icin uygun oldugu belirtilmistir. Nosiseptif islemede ve sinir
hasarindan sonra artan spontan atesleme ve periferik uyaranlara karsi gelismis yanit
sergilemektedirler. WDR néronlar1 hem nosiseptif hem de nosiseptif olmayan
somatosensoriyel uyaranlar olan aferent A ve C liflerinden girdiler almaktadir. WDR
hiicreleri bu sinyalleri merkezi sinir sisteminin iist bolgelerine iletmektedir. Spinal WDR
noronu, agriya tepki olarak asir1 uyarilma sergiledigi i¢in agr1 yogunlugunu
degerlendirmek i¢in faydali bulunmaktadir. Nosiseptif islemede ve sinir kaybini takiben,
periferik uyaranlara kars1 artan yanit ve artan spontan atesleme gostermektedir (Yang vd.,
2015). Uyarict noronlar olarak bilinen néronlar, omurga reflekslerini veya projeksiyon
noronlarmi aktive eden motor ndronlara agrili girdiler gondermekten sorumludur.
Nosiseptif uyaranlarin inhibitér noronlar tarafindan kontrol edildigi ileri stirtilmiistiir

(Aydin, 2002; Kim vd., 2017; Velioglu, 2017).

2.3.1. Dorsal kok ganglionlar:

Dorsal sinir kokleri, PSS’den SSS’ye duyusal sinir sinyalleri tasir. Anatomik
olarak, spinal sinirlerin dorsal kokiinden bir DRG ortaya ¢ikar (Sekil 2.2). Bir yanit i¢in
periferdeki cesitli reseptorlerden (agr1 ve sicaklik) duyusal mesajlart merkezi sinir
sistemine tasirlar. DRG'nin kronik agridaki roliiniin iyi bilindigini vurgulanmistir

(Ahimsadasan, Reddy ve Kumar, 2018). DRG’lerin, agr iletiminin yani sira duyusal



sinyalleme ve modiilasyonda en belirleyici yapilardan biri oldugu vurgulanmistir
(Bhandari, Sharma ve Kuhad, 2022).

Dorsal kok ganglionlarinin kimligi ve ilgisi, duyusal néronlarin hiicre gévdelerini
barindiran ilkel yapilar olarak goriilmekten, i¢ ve dis cevremizle ilgili duyusal bilgilerin
iletimi i¢in gerekli olan yiiksek diizeyde organize edilmis sinyal aktarma ve modiilasyon
komplekslerine dogru gelismistir. Her bir DRG noéronunun benzersiz psddounipolar
yapisi, iki ayr1 dala ayrilan bir aksona sahiptir ve bu da viicuttaki en uzun hiicre
uzantilarindan bazilar1 olabilen proksimal bir slire¢ ve bir distal siirecle sonuglanir.
DRG'lerin bir diger benzersiz 6zelligi de kan-beyin bariyerinin disinda fakat kismen
meninkslerle kapli vertebral kolonun i¢inde yer almalaridir (Haberberger vd., 2023).

Ganglion, glial hiicrelerden ve ndronal hiicre gdvdesini ¢evreleyen bag dokusu
kilifindan olusan bir yapidir. Ganglion, kapsiilden giren ince bag dokusu bolmeleriyle
bolmelere ayrilmaktadir. Ganglion hiicreleri ganglionu olusturan hiicrelerdir. Ganglion
hiicresini uydu hiicreleri olarak bilinen tek sira diiz hiicreler ¢evreler. Bir ganglionda
birka¢ hiicre olabilecegi gibi elli ile yiiz bin arasinda da hiicre bulunabilmaktedir.
Gangliyonlarin hem miyelinli hem de miyelinsiz sinir liflerinden olusan ndronlar ve
bunlarin arasinda olusan bag dokusundan olustugu belirtilmistir (Erkogak, 1984; Gardner
ve Hiatt, 1997).

Ganglionlara bir¢ok isim verilmektedir. Dorsal kok ganglionu medulla spinalisin
dorsal kokiiniin lizerinde yer alan noronlardan olusur (Sekil 2.2, 2.3 ve 2.4). Kranial
sinirler boyunca ganglionlar bulunmaktadir (Gardner ve Hiatt, 1997):

1- Duyu Ganglionlart (Kraniospinal ganglionlar): Bu gangliyonlar kranial sinir
ganglionlar1 ve spinal ganglionlar (arka kok gangliyonlar1) olmak iizere iki
gruba ayrilir.

2- Otonomik Ganglionlar: Bu gangliyonlar iki gesittir: parasempatik ve sempatik.
Iki tiir sempatik ganglion bulunmaktadir: paravertebral ve prevertebral. Beyin
stimiilasyonunun gangliyonlara iletilmesi igin bir merkez gorevi gérmektedir.
Ganglionda bir sinir girmekte ve bir sinir ayrilmaktadir. Ganglion, sinir
girisinin hangi yone yonlendirildigine bagl olarak ya duyusal ya da otonom
niteliktedir.



Intervertebral
Disk

Sinirler

Sekil 2.3. Omurga, sinir kdkleri ve omurilik arasindaki baglanti (6nden goriiniim) (Ahmadzada, 2022).



VYertebhra

Sekil 2.4. Sinir kokleri ve omurilik ile omurlar arasindaki iliski (enine kesit) (Ahmadzada, 2022).

DRG'nin sinir hasari, inflamasyon ve kronik agr1 gelisiminde 6nemli klinik 6nemi
vardir. DRG i¢indeki hiicresel ortamin karmagikligina dair anlayisimiz son elli yilda
genisledigini ve DRG, kronik agr1 durumlarinin gelisiminde anahtar bir bilesen ve yeni
tedaviler icin potansiyel bir hedef olarak giderek daha fazla arastiriliyor oldugu
aciklanmaktadir. Bu nedenle, DRG'nin ve bilesenlerinin hiicresel diizeydeki iist yapisi
hakkinda kapsamli bilgi, yapi-islev iligkilerinin daha iyi anlagilmasi i¢in esastir. Bu bilgi,
bu yeni ortaya ¢ikan tedavilerin birgogunun 6ngoriilen potansiyellerine ulagsmasi igin
hayati dnem tasimaktadir. Bugiine kadar iiretilen ultrastriiktiirel veriler biiyiik olgiide
DRG iginde yer alan duyu noronlarinin arastirilmasina odaklanmistir. Daha yeni
calismalar, DRG ndron fonksiyonunu modiile etme kapasidesine sahip olan DRG i¢indeki
noronal olmayan hiicreleri iceren islevsel olarak onemli etkilesimleri anlamaya dogru

yonelmistir (Haberberger vd., 2023).



2.4. Yama Kenetleme Teknigi ve Giincel Yaklasimlar

Kirk yil 6nce, yeni bir elektrofizyolojik teknigin (patch clamp / yama klemp)
tanitilmasi, hiicresel fizyoloji ve biyofizik alanlarinda devrim yaratmis ve ilk kez hiicre
plazmasinin iyon gegirgen bir kanali olan tek bir proteinin davranigini tanimlama
olasiligin1 saglamistir. Yeni yaklasim aslinda baslangigta dngoriilenden ¢ok daha giiclii
ve ¢ok yoOnlii olarak benimsenmis ve hiicrelerin (sadece sinirler ve kaslar gibi klasik
"elektriksel olarak uyarilabilir" olanlar degil) elektrigi nasil kullandiklarina dair bilgimizi
kokten degistiren birkag farkli yonteme doniigmesi miimkiin olmustur (Lovisolo, 2022).

Yama klemp elektrofizyolojisi, sinir biliminde bireysel néron davranisini anlamak
icin kullanilan yaygin bir tekniktir ve c¢ogu elektrofizyoloji yOntemiyle
karsilastirildiginda iistiin uzaysal-zamansal ¢oziiniirliikkle akim ve voltaj degisikliklerinin
kaydedilmesine olanak tanir. Yama klemp deneyleri yliksek dogrulukta elektrofizyoloji
verileri tretirken, teknik ise zahmetli ve emek yogundur. Tipik yama klemp
prosediiriindeki 6nemli asamalari otomatiklestiren yama klemp sistemlerinin ortaya
cikmasina ragmen, tam otomasyon hala zor bir silire¢ olarak nitelendirilmektedir.
Mikropipetlerin, robotik manipiilatorlerdeki bir noronun c¢apini kolayca asabilen
konumlandirma hatalar1 nedeniyle otomatik deneyler sirasinda hedef hiicreyi
kacirabilecegi belirtilmistir (Gonzalez vd., 2021).

Yama klemp zayif akimi pikoamper (pA) seviyesinde olgebilen bir tekniktir.
Membran potansiyeli ve iyon kanali akimlarinin kaydedilmesi gibi temel tibbi
arastirmalarda hiicresel elektrofizyolojik kayit i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogru
6l¢iim sonuglar1 elde etmek i¢in pipetin hem direncinin hem de kapasidansinin telafi
(kompanse) edilmesi gerekir. Kapasidans kompanzasyonlar1 yavas ve hizli kapasidans
kompanzasyonlarindan olusur. Yavas telafi, hiicre zarimin lipit ¢ift katman tarafindan
belirlenir ve biiyiikliigi, hiicre boyutuna bagli olarak genellikle birka¢ pikofaraddan (pF)
birka¢ mikrofarad'a (uF) kadar degisir. Hizl1 kapasidans, ¢cogunlukla birka¢ pF arasinda
degisen, cam pipetin, tellerin ve ¢ozeltinin dagitilmis kapasidansi tarafindan olusturulur.
Pipet ¢ozeltideki hiicreleri emdikten sonra cam pipetin ve telin konumlart belirlenmis
olup, yavas ve hizli kapasidans icin sadece bir kez kompanzasyon alinmasi kayit
ihtiyacin1 kargilamaktadir. Bununla birlikte, calismanin sicaklik karakteristikleri ile
ilgilenmesi gerektiginde, kapasidansin sicaklik karakteristikleri lizerinde de bir tanima
yapilmasi gerekmektedir. Yama klemp ile hiicre zar1 iizerindeki fototermal etkiyi

inceledigimizde, hizli kapasidans desarjinin zaman sabitinin banyo ¢dzeltisinin
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sicakliginin artmasiyla degistigi bulunmustur. Bu olguya dayanarak sicakliga bagh
parametreleri hesaplamak icin esdeger bir devre Onerilmistir. Yama klemp teknigine
dayali hiicresel elektrofizyoloji ile ilgili hassas sicaklik karakteristigi ¢alismalarindaki
giincel gelisimler, teknigin ilerlediginin bir 6rnegi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Kong
vd., 2021).

Otomatik yama klemp (automated patch clamp = APC) sistemleri, iyon kanali
bilesiklerinin yiiksek verimli elektrofizyolojiye dayali taranmasina izin vererek ilag kesif
programlarinin vazgecilmez araglart haline gelmistir. Mikroakiskan bazli APC
sistemlerinin son zamanlardaki gelisimi ve piyasaya siiriilmesi, ligand kapili iyon
kanallarinin agonistler, antagonistler veya pozitif allosterik modiilatorler gibi
farmakolojik reaktiflerle etkilesimlerinin, bunlarla karsilastirilabilir  glivenilir
farmakolojik sonuclarla incelenmesini miimkiin kilmistir. APC sistemleri, yliksek iiretim
kapasidesini korurken, altin standart manuel yama klemp teknigini kullanmaktadir.
Bir¢ok ligand kapili iyon kanali, ligandlarin tekrar tekrar dahil edilmesi {izerine hizli
duyarsizlasma  sergilemektedir; farmakolojik etkilesimin  yoklugunda  kanal
aktivitesindeki bu kaybin, yiiksek bagar1 orani, diisiik sonug ve giivenilir farmakolojik
sonuclara sahip dogru, kesin ve saglam analizlerin gelistirilmesi agisindan zorluk teskil
ettigi aciklanmistir (Yehia ve Wei, 2020).

Universitemiz biinyesinde kurulmus olan yama klemp laboratuvari, eczacilik

fakiilteleri arasinda Tiirkiye’de ilklerden olma 6zelligi tasimaktadir (Sekil 2.4).



Sekil 2.5. Anadolu Universitesi biinyesinde kurulan patch clamp laboratuar:

Tipik olarak hiicre zar1 kanallarindan gegen iyon akimlari yama kenetleme teknigi
kullanilarak incelenir (Savrun, 2017). Bu yontemin esasen 3 kurali vardir:

1. Pozitif akima sahip hiicreler depolarize, negatif akima sahip hiicreler ise

hiperpolarize olur.

2. Hiicreler akim gonderdiginde hiperpolarizasyon ve depolarizasyon siiresince
zaman geger, bu noktada hiicrelerin kapasitansinin ayarlanmasi 6nemli bir
gerekliliktir.

3. Hiicre zar potansiyeli, hiicre i¢ine iyon difiizyonu olmadiginda sabit kalir.

Yama kenetleme modeli Hodgkin-Huxley modeli degerlenirilerek agiklanabilir.
Membran gegirgenligi, K* ve Na* iyonlar1 kullanilarak niceliksel olarak olgiilebilir.
Zaman ve membran potansiyeli iletkenligi belirler. Bu, uyarict hiicre aksiyon
potansiyellerini (AP) arastirmak i¢in yararl bir arag olarak goriilmektedir (Diizgiin Ergiin
ve Dursun, 2018).

Yama kenetleme yonteminde, iyon kanalindan gegen akimin kaydedilmesi, 6zel
olarak yapilmis bir mikroelektrot agzinin hiicre zarinin bir boliimiine takilmasi ve zar
potansiyelinin sabit bir degerde dl¢iilmesiyle bu kayitlarin incelenmesi amaglanmaktadir.
Pipetin diger ucunu vakumlamak icin bir emme yaklagimi kullanilarak, kesilmis bir cam
pipet, 1s1itma islemi sirasinda hiicre zar1 ile yakin temasa getirilir. Kontak kismi elektriksel

dirence sahiptir (Gigaseal) (Sekil 2.5) (Ergiin ve Dursun, 2018).
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Sekil 2.6. Kayit alinacak hiicrede giga seal olusturulmast (Ergiin ve Dursun, 2018).

Asagidaki bilesenler yama kenetleme sistemini olusturmaktadir (Ergiin ve Dursun,

2018) (Sekil 2.6):

= E OSﬂOSkoP

Basing sistemi

Titresim onleyici masa

Soliisyonla

Sekil 2.7. Yama kenetleme seti (Ergiin ve Dursun, 2018).

1. Hiicreden elde edilen biyopotansiyel kayitlari giiclendiren ve netlestiren

Amplifikator (Patch Clamp Amplifiers).

2. Kayitlari ¢ikarmak i¢in grafik uygulamasini kullanan bilgisayar

3. Hizli hareketlerin yani1 sira pipet tutucunun dogru, kademeli hareketlerine

olanak tanityan mikromanipiilatorler.

4. Pipetin kiiciik hareketinin hiicre zarin1 pargalamasini 6nlemek icin gigaseal

olustugunda titresimleri durduran bir antivibratér masasi.

5. Topraklama sisteminin bir pargasi olan faraday kafesi (Sekil 2.7)
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Sekil 2.8. Faraday kafesi

Cesitli sivilardaki ilaglari ve ndrotransmiter bilesiklerini yama kenetleme
¢emberi icindeki hiicrelere iletmek ic¢in hiicre dis1 yontemler kullanan
perflizyon sistemleri

Hiicreleri gozlemlemek ve pipet ucu ve hiicre zar1 yama kenetleme deneyini
gerceklestirmek icin bir mikroskop

Pipet yapiminda kullanilan, hiz ve sicaklik ayari ile pipetin direncinin
modifikasyonuna imkan saglayan mikropipet ¢ekici cihaz (micropipet puller)
(Sekil 2.8)

Calismanin ana konusuna gore degisik tipleri bulunan cam pipetler

Sekil 2.9. Pipet yapici mikropipet ¢ekici (mikropipet puller)
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Zamanla yama kenetleme sistemleri 6nemli degisikliklere ugramistir. Mesela
HEKA'nin iirettigi EPC7 tipi amplifikator, on yil dncesine kadar bazi laboratuvarlarda
kullaniliyorken, EPC10 modeli artik kullanimda bulunmaktadir. Bu aparat, kaydettigi
biyoelektrik potansiyeli daha yorumlayici bir formata doniistirmektedir. Uc elektrotlu
kurulum ve yama ampermetre uygulamalarinin 6zel bir koruma gerektirmesi durumunda
bunlar karsilanmaktadir (Diizgiin Ergiin ve Dursun, 2018).

Yama klamp metodu ile bir¢ok diger arastirma teknigi kombine edilerek detayli
raporlar literatiire sunulmaktadir. Bunlara 6rnek olarak optogenetik, immiinofloresan,
RNA dizileme yontemleri gibi yontemlerin yama klemp metodu ile birlikte ¢alisilmasi
verilmektedir (Hu, Gan ve Jonas, 2014; Fuzik vd., 2016; Stuber vd., 2011).

Yama kenetleme uygulamasinin elektrofizyolojiye yeni bir soluk getirdigi
soylenmektedir. Bu teknik, hiicre zarlarinda bulunan kanallarin bilesimini, bunlarin
acilma ve kapanma mekanizmalarini, kimyasal ve ndrotransmitter tepkilerini aragtirmak
igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Yama kenetleme uygulamalari, yakin zamanda
tanimlanan ¢ok sayida iyon kanalinin incelenmesi i¢in hala gegerliligi yiiksek olan bir

yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir (Diizgiin Ergiin ve Dursun, 2018).

2.4.1. Yama kenetleme uygulamalar

Arastirmanin amacina ve incelenecek kimyasalin, kanal engelleyicinin veya
norotransmitter materyalin tiiriine bagli olarak 4 farkli tiirde yama kenetleme uygulamasi
bulunmaktadir. Bunlar; i¢i disarida (inside-out), hiicre tizerinde (cell attached-on cell),
dis1 disarida (outside-out) ve tiim hiicre kaydi (whole-cell recording) uygulamalaridir
(Sekil 2.9).

Hiicre tizerinde (cell attached-on cell) uygulamasi tam bir yama kenetleme
uygulamasidir. Bu uygulamanin ilk asamasinda mikropipet cekici ile 1sitma islemi
yapilarak yaklasik 1-5 mikrometre yarigapinda bir pipet ucu olusturulduktan sonra
mikroskop ¢emberindeki hiicreye temas edilir. Hiicre zari ile pipet arasinda pipetin kiit
ucundan emici pompa ile vakum olusturularak gigaohm diizeyinde bir akim olusturulur,
gigaseal elde edilir. Elektrotla temas eden pipet ucundaki hiicre zar1 kismi zarin diger
kisimlarindan izole edilmistir fakat hiicre i¢i ortamdan (ikincil haberciler,
norotransmitterler vb.) etkilenir. Zar potansiyeli direk olarak hesaplamadan ziyade,
hiicrenin bagimsiz bir voltaj mentese yontemi ile Ol¢iiliir. Bu uygulamalar, ikincil

haberciler ve diger diizenleyiciler tarafindan hiicre zar1 kanallarinin agilmasi-kapanmasi
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ve voltaj degisiklikleri incelenecegi zaman tercih edilir (Saygin, Naziroglu ve Caliskan,
2009).

Tim hiicre kayit modunda (whole-cell recording) ek hiicre isleme
gergeklestirilmektedir. Pipet ucu kullanilarak membrana kaynak vakum pompasi ile sabit
vakum uygulanarak membran yirtilir. Sonu¢ olarak hiicre sitoplazma voltajindaki
degisiklikler dogrudan pipet elektrotu tarafindan Olgiiliir. Pipetteki ¢ozelti hiicre
sitoplazmasina girer, hiicre sitoplazma sivisi pipete girer ve pipet ucu zarinin yirtilmasi
sonucu her ikisi de bir denge kurar. Bu uygulama, néronlarin hiicre zar1 kisimlarina
kolayca girilmesini saglar. Hiicre zar1 tahribatinin bir sonucu olarak onlarla gergek
iletisim kayboldugundan, hiicre igi ikincil haberciler orada olmadiginda ne olduguna
bakmak miimkiindiir. Ayrica bu diizenleme, aktivatdr veya inaktivatér materyallerin
hiicreye verilmesini basitlestirerek hiicre zar1 reaksiyonlarmin dogru bir sekilde
degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (Saygin, Naziroglu ve Caliskan, 2009). Mevcut
tez ¢alismasi kapsaminda bu konfigiirasyon kullanilmistir.

Dis-disart (outside-out) konfigiirasyonda kayit yaparken, tiim hiicre kayit
asamasinda hiicre zar1 yirtilir. Pipetin i¢i hiicre i¢i soliisyonla, dairesel kismi ise harici
soliisyonla doldurulur. Bu, bu yontemi i¢ten disa kayittan ayirir. Yama sekillendirmede
hiicre dis1 tarafi banyo ¢ozeltisine bakacak sekilde tek iyon kanallart kullanilir. Hiicre dis1
bilesenlerin (ndrotransmitter kimyasallar gibi) arastirilmasi gerektiginde bu tasarim ideal
bir se¢im gibi gériinmektedir (Saygin, Naziroglu ve Caligkan, 2009).

Ici disarida (inside-out) teknigi kullanilarak, hiicre zar1 tiim hiicre kayit siiresi
boyunca yirtilirsa, manipiilatoriin hizli bir sekilde geri ¢ekilmesi ve mikro ayardan makro
ayara gecilmesiyle bu durum yine de kaydedilebilir. Bu durumda iyon kanallar1 sonug
olarak hiicre zarindan izole edilir. Ancak bu durumda pipet ucunun hiicre zarinin
tampondan kagmasini 6nlemek i¢in dikkatli olunmalidir. Heniiz bilinmeyen nedenlerden
dolay1 pipetin ucundaki hiicre zar1 pargacigi kendi kendini tersine ¢evirmektedir. Pipet
ucundaki hiicre zari, i¢i disarida kayit sisteminde, pozisyon degistirir, bu nedenle disar1
iceri gelir ve igerisi disar1 ¢ikar. Buna karsin, dis1 disarida kayit sisteminde hiicre zarinin
i¢i ve dis1 pozisyon degistirmez. Bu, bu tiir yama kenetleme uygulamasi igin i¢-dis adinin
kokenidir. Sonug olarak, pipetin i¢ginde hiicre i¢i ¢dzeltisi bulunur, dis ¢ozeltisi ise kayit
odaciginin icinde yer alir. Hiicre i¢i uyaricilarla tetiklenen iyon kanallarinin arastirilmasi
icin i¢i disarida yOntemindeki yaklasim faydali bulunmaktadir. Ayrica, i¢i disarida

yontemi tek kanal (single channel) arastirmasimin uygulanmasmi kesfetmek igin
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kullanilabilmektedir. Bu uygulama, TRPM2 kanallarinin N-terminal ucu gibi bir hiicre
kanalin1 agan unsurlarin zar iizerinde oldugunu ve pipet ucundaki kanallar farkl
maddelere maruz birakildiginda acilip kapanabiliyorsa, kanallarin aktivasyonu igin hiicre
i¢i organellerin gerekli olmadigini agik¢a gostermektedir (Saygin, Naziroglu ve Caliskan,

2009).

Ol e
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Sekil 2.10. Yama kenetleme uygulamalar: (Saygin, Naziroglu ve Caliskan, 2009)

2.5. P-Kumarik Asid

OH
HO

Sekil 2.11. p-Kumarik asid in kimyasal formiilii (Onat vd., 2021).

Fenolik bilesiklerin genis ve yiiksek etki profili olan ve bitkilerde yaygin olarak
bulunan sekonder metabolitlerinden olduklar1 bildirilmistir (Yang vd., 2001). p-Kumarik
asit, hidroksisinnamik asit (4-hidroksisinnamik asit) ailesinde dogal metabolitlerinden en
cok p-CouA izomeri bulunup C9H8O3 molekiiler formiiliine sahip, sarims1 yesil kristalli
bir tozdur (Janicke, Onning ve Oredsson, 2005; Ferreira vd., 2018). Bitkilerde p-kumarik
asit serbest veya konjuge formda bulunmaktadir ve diger fenolik bilesiklerin Onciisii
niteligindedir (Pei vd., 2016).

p-Kumarik asit yenilebilir bitkilerde, mantarlarda, sebzelerde (6rnegin domates,

havug, sarimsak, sogan ve patates), meyvelerde (6rnegin iiziim, elma ve armut), tahillarda
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(6rnegin bugday, yulaf, piring) ve iceceklerde (6rnegin cay, kahve ve saraplar) yaygin
olarak bulunmaktadir (Jaganathan, 2013; Hu vd., 2020).

p-Kumarik asit, farmakolojik ve biyolojik 6zelliklerinden dolay1 arastirma
potansiyeli olarak biiytik ilgi gormektedir (Sekil 2.11). Kardiyoprotektif, antioksidan,
noroprotektif, antiiilser, antiplatelet, antimikrobiyal, kemoprotektif ve antikanser
aktiviteleri gosterilmistir (Godarzi, vd., 2020). p-Kumarik asidin insan saglig1 acisindan
daha az toksisiteye sahip potansiyel bir antikanser ajani oldugu gosterilmistir (Tehami
vd., 2023).

Antioxydant Anti-inflammatory
Cardioprotective Anti-ulcer
Neuroprotective Anti-mutagenic

p-
Chemopreventive coumaric Antiplatelet
acid
Antimicrobial Antitumor
Analgesic Antidiabetic
Anxiolytic Hypopigmenting

Sekil 2.12. p -CouA asidinin farmakolojik aktiviteleri (Tehami vd., 2023).

Biyoyararlanim, polifenoller gibi diyetle alinan nutrasétiklerin biyoverimliliginin
anahtaridir (Dima vd., 2020). Hidroksisinnamik asidler s6z konusu oldugunda, p-kumarik
asidin fizyolojik 6nemi, bagirsaktan emilme ve hedef dokularla daha fazla etkilesim i¢in
kullanilabilirliginde yatmaktadir (Konishi, Kobayashi ve Shimizu, 2023). Ilging bir
sekilde, p-kumarik asidin transepitelyal tasinma hizi, gallik asidinkinden yaklagik 100 kat
daha yiiksek bulunmustur (Konishi, Kobayashi ve Shimizu, 2023). /n vivo galismalar p-
kumarik asidin mide, jejunum, ileum ve kolon yoluyla absorbe edilebildigini gostermistir
(Konishi, Zhao ve Shimizu, 2006). Ustelik p-kumarik asidin, kafeik, ferulik, rosmarinik
ve klorojenik asidlerden ¢ok daha fazla biyoyararliliga sahip oldugu bildirilmistir
(Kishida ve Matsumoto, 2019).

Pragasam ve Rasool tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada (2013), p -kumarik

asidin, akut gut artriti i¢in deneysel bir model olan, siganlarda monosodyum iirat
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kristalinin neden oldugu inflamasyon {iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in penge
0demi, lizozomal enzimlerin seviyeleri/aktiviteleri, lipid peroksidasyonu, enzimik
antioksidanlar ve ayak bilegi eklemlerinin histopatolojik incelemesi, kontrol ve
monosodyum iirat kristalinin neden oldugu iltihapli siganlarda degerlendirilmistir.
Ayrica, analjezik etkileri taramak igin asetik asit kaynakli kivranma testi ve kuyruk
daldirma testi kullanarak, antipiretik etkileri test etmek i¢in maya kaynakli pireksi
kullanilmis ve iilserojenik etkileri degerlendirmek i¢in mide tilseri modeli kullanilmustir.
Sonug olarak monosodyum iirat kristali ile indiiklenen sicanlarda penge O6deminde,
lizozomal enzim aktivitesinde ve lipid peroksidasyon diizeylerinde anlamli bir artis
gozlenirken, enzimatik antioksidanlarin aktivitelerinin kontrol siganlarina gore azaldigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte, p -kumarik asit (100 mg/kg dozunda) ile tedavinin
etkililiginin, ayak bilegi eklemlerinin histopatolojisi ile kanitlandig1 gibi, degisen fiziksel
ve biyokimyasal parametreleri onemli 6l¢lide normale yakin seviyelere geri dondiirmesi
ile ortaya konmustur. EK olarak, p -kumarik asid mide mukozasi iizerinde herhangi bir
olumsuz etki yaratmayan giiglii analjezik ve antipiretik etkiler de sergilemistir (Pragasam
ve Rasool, 2013).

Diger bir ¢alismada ise Chi vd., (2005), alfa-truksilik asit ve 4,4'-dihidroksi-alfa-
truksillik asidin anti-inflamatuar aktivitelerinin yani sira bunlarin monomer bilesenleri
sinnamik asit ve p- kumarik asidin etkilerini formalin testinde degerlendirmislerdir. Alfa-
truksillik asit ve bunun tiirevi 4,4'-dihidroksi-alfa-truksillik asit, inflamatuar agri
tepkisine kars1 6nemli bir aktivite sergilerken, bunlarin monomer bilesenleri sinnamik
asit ve p-kumarik asit, farelerde formalinin neden oldugu nérojenik veya inflamatuar agri
tepkilerine kars1 herhangi bir aktivite gostermemistir. Bu sonuglar, dimerik yapinin anti-

inflamatuar aktivitenin ekspresyonunda dnemli bir rol oynayabilecegini gostermistir (Chi
vd., 2005).
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3. METODOLOJI

3.1. Deney Hayvanlari
8-12 aylik ve 200-300 gram agirhgindaki erkek Sprague Dawley sicanlar, primer

DRG néronu eldesi gangliyon diseksiyonu i¢in kullanilmistir. Anadolu Universitesindeki
Deney Hayvanlart Arastirma ve Uygulama Birimi’nden temin edilen deney hayvanlari
ile ¢aligma gerceklestrilmistir. Tiim hayvan deney protokolii ve bakim prosediirleri,
Avrupa Parlamentosu ve Konseyi'nin 2010/63/AB sayili Direktifi'ne uygun olarak
gerceklestirilmis ve Anadolu Universitesi Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir

(Karar No: 2024-05) (EK-1).

A //7 }m mmm ii\\“
////////// s \\\

Sekil 3.1. Deneylerde kullanilan erkek Sprague Dawley rat 6rnegi
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Sicanlar, denemelerden Once, sicakligi 18 ila 25°C arasinda olan, 12 saat
giindiiz/gece aydinlatmasi olan, iyi havalandirilan odalarda tutulmultur. Besleme igin
normal yem peletleri kullanilmistir ve tiim siire zarfinda istedikleri kadar yiyecek ve
icecek ulasimi saglanmistir. Deneysel prosediirler, Anadolu Universitesi Farmakoloji
Anabilim dali laboratuvarinda ve Bitki, Ilag ve Bilimsel Arastirmalar Uygulama ve
Arastirma Merkezi (AUBIBAM) biinyesindeki yama klemp laboratuvarinda, sicaklik ve

nemi sabit bir ortamda yapilmistir.

3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Yama klemp metodunda kullanilmak {iizere, intraselliiler ve ekstraselliiler
¢ozeltilerin icerikleri su sekildedir: Intraseliiler ¢dzelti (mM cinsinden): 130 KCL; 10
NaCl; 10 HEPES; 4 Mg-ATP, 5 EGTA,; 10 D-Glukoz. pH 1 mM KOH ile 7.3-7.4 degerine
sabitlenmistir. Ekstraseliiler ¢6zelti (mM cinsinden): 140 NaCl; 5 KCI; 1.2 MgCly; 2
CaCly; 10 D-Glukoz; 10 MM HEPES. pH 1 mM NaOH ile 7.3-7.4 degerine
sabitlenmistir.

Test maddesi olan p-kumarik asit %3’ten daha diisiik konsantrasyonda DMSO
iceren ekstraseliiler ¢ozelti icerisinde ¢oziilerek stok sollisyonundan alinmak iizere 100

UM dozunda, yama klemp diizeneginde hiicrelerin bulundugu petri kabina uygulanmistir.

3.3. Kullanilan Cihazlarin Listesi

Deneyler siiresince kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Cihazlarin listesi

Marka ve Model Bilgisi
Ohaus, No: E 12140 (Greifensee, ZRH, isvicre)

Cihazin Ismi
Analitik laboratuvar tartisi

Anti-vibrasyon masa

Kinetic Systems, Inc , Model: 9100 S (Boston, MA, ABD)

Faraday kafesi

KS kinetic systems, Vibraplane (Boston, MA, ABD)

Mikropipet cekici

Sutter Instrument, Model: P-97 (Novato, CA, ABD)

Invert mikroskop

Sutter Instrument, Model: Sutter BOB™ (Novato, CA, ABD)

Multi-mikromanipiilator sistem

Sutter Instrument, Model: MPC-385 (Novato, CA, ABD)

Manyetik karistiric

Benchmark, H3760-HSE (Sayreville NJ, ABD)

Motorize mikromanipiilator

Sutter Instrument, Model: MP-285 (Novato, CA, ABD)

Mini sicak banyo

Benchmark, BSH200 (Sayreville NJ, ABD)

pH metre Adwa, AD8000 (Szeged, Macaristan)

Patch amplifikator Sutter Instrument, Model: IPA (Novato, CA, ABD)
Sentrifiij cihazi Hangzhou Ruicheng instrument, MC600 (Hangzhou, Cin)
Vorteks Scientific Industries, G560E (New York, ABD)
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3.4. Primer DRG Hiicre Kiiltiiri

Deney hyavanlariin anestezisi i¢cin 1 ml/kg ketamin ve ksilazin karigimi 1.8/1
oraninda intraperitoneal enjeksiyon kullanilmistir (Duque vd., 2016) ve anestezinin
etkisinin tam olarak olusmasi i¢in 10 dakika siire verilmistir. Anestezinin tamamen
gergeklestirildigi hayvanlarda, dekapitasyon gergeklestirilmis ve ardindan sirt bélgesinin
kesilmesiyle omurga ortaya cikarilmistir. Ardindan omurga c¢ikarilip buzlu fosfat
tamponu (phosphate buffered saline = PBS) dolu 50 ml'lik bir falcon tiiptine konulmus ve
DRG'lerin (dorsal kok gangliyonlar1) toplanmasina baglamadan Once bir siire
beklenilmistir. Kontaminasyonu Onlemek ve teriliteyi saglamak, omurganin transfer
edilmesi ve DRG'lerin diger dokulardan ayristirilmasi bir laminer akis kabininde
gergeklestirilmistir. Omurga, 4°C'de Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
¢ozeltisiyle dolu bir petri kabina konulmus ve ardindan iris makasi kullanilarak omurga

ortasindan simetrik iki parcaya kesilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Omurganin DRG ’leri aciga ¢ikarmak amaciyla kesilmesi

Daha sonra omurilik dikkatlice ¢ikarildiktan sonra (Sekil 3.3) DRG'ler, ince uglu
pens kullanilarak toplanmis ve toplanan gangliyonlar DMEM-Penisilin-Streptomisin

iceren cam bir petri kabina konulmustur.
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Sekil 3.3. Omurilik dokusunun uzaklastirilmast

Besi yeri ortaminda doku kaynakli farkli hiicre tiirlerinin birikimini 6nlemek igin,
elde edilen DRG'ler projeksiyonlardan olabildigince temizlenmis ve cerrahi lanset ve iris
makasi kullanilarak ayrilmigtir (De Luca, Faroni ve Reid, 2015; Lin ve Chen, 2018;
Sleigh, West ve Schiavo, 2020) (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Omurgadan ¢ikarilan DRGlerin uzantilarinin kesilmesi

Enzimatik sindirim, temizlenmis gangliyonlarin 2 mg tip IV kollajenaz igeren 1
ml DMEM-Penisilin-Streptomisin ¢6zeltisine transfer edilmesi ve 37°C'de %5 CO2'de 45
dakika inkiibe edilmesiyle baglatilmistir, eppendorf tiipii acik birakilmistir.

Gangliyonlarin yeniden siispanse edilmesi her 10 dakikada bir gerceklestirilmistir. Ilk
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inkiibasyon donemi sonunda, siipernatant atilmis ve 3 yikama dongiisii PBS ile
gerceklestirilmistir (siipernatant atilmig, 1 ml PBS eklenmis, 30 saniye santrifiij
edilmistir), ardindan yikanan gangliyonlar 1 ml DMEM-penisilin-streptomisin ve 100 pl
%0.25 tripsin iceren ¢ozeltiye konulup 3 dakikada bir DRG'lerin yeniden siispanse
edilmesiyle birlikte 6 dakika inkiibe edilmistirr DMEM ile baska 3 yikama dongiisii
gerceklestirilmistir (slipernatant atilmis, 1 ml DMEM eklenmis, 45-60 saniye santrifiij
edilmistir (Sekil 3.5). Daha sonra 1 ml DMEM, tripsinle sindirilmis DRG'lere Eppendorf
tiiptinde eklenmis ve toplamda 2 ml DMEM igeren gangliyon ¢ozeltisini elde etmek igin
1 ml DMEM igeren 15 ml'lik bir falcon tiipiine transfer edilmistir. Mekanik sindirim, sar1
pipet ucu ile (200 pL’lik) dakikada 10-20 kez olmak iizere 15 dakika ger¢eklestirilmistir.
Elde edilen DRG hiicre siispansiyonu, DMEM-Penisilin-Streptomisin + FBS ¢6zeltisine
1 ml hiicre i¢in 12.5 ml olarak transfer edilmistir (De Luca, Faroni ve Reid, 2015; Lin ve
Chen, 2018; Heinrich, Hiibner ve Kurth, 2016). Elektrofizyolojik kayitlar yapilmadan
once hiicrelere 2 ila 3 saatlik bir dinlenme siiresi verilmis, sonrasinda mikroskop altinda

gbzlenmistir (Sekil 3.6).

\ .
MOVING PARTS MAY CAUSE INJURY.

DO NOT OPEN LID UNTIL
ROTOR STOPS.

=

Sekil 3.5. Sentrifiij cihazinda ependorf icerisinde DRG
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Sekil 3.6. DRG hiicrelerinin sonugtaki siispansiyonunun mikroskop resmi

3.5. Yama Klemp Kayitlar

Yama klemp Olctimleri, hiicrelerin 2 saat kadar dinlenmesinden sonra primer
disosiye DRG hiicre kiiltiirii tizerinde gergeklestirilmistir (Sekil 3.7). Elektrofizyolojik
deneyler, yama kenetleme tekniginin tiim hiicre teknigi kullanilarak oda sicakliginda (18-
20 °C) gergeklestirilmistir. Test maddelerinin uygulanmasi, kayitl hiicreden 50-100 pm

uzakliktaki ekstraseliiler ¢ozeltiye yapilmistir.

25



Sekil 3.7. Yama kenetleme kayd: sirasinda hiicrenin mikroskop altinda gériintimii

Voltaj-klemp kayitlari, akut olarak disosiye edilmis DRG hiicrelerinden iyon
akimlarini kaydetmek i¢in tiim hiicre konfigiirasyonunda gerceklestirilmistir. GQ-seallar,
Thin Wall Borosilikat cam pipetler kullanilarak olusturulmus (Sutter Instrument BF150-
110-10) ve intraseliiler ¢ozeltiyle doldurulmus olup, bu pipetler P-97 Mikropipet Cekici
(Sutter Instrument) ile ¢ekilmis ve nihai pipet direnci 2-5 MQ olmustur. Tiim hiicre
konfigiirasyonuna gegcis, agizla veya 1 ml siringa kullanilarak negatif basing uygulanarak
yapilmis, tiim hiicreye gegcis, seri direncin yaklasik 10 MQ'ya biiyiik bir diigiisii ve Cm
artis1 ile isaretlenmistir. Kayitlar oda sicakliginda gergeklestirilmistir.

Kayit protokolii su sekildedir: Membran potansiyeli -60 mV'ye klemp edildikten

sonra 0 mV'ye 300 ms'lik depolarize edici darbeler kullanilmistir. Akim-voltaj iliskileri
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(IV egrisi), -60 mV'den +80 mV'ye kadar 10 mV artislarla depolarize edici basamaklar
kullanilarak elde edilmistir. Test kimyasali, 0 mV'ye birden fazla depolarize edici
basamaga yanit olarak stabil bir disa akim elde edildikten sonra uygulanmistir
(Molleman, 2003; Ozcan ve Ayar, 2012).

Akimlar, Entegre Patch Amplifikatoriiniin (IPA) headstage versiyonu ve
Windows® 10'a kurulu SutterPatch® Veri Toplama ve Analiz Yazilimi (SutterPatch
2.0.4) kullanilarak voltaj-klemp modunda kaydedilmistir. Veriler, IPA'nin yerlesik filtresi
kullanilarak 5 kHz'de filtrelenmis ve 25 kHz'de 6rneklenmistir. Elektrot kompanzasyonu
ve seri direng kompanzasyonu, yazilimin otomatik kompanzasyon seg¢enegi kullanilarak
otomatik olarak uygulanmistir. Veriler, SutterPatch Veri Toplama ve Analiz Yazilimi ile
OriginPro yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

Deneylerde  kullanilan elektrofizyolojik  techizatin  resmi  Sekil 3.8'de

gosterilmektedir.

Sekil 3.8. Yama kenetleme diizenegi
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3.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler, GraphPad Prism 9 ve Origin 2022 programlar1 kullanilarak
yapilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde eslestirilmis student-t testi kullanilmistir.

Veriler ortalama + S.E.M. olarak verilmistir. p<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol ve Test Kayitlarimin Ornekleri

Sekil 4.1 ve Sekil 4.3°te kontrol, Sekil 4.2 ve Sekil 4.4’te p-kumarik asidin test
edildigi deneklerden 6rnek kayitlarin gorselleri bulunmaktadir. Voltaj degerleri volt (V),

akim degerleri nano amper (nA) cinsinden verilmistir.
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Sekil 4.1. Primer DRG néronlarmda K* akimi ol¢iimleri iliskili 100 uM p-kumarik asit uygulamast
yapilan hiicrelerden uygulama dncesi alinan kontrol kayitlarindan elde edilen ornek sonug: (A)
uygulanan protokol, (B) protokol uygulamasi sonrasi komut voltajlarina kararl durum akim cevaplar,
(C) protokol uygulamasi kapsaminda akim grafigi.
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Sekil 4.2. Primer DRG noronlarinda K* akimi dl¢iimleri iligkili 100 uM p-kumarik asit uygulamasinin
etkilerini gosteren kayitlarindan elde edilen ornek sonug: (4) uygulanan protokol, (B) protokol
uygulamasi sonrasi komut voltajlarina kararl durum akim cevaplari, (C) protokol uygulamasi

kapsaminda akim grafigi
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Sekil 4.3. Primer DRG néronlarinda K* akimi olgiimleri iligkili 10 uM p-kumarik asit uygulamasi
yapilan hiicrelerden uygulama dncesi alinan kontrol kayitlarindan elde edilen ornek sonug: (A)
uygulanan protokol, (B) protokol uygulamasi sonrast komut voltajlarina kararly durum akim cevaplari,
(C) protokol uygulamas: kapsaminda akim grafigi.
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Sekil 4.4. Primer DRG néronlarinda K* akimi ol¢iimleri iligkili 10 uM p-kumarik asit uygulamasinin
etkilerini gosteren kayitlarindan elde edilen ornek sonuglar: (A) uygulanan protokol, (B) protokol
uygulamasi sonrasi komut voltajlarina kararli durum akim cevaplari, (C) protokol uygulamast
kapsaminda akim grafigi

4.2. p-Kumarik Asit Uygulamasi Sonras1 Akim-Voltaj Grafigi

p-Kumarik asit uygulamasinin tiim hiicre konfigiirasyonunda voltaj klemp

modunda K" akimu tizerine etkileri Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.5. K* akimu tizerine 100 uM p-kumarik asidin etkilerinin akim voltaj egrisi iizerinde gosterilmesi.
p-kumarik asit uygulamasi oncesi (kontrol) ve sonrast (p-kumarik asit). p*<0.05, p**<0.01, istatiksel
analiz eslestirilmis student’s t-testi ve ortalama + S.E.M. degerleri kullanilarak uygulanmistir (n = 5).

100 uM p-kumarik asit uygulamasinin hiicrenin uyarildigi depolarize voltaj
araliginda olusturdugu inhibisyon Sekil 4.5’te gozlenmektedir. Sekil 4.1 ve Sekil 4.2
kapsaminda (B) ve (C) boélimleri incelendiginde, gecikmeli dogrultucu akimda
inhibisyon gozlenmektedir. 10 uM p-kumarik asit uygulamasinda ise ayni hiicrelerden

alman kontrol kayitlarina kiyasla istatiksel olarak anlamli bir farklilik gozlenmemistir
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. K* akimu iizerine 10 uM p-kumarik asidin etkilerinin akim voltaj egrisi iizerinde gosterilmesi.
p-kumarik asit uygulamasi oncesi (kontrol) ve sonrast (p-kumarik asit). Istatiksel analiz eslestirilmisg
student’s t-testi ve ortalama + S.E.M. degerleri kullanilarak uygulanmistir (n = 6).
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6. TARTISMA VE SONUC

Bitkisel kokenli bilesikler, farmakolojik arastirmalarin en O©nemli odak
noktalarindan biri haline gelmistir. Bu tiir bilesikler, biyolojik sistemlerde gosterdikleri
etkiler nedeniyle, alternatif tedavi yaklasimlari gelistirilmesi agisindan biiylik bir
potansiyele sahiptir. Ozellikle dogal kaynakli biyoaktif molekiillerin kesfi ve bu
molekiillerin farmakolojik etkilerinin aydinlatilmasi, bilim diinyasinda énemli bir yere
sahiptir. Bu baglamda p-kumarik asit, sahip oldugu ¢esitli farmakolojik etkiler nedeniyle
dikkat ¢eken bir molekiildiir (Tehami vd., 2023). Literatiirde antioksidan, antimikrobiyal
ve antiinflamatuvar gibi etkileri gosterilmis olan bu molekiiliin, agr1 gibi kompleks
biyolojik siirecler iizerindeki potansiyel etkileri ise heniiz yeterince arastirilmamistir. Bu
eksikligin giderilmesi, ileri arastirmalarla desteklenmesi ve p-kumarik asidin Kklinik
kullanimlarinin ~ arastirilmasi, bu molekiilin farmakolojik bir ajan olarak
degerlendirilmesinde dnemli bir adim olacaktir.

p-Kumarik asidin anti-inflamatuvar ve analjezik etkileri tizerine yapilan
aragtirmalar, bu bilesigin potansiyel terapotik faydalarini ortaya koymaktadir. Hem in
vitro hem de in vivo modellerle, p-kumarik asidin farelerde formalin testi ve asetik asit
ile indiiklenen kivranma gibi agri modellerinde agri tepkilerini belirgin sekilde azalttigi
gosterilmistir (Guilherme ve ark., 2022). Analjezik etkinliginin, 6zellikle inflamatuvar
mediatorlerle etkilesime girerek agri yolaklarini diizenleyebilecegi 6ne siiriilmektedir.
Elde edilen veriler, p-kumarik asidin nosiseptif yollar {izerinde periferal modiilasyon
yoluyla analjezik etki goOsterebilecegini isaret etmektedir. DRG’lerin agr1 iletimini
periferden santrale sagladigi g6z oOniinde bulunduruldugunda, p-kumarik asidin
etkinliginin DRG noronlari iizerinde degerlendirilmesi daha ¢ok anlam kazanmaktadir.
Primer DRG néron kiiltiir ile elektrofizyolojik a¢idan néronlarin uyarilabilirligi lizerine
etkilerin arasgtirilmasi ise, preklinik alanda 6nemli sonuglar ortaya koyar niteliktedir.

p-Kumarik asidin anti-inflamatuvar ozellikleri, lipopolisakkaritler ve D-
galaktozamin ile indiiklenen akut karaciger hasari modellerinde de dikkat ¢ekmistir
(Mehdi ve ark., 2022). p-Kumarik asidin uygulanmasi, TNF-a ve IL-6 gibi pro-
inflamatuvar belirteglerde anlamli bir azalma saglarken, karaciger fonksiyon
parametrelerinde iyilesme gozlemlenmistir. Bu bulgular, inflamasyonu azaltarak
karaciger hasarina bagli agriy1 hafifletme potansiyeline isaret etmektedir.

Ayrica, iskemi-reperflizyon hasarina karsi p-kumarik asidin etkileri incelenmis ve

bu bilesigin malondialdehit seviyelerini disiirdiigii, antioksidan enzim aktivitesini
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artirdigr saptanmistir (Godarsi ve ark., 2020). Oksidatif stresin ve inflamasyonun
azalmasi, p-kumarik asidin iskemik kosullara bagli agrinin hafifletilmesinde dolayl bir
rol oynayabilecegini géstermektedir.

p-Kumarik asit, Parkinson hastalig1 baglaminda 6nemli noroprotektif 6zellikler
gdsteren bir fenolik asit olarak dikkat cekmektedir. Ozellikle, 5-S-sisteinil-dopamin ile
indiiklenen norotoksisiteye karsi in vitro ortamda sagladigi koruyucu etki, bu bilesigin
norolojik saglik tizerindeki potansiyelini ortaya koymaktadir. Literatiirden elde edilen
bulgular p-kumarik asidin, flavonoidlerle benzer sekilde noroprotektif etkilere sahip
olabilecegini ve bu durumun Parkinson hastaliginin ilerlemesini etkileyebilecegini
gostermektedir (Vauzour ve ark., 2010). Dolayisiyla, p-kumarik asidin ndrolojik hasari
azaltma yetenegi, agr1 iletimini iceren siiregler dahil sinir sistemi iligkili bozukluklara
yonelik yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi agisindan énemli bir aragtirma alani
sunmaktadir. P-Kumark asidin etkilerinin ileri ¢aligmalar ile noropatik agr1 durumlarinda
incelenmesi, literatiire etkili raporlar sunulmasini saglayacaktir.

Literatirde oOnceki c¢alismalarda p-kumarik asit, in vivo ortamda
immiinomodiilatér ve anti-inflamatuar 6zellikleri acisindan degerlendirilmistir
(Pragasam ve ark., 2013). p-Kumarik asidin immiinomodiilator etkisi, siganlarda hiicre
aracili bagisiklik yanitlarin1  (gecikmis tip asir1  duyarlilik tepkimesi), serum
immiinoglobulin seviyelerini ve makrofaj fagositik indeksini degerlendirerek
incelenmistir. Ayn1 zamanda, p-kumarik asidin anti-inflamatuar etkileri, adjuvanla
indiiklenen artritli si¢anlarin sinovyal dokusundaki tiimor nekroz faktorii (TNF-o)
ekspresyonunu immiinofloresans konfokal mikroskopisi ile ve serumda dolasan immiin
kompleksleri inceleyerek arastirilmistir. p-Kumarik asit, adjuvanla indiiklenen artritli
sicanlarda inflamatuar medyatér TNF-a ekspresyonunu ve dolasan immiin kompleksleri
azaltarak belirgin anti-inflamatuar etkiler gostermistir. Sonuglar, p-kumarik asidin
romatoid artrit gibi otoimmiin inflamatuar hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir
immiinostipresif ajan olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir. Anti-
inflamatuar etkinligi ile dikkat ¢eken bu molekiilin inflamasyon kaynakli agri
durumlarinda degerlendrilmesi 6nem tagimaktadir.

p-Kumarik asidin adjuvanla indiiklenen artrit sican modelindeki temel
mekanizmasininin aratirildigi bir ¢alismada, artritli siganlarda pence 6demi, viicut agirligi
kayb1 ve serum ile ayak bilegi eklemindeki inflamatuar sitokin ve kemokin seviyelerini

(TNF-a, IL-1B, IL-6 ve MCP-1) belirgin bir sekilde baskiladig tespit edilmistir. Ayrica,
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p-kumarik asit osteoklastojenik faktorlerin (RANKL ve TRAP), pro-inflamatuar
sitokinlerin (TNF-a, IL-1pB, IL-6 ve IL-17) ve inflamatuar enzimlerin (iNOS ve COX-2)
ekspresyonunu da azaltmustir. Ayrica, p-kumarik asit ile tedavi edilen artritli sicanlarda
transkripsiyon faktorlerinin (NF-kB-p65, p-NF-kB-p65, NFATc-1 ve c-Fos) ve MAP
kinazlarmin (JNK, p-JNK ve ERK1/2) ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir. p-
Kumarik asidin kemik yikimini1 ve kikirdak bozulmasini inhibe ettigi, ayn1 zamanda
kemik mineral yogunlugunun arttirdig1 rapor edilmistir (Neog ve ark., 2017). Bir araya
getirildiginde, bu bulgular p-kumarik asidin umut verici bir anti-artritik etki gosterdigini
ve romatoid artrit tedavisinde alternatif bir ilag olarak yararli olabilecegini dnermektedir.

p-Kumarik asidin antidiabetik ve antihiperlipidemik mekanizmalari, yetiskin
erkek albinolarin Wistar siganlari iizerinde karbonhidrat, lipid ve lipoprotein tepkimeleri
tizerindeki etkileri araciligiyla degerlendirilmistir (Amalan ve ark., 2016). Bahsi gegen
calismada siganlara deneysel diyabet mellitusun indiiksiyonu i¢in intraperitoneal olarak
30 giin boyunca streptozotocin (STZ, 40 mg/kg b.w.) enjekte edilmistir. Diyabetik
sicanlar, p-kumarik asit (100 mg/kg b.w.) ile oral olarak tedavi edilmistir. p-Kumarik
asidin diyabetik sicanlar ilizerindeki potansiyel koruyucu etkisi, cesitli biyokimyasal
parametreler ve pankreastaki glukoz tasiyicilarinin (GLUT2 mRNA ekspresyonu gibi)
degerlendirilmesi ile incelenmistir. p-Kumarik asidin uygulanmasi, kan glukoz
seviyelerini belirgin bir sekilde diisiiriirken, glukoneogenezi etkileyen enzimler (glukoz-
6-fosfataz ve fruktoz-1,6-bisfosfataz) lizerinde de azalmaya yol agmakta, bunun yani sira
hekzokinaz, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz ve GSH aktivitelerini artirarak insiilin
seviyelerini ylkseltmektedir. p-Kumarik asit, hem plazmada hem de karaciger ve bobrek
gibi dokularda toplam kolesterol ve trigliserid seviyelerini diisiirmektedir. Ayrica, p-
kumarik asit LDL-C ve VLDL-C seviyelerini azaltirken, HDL-C seviyelerini 6nemli
Olglide artirmaktadir. p-Kumarik asit tedavi gruplarinda pankreasta GLUT 2 mRNA
ekspresyonunun belirgin bir sekilde azaldig1 kaydedilmistir. Bir araya getirildiginde, bu
sonuclar p-kumarik asidin pankreasta GLUT 2 aktivasyonu araciligiyla glukoz ve lipid
metabolizmasini modiile ettigini ve metabolik bozukluklarin iyilestirilmesi veya tedavi
edilmesinde potansiyel faydali etkileri oldugunu Onermektedir. Bahsi ge¢en bulgular
siginda p-kumarik asit, diyabetik ndéropatik agrida da umut vaadeden bir molekiil olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.

Sonug olarak, p-kumarik asidin analjezik, noroprotektif ve anti-inflamatuvar

ozellikleri dahil olmak tizere pek ¢ok farmakolojik olasi etkileri iizerine yapilan bu
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aragtirmalar, bu molekiiliin agr1 yonetiminde onemli bir terapdtik potansiyele sahip
oldugunu gostermektedir. Bu etkilerin altinda yatan mekanizmalarin daha kapsamli bir
sekilde aydinlatilmasi, p-kumarik asidin klinik uygulamalarda etkin kullaniminin yolunu
acabilir.

Bu tez calismasi kapsaminda, primer DRG noéron kiiltiirleri iizerinde p-kumarik
asidin olas1 etkileri aragtirilmigtir. DRG ndéronlari, agr1 sinyallerinin iletiminde kilit rol
oynayan noronlardir ve bu hiicreler tizerindeki farmakolojik etkilerin incelenmesi, agri
tedavilerine yonelik yeni yaklagimlar gelistirilmesi acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir
(Peeraer vd., 2011). Calismamizda, patch clamp yontemi kullanilarak K* akimlari
lizerinde p-kumarik asidin, DRG noronlar iizerine etkileri degerlendirilmistir. K*
akimlari, néronlarin aksiyon potansiyeli olusturma siirecinde diizenleyici bir rol oynar ve
noronal uyarilabilirligi biiyiik 6lglide etkiler. K* akimlarini hedef alan farmakolojik
yaklagimlar, literatiirde de desteklenen bir yontemdir (Du ve Gamper, 2013).

Calismamizda, p-kumarik asidin 100 uM dozda uygulandigi DRG noronlarinda,
membran potansiyeli ile gecikmeli dogrultucu K* akim amplitiidleri arasindaki iliskiyi
gosteren grafiksel analizde (Sekil 4.5 ve 4.6), K* akim yogunluklarinda anlamli bir
azalma tespit edilmistir. Bu azalma, p-kumarik asidin gecikmeli dogrultucu K* akimlari
tizerinde potansiyel bir diizenleyici etkisi oldugunu gostermektedir. 10 uM dozda ise bu
etki gozlemlenmemistir. Yama kelepge teknigi ile yapilan Ol¢iimlerde, test edilen
bilesiklerin doz araliginin 1-100 pM arasinda olmasi, biyolojik etkilerin fizyolojik
dozlarda incelenmesi agisindan Onemlidir. Daha diisilk dozlarda anlamli bir etki
gozlenmedigi i¢in bu araligin disina ¢ikilmamastir.

Teorik olarak, K* akimlarinin inhibisyonu, aksiyon potansiyelinin ¢esitli
fazlarinda uzamaya neden olabilir ve bu durum, aksiyon potansiyelinin olusma ihtimalini
azaltict bir etki yaratabilir (Du ve Gamper, 2013). Literatlirde bu goriisii destekleyen
raporlar mevcuttur. Aksiyon potansiyeli iletimi, sinir liflerinde ifade edilen voltaj bagimli
Na* ve K* kanallarinin aktivasyonu ile iretilmektedir. Bu nedenle, bir sinir lifinin belirli
bir noktasma uygulanan membran depolarizasyonunu indiikleyen bir uyari, bir Na*
kanalin1 agarak, hiicre zarindaki konsantrasyon ve potansiyel gradyanina bagl olarak
hiicre i¢ine Na* iyonunun girmesine neden olur. Bu durum, kendini yenileyen bir sekilde
aksiyon potansiyeli iiretimi ile sonuglanir ve bu da, yanindaki noktada diger Na*
kanallarinin agilmasina neden olan disa dogru bir akim, yani membran depolarizasyonu

olusturur. Boyle bir aksiyon potansiyeli iiretimi, ardistk Na* kanalinin inaktivasyonu ve
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K" kanalinin agilmasi ile baskilanir. Bu durumda K* kanalinin inhibisyonu ile aksiyon
potansiyeli olusumunun sonlanmasi uzatilmig olur ve yeni aksiyon potansiyeli olusumu
sekteye ugrar. Bir sinir lifleri demetinden kaydedilen bilesik aksiyon potansiyeli,
analjeziklerin sinir aksiyon potansiyeli iletimini etkileyip etkilemedigini anlamak i¢in bir
kilavuz niteligindedir. Bilesik aksiyon potansiyelinin yar1 zirve siiresi, zirve
amplitiidiinde herhangi bir degisiklik olmaksizin voltaj bagiml gecikmeli dogrultucu K*
kanali inhibit6rii olan tetraetilamonyum ile artirilmistir; bu durum K* kanallarinin birlesik
aksiyon potansiyeli iiretiminde yer aldigim1 gostermektedir. Bu sonug, birlesik aksiyon
potansiyeli zirve amplitiidlerinde hem Na* kanallarinin hem de K* kanallarinin rol
oynamasi gibi gesitli faktérlerden kaynaklanabilir. Opioidler, voltaj bagimli Na* ve K*
kanallar1 dahil olmak iizere membran proteinleri lizerinde etki gosterir. Morfin, kurbaga
siyatik sinirindeki tek miyelinli liflerden kaydedilen zirve Na* kanal akimlarini ve
duragan durum K* kanal akimlarini inhibe ederek AP'lerin uzamasina neden olmustur.
Morfinin hiicre i¢ine uygulanmasi, kalamar dev aksonlarindaki voltaj bagimli Na* ve K*
kanal akim amplitiidlerinin azalmasina yol agmustir. Lokal anestezikler, hem voltaj
bagimli Na* hem de K kanallarini inhibe eder. Bu inhibisyon nedeniyle, lokal
anesteziklerin, hayvanlar ve insanlar ilizerindeki sinir aksiyon potansiyeli iletimini
baskilamak amaciyla noropatik agriyr hafifletmek i¢in kullanildigi goriilmektedir;
bununla birlikte, analjeziye norotransmitter reseptorleri, toll-like reseptorleri ve TRP
kanallarinin modiilasyonu gibi diger etkilerin de dahil olabilecegi miimkiindiir. Xenopus
laevis kurbagasinda siyatik sinir liflerindeki voltaj bagimli K* kanallar1 bupivakain ile de
baskilanmigtir. Kokain de merkezi salyangoz néronlarindaki gecikmeli dogrultucu K*
kanallarini inhibe etmistir. Voltaj bagimli K™ kanal akim amplitiidleri lokal anestezik
tetrakain ile azalmaktadir. a2-adrenoreseptdr agonistleri tarafindan indiiklenen birlesik
aksiyon potansiyeli inhibisyonunun, aksiyon potansiyeli iiretiminde yer alan voltaj
bagimli Na* ve K* kanallarinin baskilanmasi yoluyla aracilik edildigi gosterilmistir.
Ayrica, néroblastoma hibritom hiicre hattinda gecikmeli dogrultucu K* kanal akimlarinin
zirve amplitiidlerinin, sempatolitik analjezik ila¢ olan dexmedetomidin tarafindan
azaltildig1 gosterilmistir (Kumamoto, 2022).

Orta ila orta siddetli agriy1 tedavi etmek i¢in kullanilan bir opioid agr1 kesici olan
tramadol ile gergeklestirilen bir ¢alismada, tramadol kaynakli birlesik aksiyon potansiyeli
inhibisyonunun, bu ilacin aksiyon potansiyali olusumunda rol oynayan voltaj bagimli Na*

ve K" kanallarin1 baskilamasi yoluyla gergeklestigi diisiiniilmektedir. Tramadol, DRG
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noroblastoma hibritom hiicre hattinda Na* kanallarinin akim amplitiidlerini
konsantrasyon bagimli olarak baskilamistir. Benzer bir azalma, Nav1.2 kanallarini ifade
eden sican HEK293 hiicrelerinde de gozlemlenmistir. Bu degerler, kurbaga siyatik
sinirinde kompleks aksiyon potansiyellerinin inhibisyonu i¢in belirlenen ICso degeri olan
2.3 mM'den daha diisiik bulunmustur. Tramadol ayrica fare ndroblastomu ve sigan
gliyomasinin  hibrit hiicre hatt1 hiicrelerinde bulunan gecikmeli dogrultucu K*
kanallarinin (Kv3.1a tipi) akim amplitiidiinii de azaltmistir. Bu aktivitenin ICso degeri
0.025 mM olarak belirlenmis olup, literatiirde daha once belirtilen 2.3 mM degerinden
oldukga kiiciiktiir. Tramadolun kompleks aksiyon potansiyellerini baskilama
yolaklarindan birinin K* akimindaki azaltici etkisi oldugu ileri siiriilmiistir (Kumamoto,
2022).

Calismamizda g6zlemlenen K* akimindaki azalma, p-kumarik asitin farmakolojik
etki profili ¢ergevesinde, noronal uyarilabilirligi azaltabilecek bir mekanizmaya isaret
etmektedir. p-Kumarik asidin DRG néronlarinda K* akim yogunluklarini azaltarak agri
ile iligkili siirecler iizerindeki potansiyel etkilerinin arastirilmasi, agri1 tedavisinde yeni
hedeflerin belirlenmesi agisindan énemli bulgular sunmaktadir.

Bu tez calismasinin sonuglari, p-kumarik asidin agr1 ile iliskili noronal
uyarilabilirlik tizerinde diizenleyici bir etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Ancak
bu etkinin hangi K" kanal alt tipleri araciligi ile gergeklestigi heniiz net olarak
bilinmemektedir. Gelecekte yapilacak ¢aligmalar, bu etkilerin kanal blokérleri ile daha
detayli incelenmesi ve kullanilan farmakolojik ajanlarin spesifik reseptor ya da kanallara
etkilerinin  arastirilmas1  yoniinde planlanmistir.  Ozellikle PCR  yontemi ile
desteklenebilecek bu calismalar, K* kanallar1 disinda Ca*? kanallarmin da incelenmesini
icerebilir. Ayrica, mevcut agri tedavilerinin etkinligini artirmak amaciyla K* kanal
disfonksiyonunu hedef alan farmakolojik miidahalelerin arastirilmasi, bu molekiiliin

klinik potansiyelini daha 1yi anlamamiza katki saglayacaktir.
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