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OZET

VITEKSIN VE VITEKSIN YUKLU TASIYICI SISTEMIN NOROPATIK AGRI
UZERINDEKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Hazal EKEN
Farmakoloji Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran, 2021
Danigman: Prof. Dr. Rana ARSLAN
(Ikinci Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Behiye SENEL)

Viteksin, antinosisepsiyon dahil olmak tizere ¢esitli farmakolojik etkiler gosterdigi
bilinen ve daha Once noropatik agri iizerindeki etkisi detayli olarak ¢alisilmamis bir
flavonoiddir. Bu tez ¢alismasinda, viteksin ve kati lipit nanopartikiile yiiklenmis
viteksinin ndropatik agri iizerindeki olas1 etkilerinin belirlenmesi, karsilagtirilmasi ve bu
etkinlige serotonerjik sistemin katilimimin degerlendirilmesi amaglanmistir. Sicanlarda
kronik konstriiksiyon sinir hasari ile indiiklenen noropatik agri modeli gelistirilerek, 5,
10, 20, 40 mg/kg viteksinin anti-allodinik ve antihiperaljezik etkisi degerlendirildi.
Viteksinin sagladigi anti-allodinik ve antihiperaljezik aktiviteye serotonerjik sistemin
katilimini incelemek amaciyla WAY-100635 (5-HT1a reseptor antagonisti), ketanserin
(5-HT2an2c reseptor antagonisti) ve ondansetron (5-HT3 reseptor antagonisti) kullanildi.
Elde edilen verilere gore; uygulanan tim dozlarda viteksin anti-allodinik etkinlik
gosterirken, 5 mg/kg viteksin uygulamas: haricinde antihiperaljezik etkinlik gosterdi.
Buna gore secilen 5 mg/kg viteksin ile kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonu hazirlandi. 5
mg/kg saf viteksin ve 5 mg/kg viteksin yiikli tasiyici sistemin anti-allodinik ve
antihiperaljezik etkileri karsilastirildiginda ise viteksin yiikli tasiyici sistemin anlaml
etki gosterdigi belirlendi. Viteksinin anti-allodinik ve antihiperaljezik etkinligine 5-HT1a

ve 5-HT3 reseptor stimiilasyonlarinin belirgin katki sagladigi tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: Viteksin, Noropatik agri, Serotonerjik reseptorler, Lipidik yapidaki

nanopartikiil.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF VITEXIN AND VITEXIN LOADED
CARRIER SYSTEM ON NEUROPATHIC PAIN

Hazal EKEN
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June, 2021
Supervisor: Prof. Dr. Rana ARSLAN
(Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Behiye SENEL)

Vitexin is a flavonoid known to have various pharmacological activities including
antinociception and its effect on neuropathic pain has not been studied in detail before. In
this thesis, it was aimed to determine the possible effects of the vitexin and vitexin loaded
on solid lipid nanoparticle on neuropathic pain and to evaluate the relationship between
this activity and the serotonergic system. A model of neuropathic pain induced by chronic
construction nerve injury was developed in rats. The anti-allodynic and antihyperalgesic
effects of 5, 10, 20, 40 mg/kg vitexin were evaluated. WAY-100635 (5-HT1A receptor
antagonist), ketanserin (5-HT2A/2C receptor antagonist), and ondansetron (5-HT3
receptor antagonist) were used to examine the involvement of the serotonergic system in
the anti-allodynic and antihyperalgesic activity provided by vitexin. According to the
data; while vitexin showed anti-allodynic activity at all doses administered, it showed
antihyperalgesic activity except for the application of 5 mg/kg vitexin. Accordingly, a
solid lipid nanoparticle formulation was prepared with the selected 5 mg/kg vitexin. When
the anti-allodynic and antihyperalgesic effects of 5 mg/kg vitexin and 5 mg/kg vitexin
loaded carrier system were compared, it was determined that the vitexin loaded carrier
system had a significant effect. It was determined that 5-HT1a and 5-HT3 receptor
stimulations significantly contributed to the anti-allodynic and antihyperalgesic activity

of vitexin.

Keywords: Vitexin, Neuropathic pain, Serotonergic receptors, Lipid nanoparticle.
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1. GIRIS VE AMAC

Genel popiilasyonda goriilme siklig1 %7-8’lere ulasan noropatik agri; hiperaljezi,
allodini, hiperestezi, hipoestezi, dizestezi, parestezi ve hiperpati gibi semptomlar1 nedeni
ile hastalarin hayatin1 olumsuz yonde etkileyerek insanlar1 hekime bagvurmaya yoneltip
saglik hizmetlerinde yiiklii masraflara yol agmaktadir (Yiicel ve Cimen, 2005; Colloca
vd., 2017; Bouhassira, 2019). Antidepresanlar ve antiepileptikler, noropatik agrinin
tedavisinde en sik tercih edilen ilag gruplaridir (Collaca vd, 2017; Obata, 2017). Bu ilag
gruplarinin yani sira nropati tedavisinde kullanilan ¢cok sayida ilag bulunmasina ragmen,
mevcut ilaglarin yan etkileri ve/veya etkilerindeki sinirliliktan dolay: yeni ilag arastirma

ve gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir (Serpell, 2008).

Yapilan c¢alismalar, flavonoidlerin ndropatik agrinin tedavisinde basaril
olabilecegine isaret eden cesitli farmakolojik aktivitelere sahip oldugunu gostermektedir
(Quintans vd; 2014). Ancak flavonoidlerin diisiik ¢oziniirliikleri, karasizliklari, diisiik
emilim ve hizli metabolizma 6zellikleri kullanimlarini kisitlamaktadir (Thilakarathna vd.,
2013; Cassidy vd. 2017; Roy vd., 2019). Bununla birlikte nanoteknoloji kullanilarak
gelistirilen nano tasiyicilar ile kapsiilleme flavonoidlerin bu dezavantajlarini azaltarak
biyoyararlanimlarini arttirabilmektedir (Khan vd., 2019; Roy vd., 2019; Dobrzynska vd.,
2020). Flavonoid yiiklii nanopartikiillerin hazirlanmas1 ¢oziiniirliigli arttirmasi, yan
etkileri azaltmasi ve uzun siireli kullanilabilirlik saglamasi1 nedeniyle 6nemli bir aragtirma
konusudur. Ayrica, gen terapileri kendine 6zgii avantaj ve dezavantajlari ile birlikte
kanser ve enfeksiyon hastaliklarina oldugu gibi mevcut agri tedavilerine de uygun bir
alternatif olarak ortaya ¢ikmistir (Vega-Loza vd., 2020). Genetik materyal aracilig ile
hastaliklarin veya belirtilerinin iyilestirilmesi i¢in kullanilan gen terapisi, modern tibba
yirmi y1l oncesine kadar diisiiniilemeyen yeni bakis agilar1 kazandirmistir (Mali, 2013).
Dolayistyla hastaliklarin tedavisi i¢in biiyilk umut vaat eden gen terapisi lizerine de

arastirmalar devam etmektedir.

Son zamanlarda antimikrobial, antiviral, antispazmodik, antitiimoral,
antihipertansif, antidepresan, antiinflamatuvar, antioksidan, noroprotektif ve
kardiyoprotektif etkileri ile dikkat ¢eken bir flavonoid olan viteksinin olasi analjezik
etkisinin arastirtlmasi tizerine yogunlasilmistir (Zhu vd., 2016; He vd., 2016; Venturini
vd., 2018). Agn tedavisinde etkili oldugu sinirl sayida ¢alisma ile gosterilen viteksin,

Ozellikle akut agri modellerinde dikkat cekici bir sekilde antinosiseptif etki agiga

1



cikarmustir (Ozkay ve Can, 2013). Akut agrida etkisi gdsterilen viteksinin, daha karmasik
mekanizmalarin  rol aldigi noropatik agr1 tedavisinde de basarili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, viteksinin analjezik etkisine aracilik eden gesitli
mekanizmalar gosterilmis olsa da agr1 modiilasyonunda rol aldig1 bilinen ¢ok sayida
mekanizma mevcuttur. Dolayisiyla viteksinin antinosiseptif etkisine eslik eden farkli

mekanizmalarin da olabilecegi 6n goriilmektedir.

Cok uzun zamandir agr1 modiilasyonunda rol aldig1 bilinen serotonin reseptdrleri,
antinosiseptif etki i¢in yapilan mekanizma g¢alismalarinda oldukg¢a sik tercih edilen
hedeflerdir (Sommer, 2010; Viguier vd., 2013). Serotonin reseptorleri; konumlarina,
antagonist veya agonist dozuna ve uygulama yoluna, agr1 tipine ve siiresine bagli olarak
pronosiseptif veya antinosiseptif etkiye aracilik edebilmektedir (Cortes-Altamirano vd.,
2017). Nitekim; HT1a, 5-HT1g ve 5-HT3s reseptorlerinin aktivasyonunun agri iletimini
baskiladigimi (Kayser vd., 2007; Viguier vd., 2013; Cortes-Altamirano vd., 2017; Tao vd.,
2019), 5-HT2a, 5-HT2c ve 5-HT7 reseptor alt tiplerinin ise hem pronosiseptif hem de
antinosiseptif etkiye aracilik ettigini gosteren farkli ¢aligmalar bulunmaktadir (Viguier

vd., 2013; Cervantes-Duran vd., 2016; de Oliveria vd., 2017).

Bu bilgilerden hareketle bu tez ¢alismasinda, viteksin ve viteksin igeren tasiyici
sistemin noropatik agr1 lizerindeki muhtemel etkisinin degerlendirilmesi ve bu etkinin
serotonerjik sistem ile baglantisinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla; kronik
konstriiksiyon sinir hasar1 (KKH) ile noropati gelistirilen deney hayvanlarinda
intraperitonel (i.p.) olarak uygulanan 5, 10, 20, 40 mg/kg viteksinin olasi anti-allodinik
etkisinin elektronik von Frey cihazi ile, antihiperaljezik etkisinin ise plantar test
(Hargreaves’s Metodu) ile degerlendirilmesine ve referans ilag olarak 30 mg/kg
pregabalin ile karsilastirilmasina karar verilmistir. Viteksinin aracilik ettigi anti-allodinik
ve antihiperaljezik etkiye 5-HT1a, 5-HT2a2c ve 5-HT3 reseptorlerinin katkisi sirasiyla
WAY-100635, ketanserin ve ondansetron kullanilarak arastirilmistir.  Ayrica tez
caligmalar1 kapsaminda viteksin ve genetik materyal i¢in tasiyici sistem olarak lipidik
nanopartikiiller hazirlanmas1 ve gelistirilen formiilasyonun hiicre canlilig1 tizerindeki
etkilerinin de goz Onilinde bulundurularak noropatik agr1 {iizerine saglayabilecegi

avantajlarm in vivo deneylerde degerlendirilmesi planlanmustir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Noropatik Agri

Agn, fizyolojik sistemde ters giden bir seyler oldugunda, viicudu potansiyel bir
zarardan kurtarmak i¢in calisan bir alarm sistemi gibi davranarak bilingsizce doku
hasarmin farkina varilmasina aracilik etmektedir. (Aydin, 2002). Cok ¢esitli sekillerde
simiflandirilabilen agri, stire dikkate alinarak kronik ve akut agr1 olarak
siniflandirilmaktadir (First, 1999; Millan, 1999). Kronik agri1, viicut i¢in koruyucu bir
alarm sistemi olmaktan ¢ikmis, uykuyu ve normal yasami olduk¢a rahatsiz eden ve 3-6
aylik bir donemden sonra hale devam eden agridir (Berry vd, 2001). Kronik agri; doku
hasarindan kaynaklanan osteoartrit gibi ‘nosiseptif agrilar’, somatosensoriyel sistem
hasarindan kaynakli ‘néropatik agr1’ ve nosiseptif ve ndropatik agrinin birlikte seyrettigi

‘mikst agr1’ olmak iizere ti¢ baglik altinda siniflandirilmaktadir (Baron vd, 2010).

Noropatik agr1 tanimini ilk kez Mitchell (1872), Amerika Birlesik Devletleri i¢
Savagi sirasinda travma sonrast agri sikayetinde bulunan hastalar igin kullanmigtir
(Zimmermann, 2001). Giiniimiizde hala mekanizmasi tam olarak aydinlatilamayan
noropatik agr1 ancak 1994 yilinda, Uluslararast Agr1 Arastirmalart Toplulugu (IASP)
tarafindan “sinir sistemindeki primer bir lezyon ya da disfonksiyon sonucu ortaya ¢ikan
agr1” olarak sistematik bir sekilde tanimlanabilmistir (Merskey ve Bogduk,1994). Ancak
bu tanim yetersiz kalmis ve noropatik agri tanimi, 2008 yilinda IASP tarafindan yapilan
“somatoduyusal sistemi etkileyen bir lezyon ya da hastaligin direkt sonucu olarak ortaya
cikan agr” sekliyle giiniimiizde en c¢ok kabul goren halini almistir (Merskey ve

Bogduk,1994; Bennett, 2010).

Karpal tiinel sendromu ve vertabral disk hernisi gibi mekanik sinir hasarinin oldugu
rahatsizliklar, diyabet gibi metabolik hastaliklar, herpes zoster, insan immiin yetmezlik
viriisii (HIV) gibi norotropik viral hastaliklar, kemoterepi gibi ndrotoksisiteye yol agan
etkenler, multiple skleroz gibi immiinolojik ve inflamatuvar mekanizmalar1 igeren
rahatsizliklar noropatik agriya yol agabilmektedir (Zimmermann, 2001; Jaggi vd; 2011,
Baron vd., 2010; Colloca vd., 2017). Ayrica tarokotomi (g6giis kafesinin cerrahi girisimle
acilmasi), herniorafi (fitiga neden olan gevsek duvari dikislerle saglamlastirma
ameliyat1), mastektomi (memenin herhangi bir rahatsizlik nedeniyle alinmasi) ve
sternotomi (sternumun kirildig1 bir cerrahi islem tiirii) gibi cerrahi girisimler sonrasinda

noropatik agr1 gelisebilmektedir (Jaggi vd; 2011). Noropatik agriya yol agan durumlar



periferal ve santral nedenler olarak simiflandirilabilir. Trigeminal nevralji, postherpetik
nevralji, agrili diyabetik ndropati, alkol kullanim1 ve kemoterapiye bagl polindropatiler,
vaskiiler hastaliklar, beslenme bozukluklar1 periferal nedenler arasinda yer alirken
(Woolf, 1993; Yiicel ve Cimen, 2005); inme, multiple skleroz, spinal kord hasar1 ve
tiimorler ise noropatik agriya yol agan santral nedenler arasinda bulunmaktadir (Yiicel ve

Cimen, 2005).

2.1.1. Noropatik agrimin epidemiyolojisi

Epidemiyoloji, noéropatik agrinin yonetim ve 6nlenme stratejilerinin gelistirilmesi
ve degerlendirilmesine olanak saglayan onemli klinik araclar arasinda yer almaktadir
(Smith ve Torrance, 2012). Ancak, uzun bir donem néropatik agri i¢in epidomiyolojik
calismalarin ihmal edilmis olmas: ve anketlerde kullanilabilecek kesin tani kriterlerinin
bulunmamasi nedeniyle hastaligin insidansi ve prevalansi hakkinda giivenilir bilgi
bulmak zordur. Mevcut bilgiler c¢ogunlukla belirli etiyolojilerle ilgili hasta
kohortlarindaki c¢aligmalara dayanmaktadir ve genel popiilasyonda noropatik agrinin
prevalansini arastiran az sayida c¢alisma bulunmaktadir (Colloca vd., 2017). Bu
caligmalardan biri, prevalansin genel popiilasyonda %7-8, kronik agrili hastalar arasinda
%20-25’e kadar ciktigin1 gostermektedir. Hasta kohortlarda yapilan galismalar ise
noropatik agr1 olgularmin postherpertik nevralji durumuyla %8-10, diyabetik
polindropati ile %14-26, cerrahi islem nedeniyle %10-50, multiple sklerozla iligkili %20-
30, omur ilik yaralanmasi nedeniyle %30-40, inmeye nedeniyle %5-11 ve kansere bagl
olarak %17-19 prevalans ile ortaya ciktigin1 gostermektedir (Bouhassira, 2019).
Tiirkiye’de liniversite hastanelerine bagvuran diyabetik hastalardan %40,4 niin diyabetik
periferal néropatiye sahip oldugu ve bu popiilasyonda néropatik agr1 prevalansinin %14
oldugu tespit edilmistir (Erbas vd., 2011). Cok merkezli olarak yiiriitiilen bir ¢calismada
noropatik agrinin kadinlarda (%8) erkeklere (%5,7) gore, 50 yas iistii hastalarda (%8,9)
49 yas ve altina gore daha yaygin oldugu ve agrinin bas, sirt ve alt ekstremitelerde daha
sik gorildigi belirtilmektedir (Colloca vd., 2017). Bir diger epidemiyolojik ¢alismada
kadinlarda, yaslilarda, sosyoekonomik olanaklar1 kisitli olan bireylerde, daha ¢ok el
giiciinii kullanarak calisanlarda ve genel saglik durumu iyi olmayan kisilerde noropatik
agriya daha sik rastlandigi gosterilmistir. Sonug olarak epidemiyolojik caligmalar
hastaligin risk faktorlerinin belirlenmesi, tedavisi ve hatta hastaligin 6niine gegilmesi i¢in

oldukg¢a 6nemli bilgiler sunmaktadir (Smith ve Torrance, 2012).



2.1.2. Noropatik agrimin klinik belirtileri

Noropatik agris1 olan bir¢ok hastada bir uyarandan bagimsiz olarak gelisen kalici
veya ani ve gecici krizler halinde gelen agr1 goriiliir. Hastalar bu agriy1 genellikle
ignelenme/karincalanma, yanici, zonklayici, batict seklinde sikayetler ile
tanimlamaktadir (Woolf ve Mannion, 1999; Collaca vd., 2017). Noropatik agri,
hiperaljezi (agr1 yapan uyarana karsi asir1 yanit), allodini (normalde agriya neden
olmayacak bir uyariya cevap olarak agri olusumu), hiperestezi (duyusal uyarana karsi
anormal duyarlilik), hiperpati (tekrarlanan uyarilara bagl olarak agri esiginin diismesiyle
birlikte abartili agr1 hissi), hipoestezi (dokunma duyusunun azalmasi veya kaybolmasi),
parestezi (spontan veya bir uyariya bagl olarak ortaya ¢ikan hos olmayan deri hissi,
uyusukluk) ve dizestesi (hos olmayan, anormal his) ile karakterizedir (Besson, 1999;
Aydin, 2002; Yiicel ve Cimen, 2005; Bouhassira, 2019). Noropatik agriyla karakterize bu
belirtiler negatif ve pozitif semptomlar olarak smiflandirilabilinir. Dizestezi, parestezi,
agr1 ataklari, devamli hal alan yiizeyel agr1, hiperaljezi ve allodini gibi agr1 verici belirtiler
noropatik agrinin pozitif semptomlari arasinda yer almaktadir. Negatif semptomlar ise
hipoestezi, termal hipoestezi ve duyu ve gii¢ kayb1 gibi agr1 verici olmayan ancak rahatsiz

edici belirtileri icermektedir (Nickel vd., 2012).

Noropatik agrinin tedavisini saglamak i¢in dncelikli adim dogru taniy1 koymak yani
noropatik agriy1 diger agn tiirlerinden ayirt etmektir. Yukarida belirtilen semptomlar
ayirici tan1 kriterleri olarak kullanilabilir. Bununla birlikte nosiseptif agrinin tedavisinde
kullanilan geleneksel agr1 kesicilerin ndropatik agr1 tedavisinde yetersiz kaldig: bilgisi de
hastanin tibbi gegmisinden faydalanilarak tani konulmasina yardimer olmaktadir (Yiicel
ve Cimen, 2005; Baron vd., 2010). Anket seklinde tarama testleri, duyu sistemini detayl
incelemeye firsat veren bazi ozel testler (Yiicel ve Cimen, 2005), elektrofizyolojik
teknikler ve sinir biyopsi ornekleri, ndronal fonksiyonda meydana gelen zayiflamanin
degerlendirilmesine ve noropatinin derecesini belgelemeye yardimei olabilir (Baron vd.,
2010).

2.2. Noropatik agrinin patofizyolojisi

Her ne kadar mevcut ¢aligmalar ndropatik agr1 hakkindaki bilgilerimizi genisletmis
olsa da patofizyolojisi hala tam olarak aydinlatilamamustir. Nosiseptif agr1, nosiseptor adi
verilen primer afferent ndronlarin aktivasyonu ve doku hasart sonucu periferik sinir

sisteminde agiga c¢ikan inflamatuvar yamttan kaynaklanmaktadir. Birgok yonden



nosiseftif agridan farkli olan norapatik agrinin ise, periferik ve merkezi sinir sistemini
etkileyen ¢esitli fizyopatolojik mekanizmalarin neden oldugu agr iletiminde artmis
duyarliliktan kaynaklandigin1 diisiiniilmektedir (Pasero, 2004). Periferik ve santral
mekanizmalardan gelisen ve genelde tedavisinde nosiseptif agr1 tedavisinde kullanilan
ilaglarin yetersiz kaldigi noropatik agri beraberinde gelisen semptomlar ¢ogunlukla
heterojendir ve tek bir mekanizma ile agiklanamamaktadir. Buna ragmen, mekanizma
bazli tedavi rejimlerinin etkili analjezinin saglanmasina yardimci olabilecegi
diisiincesiyle noropatik agrinin patofizyolojisinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in yapilan
aragtirmalar giinlimiizde hala 6nemini korumaktadir (Berker, 2005). Tablo 2.1°de
noropatik agri mekanizmalari, semptomlar1 ve terapdtik girisimler igin olasi hedefler

Ozetlenmistir.

Tablo 2.1. Néropatik Agri Mekanizmalar, Semptomlar: ve Terapétik Girisimler I¢in Olast Hedefler
(Baron, 2006, s. 98.)

SEMPTOM MEKANIZMA HEDEFLER
Spontan agr1 Ektopik impuls tiretimi Na* kanallari
(Zonklama) Dorsal kok gangliyonlarindan ¢esitli
norotransmitterlerin salinimi
Periferal nosiseptor sensitizasyonu Sitokinler

Sinirlerde inflamasyon
Sitokin salinimi

Santral dorsal boynuz hipereksitabilitesi Presinaptik:
Spinal seviyede santral sensitizasyon u reseptorler
Devamli C liflerine artmug sinaptik iletim Ca** kanallart
Spontan agr1 C-lif girdisi amplifikasyonu Post-sinaptik:
AB girdisinin NMDA reseptorleri
AJ girdisinin kapilanmasi NK-1 reseptorleri

Na* kanallar1

Intraseliiler
kaskadlar
?277?
GABAerjik GABAB reseptorleri
Spontan agri u reseptorleri
Supraspinal inici modiilasyonda degisiklikler a, reseptorler ve
Inhibitsr kontrol 5-HT reseptorler




Tablo 2.1. (Devam) Néropatik Agri Mekanizmalari, Semptomlar: ve Terapétik Girisimler I¢in Olast
Hedefler (Baron, 2006, s. 98.)

Santral dorsal boynuz hipereksitabilitesi Presinaptik:
Spinal seviyede santral sensitizasyon u reseptorler
Devamli C liflerine artmug sinaptik iletim Ca*" kanallar1
Dinamik mekanik C-lif girdisi amplifikasyonu Post-sinaptik:
allodini AP girdisinin kapilanmasi NMDA reseptorleri
ve AJ girdisinin kapilanmasi NK-1 reseptdrleri
noktasal mekanik Na* kanallar:
hiperlajezi Intraspinal inhibit6r internéron azalmasi GABAB reseptorler
GABAerjik, Opioiderjik p-reseptorler
Supraspinal inici modiilasyonda degisiklikler a, reseptorler ve
Inhibitér kontrol 5-HT reseptorler

5-HT: Serotonin, ASIC: Aside duyarli iyon kanali, GABA: Gama-aminobiitirik asit, NA: Noradrenalin,
NK-1: Norokinin 1, NMDA: N-metil-D-aspartat, SMP: Sempatik aracili agri, TRPV1: Gegici reseptor

potansiyel vanilloid 1, TRPM8: Gegici reseptor potansiyel melastatin kanal ailesi

2.2.1. Noropatik agrimin periferik mekanizmalar:

Periferik noropatik agri, periferik sinir sistemindeki lezyon veya disfonksiyon ile
karakterizedir. Bu lezyon; travma, metabolik bozukluklar, beslenme bozuklugu,
sitotoksik ajanlar, iskemi ve inflamasyon gibi nedenlerle, periferik bir sinirde, dorsal kok
gangliyonunda veya dorsal kokte olusabilmektedir. Bu faktorler, primer duyu néronunun
aksonunda, hiicre govdesinde veya merkezinde hasara yol agmaktadir (Woolf, 2004).

Periferal sensitizasyona yola agan mekanizmalar su sekildedir;

2.2.1.1. Primer afferent nosiseptorlerin sensitizasyonu

Periferal sinir sisteminde meydana gelen sinir hasarini takiben, aksiyon
potansiyelinin antidromik yani fizyolojik iletim yoniiniin tersi yonde iletilmesi sonucu
yaralanan veya hasarsiz sinir u¢larindan duyarliliga yol agan bradikinin, prostaglandin,
serotonin, noradrenalin (NA), l6kotrienler ve sitokinler gibi inflamatuvar mediyatorlerin

saliverilmesi gergeklesmektedir (Pasero, 2004; Serpell, 2008).

Boylelikle, primer afferent nosiseptorlerin aktive olmasi i¢in gerekli esigin

diismesi, termal ve mekanik uyarilara ve spontan desarjlara verilen yanitlarin artmasiyla



sensitizasyon gelismektedir (Berker, 2005; Serpell, 2008). Periferalsensitizasyonun

primer hiperaljeziden sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (Serpell, 2008).

2.2.1.2. Ektopik desarjlar

Primer afferent noronlarda sensitizasyon sonucu spontan patolojik aksiyon
potansiyelleri olugsmaktadir. Herhangi bir dis uyaran yokken nosiseptif yolakta meydana
gelen ektopik diirtiiler sonucu spontan ve paroksismal agrilar aciga ¢ikabilmektedir. Bu
ektopik aktivitelere, agrili diyabetik noropatili hastalarda ve fantom agrisi olan hastalarda
yapilan mikrondrografi testlerinde rastlanilmistir. Fizyolojik kosullarda nosiseptor A-
delta (Ad) ve C liflerinin aktivasyonu termal, mekanik ve kimyasal uyaran ile hasar
gormiis dokuya isaret ederken, ndropatik agrida bu kosullar 6nemli 6l¢iide degismistir ve
bu liflerde ektopik aktivasyonlar goriilmektedir. Periferal lezyon sonucunda voltaj kapili
sodyum (Na") kanallarinin iiretiminden sorumlu mesajc1 riboniikleik asit (mRNA)
seviyelerinin yiikselmesi ile iliskili olarak Na* kanallarinin ekspresyonu artmaktadir
(Serpell, 2008; Baron vd., 2010). Ozetle, Navl.3 ve Navl.8 gibi voltaj kapili Na*
kanallarinin ve voltaja bagh kalsiyum (Ca™™) kanallarinin yukari-regiilasyonu, potasyum
(K™) kanallarinin agagi-regiilasyonu aksiyon potansiyelinin uyarilma esigini diismekte ve
ektopik desarjlar olusturmaktadir (Woolf, 2004; Serpell, 2008; Baron vd., 2010). Sinir
hasar1 ayrica saglam C liflerinde gecici reseptér potansiyel vanilloid 1 (TRPV1)
seviyesinde artisa neden olur ve bdylelikle hiicre ici sinyal iletiminde 1siya karsi
hassasiyet gelismektedir. Bu mekanizma, hastalarda yanici agriyla birlikte gelisen 1s1
hiperaljezisinden de sorumlu tutulmaktadir (Baron vd., 2010). Sonu¢ olarak ektopik
desarjlarin parestezi, dizestezi ve yanici agriya yol agabilecegi diisiiniilmektedir (Woolf,

2004).

2.2.1.3. Noropeptidlerin ekspresyonunda fenotipik degigimler

Periferik sinir hasari, transkripsiyon seviyesinde onemli degisimlere yol agarak
yasamsal faktorleri kontrol eden genleri, rejenerasyondan sorumlu genleri ve néronlarin
islevlerini diizenleyen genleri icen ¢ok cesitli genin seviyelerinde artig veya azalisa yol
acmaktadir. Bazi1 degisiklikler ise ndropeptitlerin ekpresyonunda fenotipik degisikliklere
neden olmaktadir. Ornegin, periferal lezyon gelisiminden sonra beyin kaynakli
norotropik faktor ve P maddesi C liflerinin yam1 sira Ad liflerinde de eksprese

edilmektedir (Woolf, 2004). Ayrica fenotipik degisim olarak bilinen A-beta (AP)



liflerinin néropeptit ekspresyonuna baglamast durumu sonucu sinir sistemi hiicrelerinin

uyarilabilirliginde artig gdzlenmektedir (Serpell, 2008).

2.2.1.4. Coupling

Coupling, dorsal kok gangliyonlarinda ve periferde direkt elektriksel baglantiyla
veya adrenerjik reseptorler aracilifiyla kimyasal baglantiyla agiga ¢ikmaktadir. Kismi
sinir hasarin1 takiben hasarli aksonda veya komsu aksonda a-adrenoseptorler seviyesinde
artis gozlenmektedir. Bu degisim, bazi hastalarda gozlenen katekolaminlere bagli agri
hassasiyetinde artis durumunu agiklamaktadir (Serpell, 2008). Ciinkii, hasarli veya
saglam aksonlarda artan a-adrenoseptdrler adrenalin ve NA’e duyarlidir ve bunun
sonucunda sempatik efferentler ve duyusal afferentler arasinda baglanti kurulmaktadir

(Berker, 2005; Baron vd., 2010).

2.2.2. Noropatik agrinin santral mekanizmalari

Periferik mekanizmalar tek basina noropatik agrinin tim semptomlarini
aciklamakta yetersiz kalir, santral mekanizmalarin da noropatik agrinin gelismesinde
kritik rol oynadigi bilinmektedir (Pasero, 2004). 1ASP, santral duyarlilig1 “santral sinir
sisteminde bulunan nosiseptif ndronlarin normal veya diisiik esikli afferent girdilere karsi
artan sensitizasyonu” olarak tanimlamaktadir. Noropatik agr1 gibi siirekli ve yeterli
yogunlukta devam eden nosiseptif girdiler santral sensitizasyona yol a¢maktadir

(Meacham vd., 2017). Santral sensitizasyona aracilik eden mekanizmalar su sekildedir;

2.2.2.1. Spinal reorganizasyon

Tekrarlanan asir1 stimiilasyon sonucu omurilikte o6nemli baz1 degisimler
gerceklesmektedir. Normal fizyolojik kosullarda farkl tiplerdeki primer afferent ndron
lifleri dorsal boynuzun spesifik katmanlarinda sonlanmaktadir. Genel olarak, Ad ve C
lifleri dorsal boynuzda lamina I ve II’de sonlanirken, AP lifleri lamina III ve IV’te sona
ermektedir (Bridges vd., 2001). Periferal sinir hasarini takiben A liflerinin lamina II’ye
filizlenmesi sonucu agrisiz uyaranlar nosiseptif olarak algilanmaya baslamaktadir
(Bridges vd., 2001; Harden, 2005; Serpell, 2008). Sican omurilik kesitindeki dorsal
boynuz noronlar1 iizerinde yapilan elektrofizyolojik c¢alismalar bu mekanizmanin
allodiniye yol actigini gostermistir, bu nedenle allodinin agiklanmasinda spinal
reorganizasyonun muhtemelen 6nemli bir yere sahip oldugu diisiiniilmektedir (Bridges

vd., 2001; Serpell, 2008).



2.2.2.2. Dorsal boynuzdaki inhibitor sinapslarin depresyonu (disinhibisyon)

Noronlar lizerindeki inhibitor ve eksitator etkilerin dengesi, santral sinir sisteminde
iletisimin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Eksitasyonda artig veya inhibisyonda
azalma dengeyi agr1 hissi olarak ortaya ¢ikabilen uyarilabilirlikte artisa kaydirmaktadir.
Gama-aminobiitirik asit (GABA) ve glisin aracili inhibisyonun baskilanmasi allodiniye
ve noropatik agriya ¢ok benzer bir agr1 duyarliligina yol agmaktadir (Woolf, 2004).
GABAerjik yolagin etkinliginde ger¢eklesen azalma santral duyarlilia sebep olmaktadir
(Bridges vd., 2001). Periferal sinir lezyonlarinin olugsmasindan sonra, omur ilik
boynuzunda GABAerjik noronlarin inhibitor etkisinin zayiflamas: ve opioiderjik
reseptorlerin asagi regiilasyonu ile mekanik ve termal hiperaljezi agiga ¢ikmaktadir

(Serpell, 2008; Baron vd, 2010).

2.2.2.3. Ektopik aktivite

Primer afferent ndronlarin uyarilmasinin ardindan baslica glutamat olmak {izere
cesitli eksitatdr aminoasitlerin transmisyonunda meydana gelen artis santral
sensitizasyona yol agmaktadir (Bridges vd., 2001). Agrili ndropatilerde, iyonotropik ve
metabotropik glutamat reseptorleri eksitatdr post sinaptik potansiyel frekansinda artisa
neden olmakta ve hipereksitabilite agiga ¢ikarmaktadir (Meacham vd., 2017). Ayrica
glutamatin, NMDA reseptorleri araciligi ile hipokampusta sinaptik iletimi gii¢lendirerek,
fantom uzuv agrisinda belirgin gozlenen agr1 hafizasinin olusumundan sorumlu

olabilecegi diisiiniilmektedir (Harden, 2005).
2.2.2.4. Wind-up fenomeni

C liflerinin tekrarlayan agrili uyaranlarla aktive edilmesi, elektriksel yanitin
birikmesine ve dorsal boynuz néronlarinin cevaplarinin uzamasina neden olmaktadir ve
durum wind-up fenomeni olarak isimlendirilmektedir (Herrero vd., 2000; Meacham vd.,
2017). Bir uyaran dizisinde ilk uyarana verilen néranal yanitlar sabit kalirken, daha sonra
ateslemelerde hizli bir artis gézlenmektedir. Noronal hiperaktivite stimiilasyonun sona
ermesinden sonra birkag saniye devam edebilmektedir. Cesitli deneysel veriler, wind-up
fenomeninin NMDA reseptorlerinin aktivasyonuna bagli oldugunu gostermektedir (Eide,
2000).
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2.2.2.5. Genig dinamik alan (GDA) néronlarinin aktivasyonu

GDA néronlari, dorsal boynuzda lamina I ve V’te bulunur ve hem nosiseptorlerden
hem de diisiik esikli mekanoreseptorlerden uyar alarak mekanik, termal ve kimyasal
uyaranlara yanit verir (D'Mello ve Dickenson, 2008). GDA noéronlari kalici ve yogun
uyar1 almaya basladiklarinda duyarlilik gelismekte ve agrisiz uyarani bile agrili uyaran

gibi yanitlanmaktadir (D'Mello ve Dickenson, 2008; Serpell, 2008).
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Sekil 2.1. Noropatik agrinin patofizyolojik mekanizmalar: (Baron vd., 2010, s. 812)

(A) Omurilik dorsal boynuzundaki primer afferent yolaklar ve baglantilari. C lifleri (kirmizi) daha st
laminalardaki (sar1 néron) spinotalamik projeksiyon noronlarinda sonlanmaktadir. Nosiseptif olmayan
miyelinli A lifleri daha derin laminalara uzanir. GDA noronlari (mavi ndron sistemi), nosiseptif
terminallerden dogrudan uyari1 alan ve miyelinli A liflerinden multisinaptik uyar1 alan ikinci sira
noronlardir. Mikroglia (gri hiicre) ile etkilesim, sinaptik iletimi kolaylastirir. GABAerjik néronlarm (yesil
ndron), normalde GDA ndronlart {izerinde inhibe edici sinaptik girdi uygular. Bununla birlikte, inici
modiilator sistemler (yesil inici terminal) GDA néronlarda sinaps yapar. (B) Parsiyel sinir lezyonu
sonrasinda primer afferent noronlarda duyarliliga yol agan periferik degisiklikler meydana gelir. Bazi
aksonlar hasar gormiis ve dejenere olmus (akson 1 ve 3), bazilari hala saglam ve periferik u¢ organa (deri;
akson 2,4) bagli durumdadir. Lezyonun bir sonucu olarak hasarli néronlarda Na* kanallarinin ekspresyonu
artar. Dahasi, Wallerian dejenerasyonu ile iligkili ve ayrilmis liflerin yakininda salinan sinir bitylime faktori
gibi {irlinler, zarar gormemis lifler iizerinde kanallarin ve reseptorlerin (6rnegin sodyum kanallari, TRPV1
reseptorleri, adrenoreseptorler) ekspresyonunu uyarir. (C) C nosiseptorlerdeki spontan santral duyu
stirecinde sekonder degisikliklere neden olarak mekanoreseptor A liflerinden (mavi noron sistemi; hafif
dokunma ve noktasal uyaranlar) alinan girdinin agr1 olarak algilanmasina neden olur. Merkezi
sensitizasyonda gesitli presinaptik (opioid reseptorleri, Ca** kanallar1) ve postsinaptik molekiiler yapilar
(glutamat reseptorleri, AMPA/kainat reseptorleri, NA/5-HT reseptorleri, GABA reseptorleri, Na*kanallar1)
rol oynar. Inhibitor interndronlar ve inici modiilatdr kontrol sistemleri (yesil néronlar), sinir lezyonlarindan
sonra iglevsizdir ve omurilik dorsal boynuz néronlarinin disinhibisyonuna veya fasilitasyonuna ve daha
fazla merkezi sensitizasyona yol agar. (D) Periferik sinir hasari, kemokin reseptorlerine etki eden CCL2
gibi kemokinler araciligryla omurilik glial hiicrelerini (gri hiicre) aktive eder. Aktive edilmis mikroglia,
sitokinleri ve bilyiime faktorlerinin salimina yol agarak ve glutamat konsantrasyonunu artirarak GDA
ndronlarinda uyarilabilirligi daha da artirir. GDA: Genis dinamik alan, NA: Noradrenalin, TRPV1: Gegici
reseptor potansiyel vanilloid 1, CCL2: kemokin (C-C motifi) ligandi
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2.3. Agrinin Algilanma ve Yonetim Siireci

Agrili uyaranin transdiiksiyon, transmisyon, modiilasyon ve persepsiyon siiregleri
ile agri yolaklar1 iizerinden periferden beyine iletilmesi nosisepsiyon terimi ile
aciklanmaktadir. Nosisepsiyon siirecinin ilk basamaginda, nosiseptor olarak adlandirilan
Ozellesmis duyusal néronlar gorev alir (Lamont vd., 2000; Guindon ve Hohmann, 2009;
Steeds, 2009; Patel, 2010; Ringkamp vd., 2018). Mekanik deformasyonlara yanit veren
yiiksek esikli mekanoreseptorler ve dokuya hasar veren cesitli girdilere yanit veren
polimodal nosiseptorler olmak iizere iki tip nosiseptér bulunmaktadir (Steeds, 2009).
Aslinda nosiseptorler, sinir liflerinin serbest sinir uglaridir ve Ad ve C lifleri olmak iizere
iki tip sinir lifi bulunmaktadir. (Lamont vd., 2000; Steeds, 2009; Bourne vd., 2014). Bu
iki lifin disinda, iletim hizlar ¢ok yiiksek olan ancak genellikle nosiseptif olmayan
sinyalleri tagtyan AP lifleri de bulunmaktadir (Marchand, 2008). Miyelinsiz C liflerinin
caplan kiiciiktiir ve iletim hizlar1 (7,2 km/s) yavastir. Miyelin bulunduran Ad lifleri ise
daha genis ¢aplidirlar ve C liflerine gore iletim hizlar1 (72 km/s) daha yiiksektir (Patel,
2010). Ayrica, C lifleri mekanik, termal ve kimyasal uyarilara yanit veren polimodal
nosiseptorlerken, Ad lifleri sadece mekanik ve mekano-termal uyarilara yanit
vermektedir (Farquhar-Smith, 2008; Patel, 2010; Bourne vd., 2014). Bu iki lif arasindaki
belirtilen farkliliklar nedeniyle, C lifleri gecikmis ve inat¢1 agrilardan sorumluyken, Ad
lifleri hizli ve keskin agrilardan sorumludur (Marchand, 2008; Patel, 2010). Yukarida
bahsedilen, nosiseptdrlerin mekanik, termal ve kimyasal uyarilar elektriksel impulslara
yani aksiyon potansiyellerine doniistiirme siireci transdiiksiyon olarak adlandirilir
(Lamont vd., 2000; Guindon ve Hohmann, 2009; Steeds, 2009; Patel, 2010).

Transdiiksiyon asamasindan sonra, elektriksel impulslarin periferden santral sinir
sistemine tagindig1 transmisyon siireci gergeklesmektedir. (Steeds, 2009). Bu siireg,
nosiseptorlerin hiicre hasari sonucu salinan potasyum, serotonin, bradikinin, histamin,
prostaglandinler ve l6kotrienler gibi kimyasallar tarafindan periferal aktivasyonu ile
baslamaktadir (Farquhar-Smith, 2008; Marchand, 2008; Steeds, 2009; Patel, 2010).
Ayrica santral sinir sisteminde norotransmitter olarak islev goren P maddesi ve kalsitonin
gen iliskili peptit (CGRP) de periferde salinarak proinflamatuvar madde gorevi goriir
(Marchand, 2008). Bu mediyatorler, nosiseptor aktivitesinin derecesini ve agrinin
yogunlugunu etkilemektedir (Marchand, 2008; Patel, 2010). Periferal nosiseptorler,

primer somatosensoryal noéronlardaki nosiseptif sinyali omuriligin dorsal boynuzun
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belirli laminalarina tasir ve ikinci sira néronlarla veya projeksiyon noronlarla ilk sinaptik
temas1 yapar (Marchand, 2008). ikincil sira néronlar, nosiseptif spesifik néronlar, GDA
noronlar1 ve diisiik esikli noronlar olmak iizere {i¢ sinifa ayrilmaktadir (Steeds, 2009).
Isminden de anlasilabilecegi gibi nosiseptif spesifik ndronlar, sadece nosiseptif uyarilara
yanit vermektedir ve Ad ve C lifleri ile uyarilmaktadir. Yiiksek esikli zararli uyaranlara
spesifik yanit veren bu ndronlar ¢ogunlukla lamina II ve lamina III’te bulunmaktadir.
Lamina V ve lamina VI’da bulunan GDA néronlar1 ise, Ap, Ad ve C liflerinden girdi
almas1 nedeniyle hem zararsiz uyarilara ve hem nosiseptif uyarilara yanit verme
kapasitesine sahiptir (Marchand, 2008; Steeds, 2009). Diisiik esikli noronlar ise sadece
zararsiz uyaranlara yanit vermektedir (Steeds, 2009). ikinci sira néronlar, spinotalemik
(lateral) ve spinoretikiiler (medial) yollar iizerinden omurilige ve sonra daha iist
merkezlere iletiyi gondermektedir. Afferentlerin ¢ogu talamusun lateral ve medial
cekirdeklerinde ikinci bir sinaps olusturduktan sonra {igiincii sira ndronlarla temas
etmektedir. Ugiincii sira noronlar, primer ve sekonder somatosensoriyel kortekse (Sl, SII)
afferentler gondermektedir. SI ve SII, agr1 bolgesinin, siiresinin ve siddetinin
belirlenmesinde rol almaktadir. Ayrica, tigiincii sira noronlar agrinin duyusal ve duygusal
bilesenlerinden sorumlu olan 6n singulat korteks ve insula gibi limbik yapilarla da temas
halindedir (Marchand, 2008). Yani, en basit sekliyle transmisyon yolu ii¢ néron zinciri
olarak diistiniilebilinir; primer afferentler periferden koken alip omurilige uzanir, ikinci
sira noronlar omurilikte ylikselmeye devam eder ve iiglincii sira néronlar serebral

kortekse iletim yapar (Lamont vd., 2000).

Modiilasyon asamasi daha karmasik isleyisleri iceren, sinirsel aktivitenin agri
yolaklar1 boyunca degistirilebildigi bir siirectir. Nosiseptif girdinin modiilasyonu biiyiik
6l¢tide omuriligin dorsal boynuzunda gerg¢eklesmektedir (Lamont vd., 2000; Ringkamp
vd., 2018). Zararl bir uyarandan sonra, agrt modiilasyon sistemlerinin aktive olmasi
cogunlukla transmisyon yolaginda aktivitenin diismesine neden olmaktadir. Bununla
birlikte, bazi durumlarda modiilasyon agr1 sinyallerinin giliglenmesine de yol
acabilmektedir (Ringkamp vd., 2018). Modiilasyon siireci ile iliskili 1965 yilinda, Wall
ve Melzack tarafindan ortaya atilan “kapi1 kontrol teorisi” agrili girdinin omuriligin dorsal
boynuzunda gii¢lendirilebilir veya zayiflatilabilir oldugunu ileri siirmiistiir. Ayrica,
dokunma gibi agrisiz uyaranlari alan genis ¢apli A liflerinin aktivasyonunun, omuriligin
substantia gelatinosa bolgesindeki inhibitdr interndronlart stimiile ederek sinaptik

transmisyonu dolayisiyla agri algisin1 azalttigr belirtilmektedir (Marchand, 2008;
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Guindon ve Hohmann, 2009; Steeds, 2009; Patel, 2010). Bu mekanizma, yarali bolgenin
ovalanmasinin agr1 hissini neden azalttigi agiklamaktadir (Steeds, 2009; Patel, 2010).
Ayrica, transkutanoz elektriksel stimiilasyonun agr1 kesici etkisi de AP liflerinin
aktivasyonu sonucu omurilikte inhibisyon gerceklesmesi temeline dayanmaktadir
(Steeds, 2009). Buna karsilik, noropatik agri gibi belirli kosullarda agrisiz uyaranin
modiilasyon siireci sonunda agrili bir uyaran olarak algilandigi allodini fenomeni
gelisebilir (Marchand, 2008). Modiilasyonda, kapi kontrol teorisi disinda endojen
opioidler ve serotonin, NA, GABA gibi bir¢ok nérotransmitteri bulunduran inici inhibit6r
yolaklar gorev almaktadir (Lamont vd., 2000; Marchand, 2008; Patel, 2010).
Farmakolojik modiilasyonunda gorev alan en 6nemli norotransmitterler, serotonin ve
NAdir (Marchand, 2008). Ozellikle dorsal boyunuzun lamina I ve lamina II blgesinde
etkisini gosteren serotonin, NA ve dopamin etkiledikleri reseptor alt tiplerine de bagh
olarak pronosiseptif veya antinosiseptif etki agiga ¢ikarmaktadir (Bourne vd., 2014).
Raphe niikleusu ve periakuaduktal gri madde (PAG) agrinin inhibisyonunda gorev alan
en 6nemli alanlardir (Marchand, 2008; Guindon ve Hohmann, 2009; Steeds, 2009).
PAG’nin elektriksel uyarimi antinosiseptif etki ac¢iga c¢ikarmaktadir. Raphe
niikleusundaki serotonerjik noronlar ise tipki adrenerjik néronlar gibi lamina 11 ve lamina
IIT’teki hiicrelerle sinaps yapmaktadir ve raphe niikleusunun uyarilmasi sonucu salinan
serotoninin, inhibitdr internéronlart ve NA salimimi aktive ederek agri iletimini
baskiladigi diistiniilmektedir. Ayrica, beyin sap1 noronlart dogrudan dorsal boynuz
hiicrelerini aktive ederek, eksitator ndronlar1 inhibe ederek veya inhibitér noéronlar
uyararak nosiseptif transmisyonu kontrol edebilir (Steeds, 2009). Bununla birlikte,
enkefalinler, dinorfinler ve prodinorfinler gibi endojen opioid peptitler de agrinin iletimi
slirecinde inhibitor etki agiga ¢ikarmaktadir (Lamont vd., 2000). En iyi bilinen nosiseptif
cikicr sistemler ise spinotalamik ve spinoretikiiler yollardir ve bu yollar agrinin yerinin
ve siddetinin algilanmasini ve tehditlere karsi genel bir alarm halinin siirdiiriilmesini
saglamaktadir (Guindon ve Hohmann, 2009; Steeds, 2009). Sekil 2.2°de inici ve ¢ikici

agr1 yolaklar1 6zetlenmistir.
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Sekil 2.2. A: Cikict agr1 yolaklari, B: Inici agri yolaklar: (Aydin, 2002, s. 37-48)

ARAS: Assendan retikiiler aktive edici sistem, ED: Endorfin, EK: Enkefalinerjik, NA: Noradrenalin, 5-
HT: Serotonin

Persepsiyon, somatosensoriyel iletim yolundaki noral aktivitenin 6znel bir agr1 hissi
ile sonuglandig1 nosiseptif siirecin son agamasidir. Agrinin algilanma siireci olarak
tanimlanabilecek bu siirecin, primer ve sekonder somatosensoriyel korteklerin ve limbik
sistemin etkilesiminden kaynaknaklandigi var sayilmaktadir (Guindon ve Hohmann,
2009; Ringkamp vd., 2018). Sonug olarak, psikolojik, norofizyolojik ve psikofiziksel
farkliliklar tasiyan farkli bireyler benzer agrili uyaranlar bile farkli diizeyde agr1 hissi ile
algilayabilir ve bu nedenle tedavide segilecek ajanlar ve bunlarin etkinligi farklilik
gosterebilir (Guindon ve Hohmann, 2009). Sekil 2.3’te periferden beyine nosiseptif

uyarinin tagindig1 yolaklar 6zetlenmistir.
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Sekil 2.3. Periferden beyine nosiseptif sinyal yolaklari (Marchand, 2008, s.285-309)

Periferden gelen nosiseptif uyarilar iki sinaptik baglantinin ardindan beyine iletilmektedir. Ad ve C lifleri,
omuriligin dorsal boynuzundaki projeksiyon néronlari ile ilk sinapslarini yapar. ikincil néronlar hemen
spinal korddan kivrilir ve ikinci sinaptik temas1 kuracaklar1 talamik gekirdeklere iletilir. Ugiincii néronlar
agrimin duyusal-ayirt edici bileseni i¢in somatosensor kortekslere ve agrinin motivasyonel bileseni igin
limbik yapilara (anterior singulat korteks ve insula) projeksiyon yapar. NRM: Raphe ¢ekirdegi PAG:
Periakuaduktal gri madde, GDA: Genis dinamik alan.

2.3.1. Agr1 modiilasyonunda serotonerjik sistemin rolii

Cok uzun zamandir agri modiilasyonunda rol aldig1 bilinen serotonin, etki yerine,
etkiledigi hiicre tipine ve aktive ettigi reseptor tipine bagli olarak pronosiseptif veya
antinosiseptif etki agiga ¢ikarmaktadir (Sommer, 2010; Viguier vd., 2013). Periferde ve
santral sinir sisteminde yaygin olarak bulun serotoninin agri modiilasyonu tizerindeki
etkileri periferde ve santral sinir sisteminde farklilik gostermektedir. Serotonin; periferde

histamin, bradikinin ve prostaglandinler gibi diger inflamatuvar maddelerle birlikte
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inflamasyona yol a¢1p nosiseptif etki gosterirken, dogrudan omur ilige enjekte edildiginde
antinosiseptif etki agiga ¢ikarmaktadir (Bardin, 2011; Viguier vd., 2013). Her ne kadar
serotoninin periferdeki pronosiseptif etkisi iyi bir sekilde agiklanmis olsa da spinal ve
supraspinal diizeydeki etkisi olduk¢a degiskenlik gdstermektedir ve hala tam olarak
aciklanamamaktadir. Bu karmasik role, periferde ve santral sinir sisteminde eksprese
edilen farkli reseptor tiplerinin aracilik ettigi diistintilmektedir. 15 farkli reseptdr alt tipini
igeren 7 farkli serotonin reseptor ailesi bulunmaktadir (Bardin, 2011) ve periferde
serotonin ile indiiklenen pronosiseptif etkiden, C lifleri iizerinde yer alan 5-HT2a, 5-HT2g,
5-HToc, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTs ve 5-HT7 reseptorlerinin aktivasyonunun sorumlu oldugu
belirtilmektedir (Viguier vd., 2013). 5-HT1a reseptoriiniin aktivasyonu adenilil siklazi
inhibe ederek siklik adenozin monofosfat (CAMP) seviyesini diisiirir ve K* ve Ca™
kanallarini kapatarak noronal uyarilmanin inhibisyonuna yol acar. Bununla birlikte, omur
ilikte 5-HT1a reseptoriiniin aktivasyonu glutamat salimimi inhibe ederek ve GABA
bagimli inhibisyonu baskin hale getirerek agri iletimini baskilamaktadir (Tao vd., 2019).
Ayrica, 5-HT1a reseptoriiniin inhibitor bir otoreseptor gibi davranarak dorsal boynuzun
lamina | ve II’sinde nosiseptif iletimi inhibe ettigi diisiiniilmektedir (Cortes-Altamirano
vd., 2017). 5-HT1a reseptorleri ¢ikartilmis farelerin sicak plaka testinde daha yiiksek
agrili yanit vermesi, bu bilgileri destekler nitekliktedir (Kayser vd., 2007). 5-HT1s/1pi1F
reseptorleri birbirleri ile homolog yapida olduklari i¢in 6zellikle migrende olmak iizere
agrn siirecinde benzer islevler iistlenmektedir ve bazi ¢caligmalar, bu reseptor alt tiplerinin
substantia gelitinosada presinaptik glutamat salimini inhibe ederek agriy1 baskiladigini
gostermektedir. 5-HT> reseptorleri raphe niikleusu, dorsal boynuz ve PAG igeren inici
yolaklar ve retikiiler formasyon, talamus ve limbik yapilarda eksprese edilmektedir.
Agrinin modiilasyonu ile ilgili aragtirilmalardan, 5-HT2a ve 5-HT2c reseptor alt tiplerinin
pronosiseptif veya antinosiseptif oldugunu gosteren birbirine zit veriler elde edilmistir
(Tao vd., 2019). Yakin ge¢miste yapilan bir ¢alisma, gigantocellular retikiiler ¢cekirdek ve
raphe niikleusunda bulunan 5-HT2a ve 5-HTac reseptorlerinin panik benzeri duygusal
durumlarda agiga ¢ikan hipoaljeziye eslik ettigini 6ne siirmiistiir (de Oliveria vd., 2017).
Ayrica, intratekal olarak uygulanan 5-HT2a ve 5-HT2c reseptor agonistlerinin spinal sinir
hasar1 gelistirilen hayvan modellerinde anti-allodinik etki agiga cikardig1 gosterilmistir
(Honda vd., 2006). Bununla birlikte, bir bagka arastirma spinal 5-HT2a ve 5-HT2c
reseptOrlerinin pronosiseptif etki gosterdigini ve formalin kaynakli asir1 duyarliligin

gelistirilmesi ve siirdiiriilmesine aracilik ettigini ileri siirmiistiir (Cervantes-Duran vd.,
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2016). Genel olarak ise, 5-HT.a ve 5-HTac reseptorlerinin supraspinal diizeyde
antinosisepsiyonda, spinal diizeyde pronosisepsiyon veya antinosisepsiyonda rol aldigi
kabul edilmektedir (Tao vd., 2019). Ligand kapili bir iyon kanali olan 5-HTs
reseptOrlerinin nosisepsiyondaki rolii g¢esitli 5-HT3 reseptor agonist ve antagonistleri
kullanilarak genis ¢apli olarak arastirilmistir ve omurilikteki 5-HT3 reseptorlerinin
aktivasyonunun kronik inflamatuvar agri, postoperatif agri, viseral asirt duyarlilik,
noropatik agr1 ve kanser agrisinda gorev aldigini gosteren g¢alismalar bulunmaktadir
(Viguier vd., 2013; Tao vd., 2019). Sistemik uygulanan serotonin prekiirsorlerinin yol
actigr viseral duyarlilik ve somatik agrinin intratekal uygulanan 5-HTs reseptor
antagonisti ondansetron tarafindan zayiflatildigi gosterilmistir (Tao vd., 2019). Ayrica,
alosetron ve ramosetron gibi 5-HT3 reseptor antagonistleri irritabl bagirsak sendromu
tedavisinde etkili bulunmustur (Cortes-Altamirano vd., 2017). Serotonin reseptor
ailesinin son tanimlanin iiyesi olan 5-HT7 reseptorlerinin ise, serotoninin periferal
pronosiseptif etkisine aracilik etmektedir. Formalinle indiiklenen nosisepsiyonun selektif
5-HT7 reseptor antagonisti SB-269970 [(2R)-1- [(3-hidroksifenil) siilfonil]-2-(2-(4-metil-
1-piperidinil)etil) pirolidin] tarafindan baskilandig1 gosterilmistir (Viguier vd., 2013).
Ayrica, kronik konstriktif hasar ile noropatik hale getirilen siganlarda SB-269970
sistemik uygulamasinin hiperaljezi ve allodiniyi zayiflattig1 rapor edilmistir (Viguier vd.,
2013; Cortes-Altamirano vd., 2017). Sonug olarak; 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3 ve 5-HT7
reseptoOrleri konumlarina, antagonist veya agonist dozuna ve uygulama yoluna, agr1 tipine
ve sliresine bagli olarak nosiseptif yanitin giiclendirilmesi veya baskilanmasina aracilik

etmektedir (Cortes-Altamirano vd., 2017).

2.4. Noropatik Agrimin Hayvan Modelleri

Noropatik agri ile ilgili mekanizmalar1 aydinlatabilmek ve etkili yeni tedavi
yontemleri gelistirebilmek icin onaylanmis ve kolayca tekrarlanabilen hayvan
modellerine ihtiya¢ duyulmustur. 1970’li yillarin sonuna kadar bilimsel arastirmalarda
sadece mekanik ve termal uyara bagl gelisen akut agr1 tedavisine odaklanilmis ve sicak
plaka ve kuyruk sikistirma testleri kullanilmistir. Bu nedenle kronik agrinin
degerlendirilmesinde eksik kalinmistir (Jaggi vd, 2011). Wall vd, (1974) periferik bir
sinire hasar vererek, mekanizmalar1 akut agridan farkli olan kronik agri ig¢in bir model
gelistirmistir ve bu ilk adim noéropatik agrinin arastirilmasi i¢in farkli sinir hasari

modellerinin gelistirilmesine yol agmistir. Bu modeller, periferik veya santral sinir
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sistemine yapilan gesitli uygulamalar ile total veya parsiyel sinir hasar1 gelistirilerek, ilag
uygulamalari ile sinirleri direkt hasara ugratarak ve diyabet, kanser, HIV gibi hastaliklar
gelistirilerek olusturulmaktadir (Wang ve Wang, 2003; Jaggi vd, 2011). Ayrica, yaygin
olarak kullanilmasa da primer noron kiiltiir teknigi ve kalic1 duyusal noron kiiltiir teknigi
(flizyonla veya transformasyon o6liimsiizlestirilmis duyu hiicrelerini kullanan modeller)

ile gelistirilen noropatik agr1 modelleri bulunmaktadir (Wang ve Wang; 2003).

Gliniimiizde periferik néropatik agriyr degerlendirmek i¢in genellikle ligasyon
aracilt periferik sinir hasarma dayanan modeller kullanilirken, santral ndropatik agriy1
incelemek icin ise eksitoksik omurilik hasari ve spinal hemiseksiyon modelleri tercih
edilmektedir. Bununla birlikte, antikanser ajanlar, anti-HIV ilaglar, diyabet ve etanol ile
gelistirilen diger modeller ilgili etiyolojilere bagli patogenezin ve tedavinin
aydinlatilmasina olanak saglamaktadir (Jaggi vd, 2011). Tablo 2.2’de noropatik agri igin

gelistirilmis modeller 6zetlenmektedir.

Tablo 2.2. Noropatik agri igin gelistirilmis modeller (Jaggi vd., 2011, s. 1-28.)

Modelin Ad Hasar Ilkesi Tiirler
Aksotomi Siyatik sinirin tam transeksiyonu Sigan
Kronik konstriktif hasar Siyatik sinire dort ayr1 gevsek diigiim Sigan, fare
Kismi siyatik sinir ligasyonu

Siyatik sinirin 1/3 ve 1/2 ‘sine siki diigiim Sican, fare

(Seltzer modeli)

Spinal sinir ligasyonu

L5 ve L6 spinal sinire sik1 diigiim

L7 spinal sinire siki diigiim

Sican, primat

Yedeklenmis periferik dal

) Tibial ve ana peroneal sinirlerin aksotomisi Sigan, fare
zedelenmesi
Tibial ve sural sinir transeksiyonu Tibial ve sural sinir aksotomisi Sican
Perenoal sinir ligasyonu Perenoal sinirin diigimlenmesi Fare
Siyatik kriyodroliz Siyatik sinirin dondurulmasi Sican
Kaudal gévde rezeksiyonu Kaudal gévdenin rezeksiyonu Sican, fare
Fotokimyasal kaynakli siyatik sinir Fotosensitizer boya ve lazerle siyatik siniri

Sican, fare
hasar1 besleyen kiiciik damarlarda tromboz
. Cerrahi olarak ortaya ¢ikarilmig omurilik

Allen Modeli Sican, fare

iizerene agirlik diistiriilmesi
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Tablo 2.2. (Devam) Noropatik Agr1 Icin Gelistirilmis Modeller (Jaggi vd., 2011, s. 1-28.)

Eksitator aminoasitlerin intraspinal

Eksitoksik omur ilik hasar1 L Sigan, fare
enjeksiyonu
Spinal hemiseksiyon T11-T12 segmentlerinin laminektomisi Si¢an
Antikanser  ilaglar  (vinkristin,
Sigan, fare,

sisplatin, oksaliplatin, paklitaksel),
anti-HIV ilaglar (2,3 deoksisitidin,
didanozin)

Ilaglarin periferik sinir sistemini dogrudan

hasara ugratmasi

tavsan, guinea

pig

Diyabetik néropati (steptozosin ile

Sinirlerde kalici hiperglisemiye bagli gelisen

) ) o Sican, fare
indiiklenen, genetik modeller) degisikler

Kemik kanseri agri modelleri Kanser hiicrelerini ilgili kemiklere agilama Sican, fare
Post-herpetik nevralji  (Varisella

zoster virlis, herpes simpleks viriis, Viral enfekte hiicrelin enjeksiyonu Sigan, fare
non-viral model)

Kronik etanol tiiketimi/yoksullugu ~ Uzun siire etanol tiikketimi (70 giinden uzun)  Sigan

Piridoksin ile indiiklenen model

Uzun siire piridoksin kullanimi1

Sican, kdpek

Trigeminal nevralji

Trigeminal gangliyonun sikistirilmasi

Sigan

Orofasiyal agri

Formalin, karagenanin temporomandibular

eklemlere ve maksillaya enjeksiyonu

Sigan, fare

2.5. Noropatik Agrimin Tedavisi

Noropatik agrinin tedavisi, girisimsel islemleri, farmakolojik tedavileri, psikolojik
ve fiziksel terapileri kapsamaktadir. Noropatik agridan sikayetci bir hastanin tedavisine
geleneksel olarak girisimsel islemlerden 6nce konservatif farmakolojik ve tamamlayici
tedavilerle baslanmaktadir. Bununla birlikte, ilaclarin smirli etkinligi girisimsel
tedavilerin sikliginin artmasina neden olmaktadir (Collaca vd, 2017). Noéropatik agrinin
tedavisinde kullanilan ilag gruplari; trisiklik antidepresan (TSA)’lar, selektif serotonin
geri alim inhibitorleri (SSRI), serotonin-noradrenalin geri alim inhibitorleri (SNRI),

antiepileptikler, lokal anestezikler, opioidler, kannabinoidler, botilinum toksini ve topikal

kapsaisindir (Collaca vd, 2017; Nishikawa ve Nomoto, 2017; Cavalli vd, 2019).

Antidepresanlar ve antiepileptik ilaglar, noropatik agrinin birinci basamak

tedavisinde en sik tercih edilen ilag gruplaridir (Collaca vd, 2017; Obata, 2017).
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Antidepresan ilaglarm, HIV ve kemoterapiye bagl gelisen periferik noropatiler gibi
cesitli noropatik agn tiirlerinin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir. TSA’lar, diisiik
maliyetli olmalari, glinde tek doz kullanima uygun olmalar1 ve ¢ogu durumda néropatik
agriya eslik eden depresyon gibi psikolojik problemler iizerine iyilestirici etkiye sahip
olmalar1 nedeniyle noropatik agr1 tedavisinde biiyiik avantajlar saglamaktadir (Connor ve
Dworkin, 2009). Ayrica, TSA’lar noropatik agrida depresif olmayan hastalarda da
depresif hastalara esdeger analjezik etkilere sahip goriilmektedir (Connor ve Dworkin,
2009; Obata, 2017). Bununla birlikte, TSA’lar idrar retansiyonu, agiz kurulugu ve
konstipasyon gibi antikolinerjik yan etkiler, ortostatik hipotansiyon ve kardiyak toksisite
gibi ¢esitli dezavantajlara sahiptir (Sindrup vd, 2005; Connor ve Dworkin, 2009).
Nortriptilin ve desipramin gibi trisiklikler, amitriptilin ve diger tersiyeramin trisikliklere
gbre daha az yan etkiye sahip olmalar ve giiclii agr1 kesici etkileri nedeniyle daha sik
onerilmektedir (Connor ve Dworkin, 2009). Ayrica, duloksetin ve venlafaksin gibi
SNRI’lar ve paroksetin, fluoksetin ve sitalopram gibi SSRI’lar noropatik agr1 tedavisinde
etkili bulunmustur (Sindrup vd, 2005; Lee ve Chen, 2010). SSRI ve SNRI, TSA’lara gore
daha iyi tolere edilebilir, ancak bu ilaglar da mide bulantisi, kusma ve dispepsi gibi yan
etkilere sahiptir (Sindrup vd, 2005). Bu ilaglar antinosiseptif etkinligini biiyiik 6lgiide
inici inhibitor yolaklar1 kullanarak agiga ¢ikardigi diistiniilmektedir (Collaca vd, 2017).
Giiniimiizde noropatik agr1 tedavisinin temeli farmakoterapiye dayanmaktadir ve
antiepileptik ilaglar bu terapinin temel bilesinidir. Gabapentin ve pregabalin postherpetik
nevralji ve diyabetik ndropatinin, karbamazepin ve okskarbazepin ise trigeminal
nevraljinin birinci basamak tedavisinde tercih edilmektedir (Eisenberg vd, 2007). Bu
ilaglar etkilerini esas olarak voltaj kapili-kalsiyum ve sodyum kanallarin1 bloke ederek
gostermektedirler (Eisenberg vd, 2007; Obata, 2017).

Ikinci basamak tedavide tercih edilen lidokain ise sodyum kanallarin1 bloke ederek
ektopik desarjlarin 6niine gegmektedir (Obata, 2017; Cavalli vd, 2019). Topikal olarak
uygulanan lidokain yamalar1 (%5), 6zellikle agr1 bolgesi nispeten kiiciik ve sinirli olan
postherpetik nevralji ve diger periferik néropatilerde etkili bulunmustur (Galluzzi, 2007).
Kapsaisin ise TRPV1 aktive edip sinir liflerinde duyarsizlasmaya yol agar ve %8’lik
kapsaisin yamasinin tek basina uygulamasi postherpetik nevraljide, diyabetik ve
diyabetik olmayan noropatik agrida etkili olmaktadir (Obata, 2017). Ancak, kapsaisin
krem giiclii tahris edici etkisi nedeniyle dikkatli kullanilmahidir (Galluzzi, 2007). Ayrica,
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yar1 sentetik opioid agonisti ve serotonin-NA geri alim inhibitorii olan tramadol, 6zellikle
periferik noropatik agrida etkilidir (Galluzzi, 2007; Obata, 2017).

Uciincii basamak tedavide ise Botilinum toksini periferik noropatide etkili
bulunmustur (Obata, 2017; Cavalli vd, 2019). Opioid agonistleri oksikodon ve morfin
noropatik agr1 icin zayif etkili bulunmakla birlikte yan etkileri nedeniyle de ¢ok fazla

tercih edilmemektedir (Obata, 2017).

Ayrica, NMDA antagonisti ketamin ve memantinin, glutamat salimin1 baskilayarak
kronik agr1 tedavisinde etkili olabilecegini gosteren preklinik ve klinik caligmalar
bulunmaktadir (Galluzzi, 2007; Cavalli vd, 2019). Sodyum kanallarin1 (Nav1.7) bloke
eden ilaglar ve anjiyotensin tip 2 reseptor antagonisti EMA401 gibi ilaglar periferik
noropatik agrinin tedavisi i¢in klinik gelisme agamasinda bulunmaktadir (Obata, 2017).
llag tedavilerinin yan1 sira, 1990’11 yillarin baslarinda korteksin elektriksel uyarmmini
kullanan epidural motor korteks stimulasyonun (EMCS) ilaglara direngli santral
noropatik agrinin tedavisinde etkili olabilecegi 6ne siiriilmiis ve bugiine kadar yapilan
birgok ¢alismada EMCS, periferik ve santral noropatik agri tedavisinde yararh
bulunmustur (Moisset ve Lefaucheur, 2018). Tablo 2.3’te giliniimiizde ndropatik agri

tedavisinde kullanilan ilaglar ve yan etkileri 6zetlenmistir.

Tablo 2.3. Noropatik agri igin farmakoterapi (Cavalli vd, 2019, s. 1-10.)

flaclar Doz arahgi Yan etki

Gabapentin 150-600 mg/giin

Uyusukluk, bas donmesi,

Antiepileptikler e
periferik 6dem, bulanik gérme

Pregabalin 300-3600 mg/giin
Birinci
basamak TSA Amitiriptilin 10-150 mg/giin A_‘nt!k?“neﬂlk et_kller, In-tlhi.ir
davi riski, idrar retansiyonu, aritmi
tedavi

. . Bulanti, uyusukluk, ataksi,
Duluoksetin 20-120 mg/giin a1z kurulugu
SNRI & £

Venlafaksin 150-225 mg/giin Bulanti,  vertigo, letarji,

hipertansiyon
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Tablo 2.3. (Devam) Néropatik agri igin farmakoterapi (Cavalli vd, 2019, s. 1-10.)

Tramadol 25-400 mg/giin
o Bulanti/kusma, kabizlik,
Opioidler .
uyusukluk, ndbetler, ataksi
ikinci Tapentadol 50-600 mg/giin
basamak Lidokain . . Lokal kasint1 ve kizariklik
tedavi %35’lik yama veya jel
Topikal tedavi o
Kapsaisin Agn, kizariklik, kasinti; nadir
%38’lik yama
yiiksek tansiyon vakalari
Bulanti, kusma, konstipasyon,
Uciincii Morfin 10-120 mg/giin bas donmesi ve uyusukluk
basamak  Giiglii opioidler Bulanti1 / kusma, konstipasyon,
tedavi Oksikodon 10-120 mg/giin uyusukluk, solunum
depresyonu
Botulinum )
Norotoksin okl 25-300U (%0.9 salin)  Enjeksiyon yerinde agr1
OKsSINI

TSA: Trisiklik antidepresanlar, SNRI: Serotonin-noradrenalin geri-alim inhibit6rii

2.5.1. Noropatik agn tedavisinde flavonoidlerin rolii

Flavonoidler, meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunurlar ve sari renkli olmalari
nedeniyle Latince’de sar1 anlamina gelen 'flavus' sozctigiinden tiiretilerek flavonoid adini
almiglardir (Kahraman vd, 2002, He vd, 2016). Bitkilerde aromatik amino asit yapida
bulunan fenilalanin ve malonattan sentez edilmektedirler. Temel flavonoid yapisini; A, B
ve C olarak adlandirilan ti¢ halkada (C-6 —C-3— C-6) diizenlenmis 15 karbon atomunu
iceren “flavan g¢ekirdegi” olusturmaktadir. Flavonoidler oksidasyon seviyelerine ve C
halkasinin yerlesimine gore; flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar, flavonoller,
flavanonoller, flavan-3-ol’ler, antosiyanidinler, kalkonlar ve auronlar olarak
siniflandirilmaktadir ve bitkilerde daha cok glikozit form olmak {izere aglikon veya
metillenmis formlarda bulunmaktadirlar (Verri Jr vd; 2012; Kumar ve Pandey, 2013;
Karabin vd, 2015). Bu bilesikler antikanser, antiinflamatuvar, antioksidan, anksiyolitik,
antifungal, antiviral, antimikrobiyal, kardiyoprotektif, ndroprotektif ve antinosiseptif etki
gibi cok cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Sahip olduklar1 bu tibbi aktiviteleri
nedeniyle flavonoidler ila¢ ve kozmetik endiistrisinin 6énemli kaynaklar1 arasinda yer

almaktadir. (Akbar, 2019).
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Noropatik agri gibi kronik agrilarin tedavisi i¢in ¢ok sayida ilag bulunmasina
ragmen, mevcut ilaglarin yan etkileri ve/veya etkilerindeki kisitliliktan dolay1 devam eden
arastirmalarda flavonoidler tedavi i¢in umut verici bilesikler arasinda gosterilmektedir
(Quintans vd; 2014). Antioksidan etkili bir flavonoid olan mirisetinin, siyatik sinir
ligasyonu modeliyle gelistirilen néropatik agrinin tedavisinde anlamli etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Meotti vd; 2006). Sicanlarda yapilan bagka bir calismada bir flavon
glikoziti olan baicalin siyatik sinir hasar1 sonucu gelisen hiperaljeziyi ve allodiniyi
zayiflatmistir (Cherng vd; 2013). Ayrica rutin ve kersetin flavonoidlerinin farelerde
oksaliplatin ile indiiklenen periferik noropatik agriyr baskiladigi rapor edilmistir
(Azevedo vd; 2013). Flavon glikoziti olan naringinin ise streptozosin ile indiiklenen
diyabetik noropatik agriy1 hafiflettigi one siiriilmiistiir (Kandhare vd; 2012). Yakin
gecmiste yapilan bir arastirmada kronik konstriktif hasar ile gelistirilen néropatik agri
modelinde diosmin uygulamasinin antihiperaljezik etkisi gosterilmistir (Carballo-
Villalobos vd; 2018). Akut ve kronik agrida etkileri gosterilen yukarda bahsedilen
flavonidlerin yan1 sira, antiinflamatuvar, antioksidan ve noroprotektif etkileri nedeniyle
viteksinin de analjezik etkilerinin arastirilmasi {izerine yogunlasilmasi gerektigi

diistiniilmektedir (Zhu vd, 2016).

2.5.1.1. Viteksin

Sekil 2.4. Viteksinin kimyasal yapist (He vd., 2016, s. 75)

Cince'de “Mujingsu” olarak adlandirilan ve bir flavon glikoziti olan “viteksin”
(apigenin-8-C-glikozit); inci darisi, alig, giivercin bezelye, mas fasulyesi, yaprakli kara
yosunlari, ¢arkifelek, bambu, mimosa, hayit gibi cesitli tibbi bitkilerde bulunmaktadir
(Borghi vd, 2013; He vd, 2016; Ganesan ve Xu, 2017). Viteksin, antiinflamatuvar,

antimikrobial, antiviral antioksidan, antispazmodik, antinosiseptif, antitiimoral,
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antihipertansif, antidepresan, noroprotektif ve kardiyoprotektif etki gibi ¢ok cesitli
farmakolojik aktiviteleri nedeniyle bilim diinyasinda biiyiik ilgi gormektedir. Ayrica;
viteksinin anksiyolitik ve hipnotik etki gosterdigi (Zhu vd, 2016; He vd, 2016; Venturini
vd, 2018) ve skopolamin kaynakli hafiza bozuklugunu iyilestirdigi belirtilmektedir (Zhu
vd; 2016, He vd, 2016). Bu etkilerin yan1 sira, viteksinin tiroid peroksidaz enzimini
inhibe ederek antitiroid etki (Gaitan vd, 1989) ve lipit birikimini engelleyerek obeziteye
kars1 koruyucu etki gosterdigi diisiiniilmektedir (Kim vd, 2010). Viteksinin insan
sagligina faydali olabilecek baska biyolojik aktivitelere de sahip oldugu diisiiniilmektedir.
60 mg/kg viteksinin sicanlarda nikotine bagl gelisen lokomotor aktivite duyarliligini
antagonize ettigi belirlenmistir ve nikotin bagimlilig1 tedavisinde potansiyel faydalarinin
arastirilmasi gerektigi diistiniilmektedir (Bedell vd, 2019). Baska bir caligmada ise
viteksinin dermal papilla hiicrelerinin proliferasyonunu ve sa¢ saftinin biiyiimesini tesvik
ederek sa¢ uzamasina katki saglayabilecegi ve alopesi tedavisinde kullanilabilecegine

isaret edilmektedir (Luo vd, 2018).

2.5.1.1.1. Viteksinin antiinflamatuvar etkisi

Son zamanlarda yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar viteksinin antiinflamatuvar
aktivitesine ilginin artmasina neden olmustur (Peng vd, 2020). Viteksinin 6zellikle
notrofiller olmak lizere 16kosit go¢iinii inhibe ederek ve sitokin, prostaglandin E2 (PGE2)
ve nitrik oksit (NO) salimmi baskilayarak antiiflamatuar etki agiga ¢ikardigi
diisiniilmektedir (Rosa vd, 2016). Deney hayvanlarinda yapilan bir arastirmada,
viteksinin asetik asit, formalin, kapsaisin ve fenil-p-benzokinon (PBQ) gibi kimyasal
uyaricilar tarafindan indiiklenen inflamatuvar agri modellerinde TRPV 1 kanallarint hedef
alarak kapsaisini (TRPV1 agonist) inhibe ettigi, antiinflamatuvar etkisiyle es zamanl
olarak antioksidan etki gosterdigi ve TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-33 gibi sitokinlerin
sentezini azalttig1i oOne sirilmiistir (Borghi vd, 2013).  Viteksinin, IL-8 ve
proinflamatuvar mediyatorlerden olan miyeloperoksidaz seviyesini diisiirerek de
antiinflamatuvar etkiye aracilik ettigi diistinilmektedir (Nikfarjam vd, 2017). Ayrica,
viteksinin inflamatuvar sitokin ve MAPK (Mitojen Tarafindan Aktive Edilmis Protein
Kinaz) yolagini inhibe ederek miyokardiyal iskemi reperfiizyon hasarinda etkili oldugunu
gosterilmistir (Dong vd, 2013). Ovalbumin kaynakli alerjik astim gelistirilen farelerde ise
viteksin, muhtemelen IgE ve 16kosit seviyesini diislirerek mukus salgisinda ve 6demde

azalma saglamistir (Venturini vd, 2018). Bu bilgiler disinda, viteksinin peritoniti, akciger
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O0demini, bobrek iltihabin1  ve inflamasyon kaynakli osteolizini iyilestirdigi
belirtilmektedir (Peng vd, 2020). Bu verilerden hareketle viteksinin gesitli inflamatuvar
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde basarili olabilecegi diisiiniilmektedir (Nikfarjam

vd, 2017).

2.5.1.1.2. Viteksinin antioksidan etkisi

Hiicrelerde yiiksek toksisiteye ve fiziksel hasara yol agan reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) artisiyla oksidatif stres indiiklenmektedir. Uzun siireli oksidatif stres, yaslanmaya
bagli fonksiyonel kayiplarin hizlanmasina ve birgok kronik hastaligin gelismesine katk1
saglayabilir (Peng vd, 2020). Cesitli calismalarda, viteksinin oksijen radikallerini
temizleyerek giiclii antioksidan aktivite agiga ¢ikardig1 gosterilmistir. Norodejenerasyon,
miyokardiyal hasar, karaciger hasari ve insiilin direnci gibi oksidatif stresli iliskili
hastaliklarda viteksinin etkisini arastirmak igin in vivo ve in vitro pek c¢ok deney
yapilmustir. Genel olarak, viteksinin oksidatif stresi ROS ve malondialdehit seviyesini
diistirerek baskiladigr ve doku hasarii azaltip hiicre canliligini artirdigi bulunmustur
(Zhang vd, 2017; Babaei vd, 2020; Peng vd, 2020). Viteksinin yash farelerin serum,
beyin, karaciger ve bobreklerinde siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz
seviyesini yiikselterek antioksidan etkiyi artirdigi gosterilmistir (An vd, 2012). Ayrica,
viteksinin muhtemelen antioksidatif etkisiyle iliskili olarak antiinflamatuvar,
antinosiseptif, noroprotektif ve kardiyoprotektif etki aciga ¢ikardigi bildirilmektedir
(Babaei vd, 2020). Bu bilgilerden hareketle, viteksin oksidatif stresin neden oldugu birgok
hastaligin tedavisinde yardimci olabilecek giiglii bir antioksidan olarak diisiiniilebilir

(Babaei vd, 2020; Peng vd, 2020).

2.5.1.1.3. Viteksinin antinosiseptif etkisi

Viteksinin sicak plaka, kuyruk sikistirma, asetik asit ile indiiklenen kivranma testi
gibi ¢esitli akut nosisepsiyon modellerinde spinal, supraspinal ve periferal mekanizmalar
ile antinosiseptif etki agiga ¢ikardigi ve bu etkisine opiederjik kappa, delta ve mu
reseptorlerinin aracilik ettigi gosterilmistir (Ozkay ve Can, 2013). Ayrica, akut ve uzun
stireli viteksin tedavisinin postoperatif agriya karsi da etkili oldugu ve postoperatif
agridaki antinosiseptif etkisine Oncelikli olarak opioid reseptorleri ve GABAA
reseptorlerinin aracilik ettigi belirtilmektedir (Zhu vd, 2016). Cesitli inflamatuvar agri
modellerinde yapilan c¢alismalar sonucunda ise, viteksinin muhtemelen glutatyon

seviyesindeki azalmayi1 Onleyerek, ferrik iyon azaltma yetenegini artirarak, serbest
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radikalleri temizleyerek, TNF-a, IL-1p, IL-6 ve I1L-33 gibi hiperaljezik sitokinleri inhibe
ederek ve IL-10 gibi antihiperaljezik sitokinlerin seviyesini artirarak analjezik etki agiga
cikardig1 sonucuna varilmistir (Borghi vd, 2013). Yakin ge¢miste yapilan bir calismada,
viteksinin farelerde KKH ile gelistirilen noropatide antiinflamatuvar etkisi nedeniyle

yararli olabilecegi tizerinde durulmustur (Xu vd, 2020).

2.6. Gen Aktarim Sistemlerinde Kullanilan Vektorler

Gen tedavisi, genetik materyal araciligi ile hastanin hiicrelerini genetik olarak
degistirerek hastayi tedavi etmek veya hastaligin belirtilerini azaltmak i¢in kullanilan bir
tedavi yontemidir. Gen tedavisinin en kritik asamasi, genetik materyali hiicre igine kolay
ve giivenli yoldan tasiyacak en uygun vektorii segmektir. Giiniimiizde gen aktarim
sistemlerinde kullanilan vektorler genel olarak viral ve viral olmayan vektorler olarak

smiflandirilmaktadir (Nayerossadat vd., 2012; Ramamoort ve Narvekar, 2015).

Viral vektérler: Virisler, genlerin etkili bir sekilde konakg1 hiicrelere aktarabilen
dogal araglardir. Bu yetenekleri nedeniyle terapotik genlerin taginmast igin virilis vektor
sistemleri gelistirilmistir (Walther ve Stein, 2000). Retroviriis, adenoviriis (tip 2 ve 5),
lentiviriis, adeno-iligkili viriis, herpes viriisii, ¢icek viriisii gibi viral vektorler, gliniimiizde
gen terapisinde en ¢ok kullanilan basarili sistemler arasinda yer almaktadir (Walther ve
Stein, 2000; Nayerossadat vd., 2012). Tiim viral vektorlerin genomlart belirli bolgeleri
silinerek degistirilmistir ve replikasyon yetenekleri hasara ugratilip daha giivenli hale
getirilmistir. Buna ragmen, konak¢ida immiin sistem uyarimina, toksin iiretimine ve

genotoksisiteye yol agabilmektedirler (Nayerossadat vd., 2012).

Viral olmayan vektorler: Viral vektorlerin, konakei hiicrelere transfeksiyon verimi
viral olmayan vektorler ile karsilastirildiginda daha ytiksektir. Ancak, immiinojenite ve
sitotoksisite riski viral vektorlerin kullanimimi smirlandirmaktadir. Nitekim, gen
tedavisiyle ilgili olarak ilk 6liimciil klinik deney viral vektore (Adenoviriis) kars1 gelisen
inflamatuvar yanit ile iligkilidir. Viral olmayan vektorler, iletim verimliligindeki
yetersizlikleri ve dolayisiyla transgenlerin diisiik ve gecici ekspresyonu nedeniyle
gecmiste goz ardi edilmistir. Fakat, daha sonra diisiik immiinojenite riskleri nedeni ile
dikkat c¢ekmislerdir. Viral olmayan vektorlerin en biiyilk avantaji biyo-gilivenli
olmalaridir. Bununla birlikte, viral olmayan vektorler diisiik patojenite riski, diisiik
maliyet ve iretim kolayligi ile viral vektor kullaniminda 6nemli Slclide diislise yol

acmustir (Hunter, 2006; Ramamoort ve Narvekar, 2015).
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Viral olmayan vektorler genellikle katyonik oOzellik gosteren polikatyonik
makromolekiiller, lipidik ve peptit-protein yapidaki tasiyici sistemlerdir. Viral olmayan
tasiyici sistemlerin katyonik yapida olmasi negatif yiiklii olan genetik materyal ile dogal
olarak elektrostatik etkilesime girmesine neden olmaktadir. Bu etkilesim sonucu ortaya
cikan pozitif net yiik, negatif yiiklii olan hiicre zarindan gecisi kolaylagtirmakta ve genetik

materyalin verimli bir sekilde aktarilmasina yardimci olmaktadir (Uddin, 2007).

Inorganik viral vektorler (metaller ve metal oksitler), kolay sentez edilebilme, uzun

raf dmrii ve hedef dokularda birikebilme yetenegi gibi listlinliiklere sahiptir (Pamukci1 vd.,

2018).

Lipozomlar ise, kolesterolden ve toksik olmayan dogal fosfolipidlerden
olusturulabilen kiiresel sekilli kiiciik yapay vezikiillerdir. Katman sayilarina ve
boyutlarma gore kiigiik tek katli vezikiiller (small unilamer vesicles, SUV), biiyiik tek
katl vezikiiller (large unilamer vesicles, LUV), cok katl vezikiiller (multilammer
vesicles, MLV) ve ¢ok vezikiillii lipozomlar (multivesicular liposomes, MVL) olarak

siiflandirilmaktadirlar (Akbarzadeh vd., 2013).

Polimerler, gen tedavisinde biiyiik ilgi goren viral olmayan vektorler arasinda yer
almaktadir. Genellikle protonlanabilir amin pompasi tasiyan bu polimerler, pozitif yiiklii
olduklar1 i¢in negatif yiiklii genetik materyal ile etkilesip partikiil olusturmakta ve bu
pozitif net yiiklii partikiiliin negatif yiiklii hiicre zarindan 6zellikle de endositoz ile etkili
bir sekilde taginmasini saglamaktadir (Dinger vd., 2005). Polimerler, proteinler, peptitler
ve polisakkaritler gibi dogal ve polietilenimin (PEI), dendrimenler ve polifosfoesterler

gibi sentetik polimerler olarak kategorize edilmektedir (Ramamoort ve Narvekar, 2015).

Kitosan, diisiik immiinojenitesi, toksik olmayan ve biyolojik olarak pargalanabilen
yapisiyla siklikla tercih edilen polikatyonik bir polimerdir. Bu nedenlerden dolay1 gen

aktarim sistemlerinde 6zellikle tercih edilmektedir.

2.6.1. Kitosan

Kitosan (a (1—4) 2-amino-2-deoksi-B-d-glukan), kitinin alkalin deasetilasyonu ile
elde edilen ve kabuklularin (yengegler, 1stakozlar), boceklerin dis iskeletinde ve miselyal
mantarlarin  hiicre duvarlarinda bulanan bir polisakkarittir.  Kitosan, diisiik
immiinojenisiteye sahip, toksik olmayan ve biyolojik olarak parcalanabilen polikatyonik

bir polimerdir (Mansouri vd., 2004; Lara-Veleazquez vd., 2020). Ayni zamanda demir,
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bakir, magnezyum gibi elementlerin selatorii olan kitosan antioksidan ve hemostatik bir
ajan olarak islev gormektedir. Ayrica, inflamatuvar yaniti modiile ederek, notrofillerin,
makrofajlarin ve fibroblastlarin etkisini artirarak doku onarim siirecini ve Yyara
tyilesmesini hizlandirmaktadir. Katyonik yiikii sayesinde kitosan, bakterilerin negatif
yiiklii hiicre zarinda gegirgenligi artirip besin alimini bozmakta ve antimikrobiyal etki

aci1ga ¢ikarmaktadir (Lara-Veleazquez vd., 2020).

Kitin Kitosan
CH3 'CH
OH o= OH o=
\ _ NH
0T\ & NH‘ .| Deasetilasyon [~O—T-.\ o | ~] J
.~ ) H — — J \ — ) —r > f
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Sekil 2.5. Kitin ve kitosanin kimyasal yapilar: (Muxia vd., 2017, s. 1358-1368)

Bahsedilen 6zeliklerinin yani sira, pozitif ytiklii kitosan negatif yiikli DNA ve RNA
ile kompleks olusturabildiginden gen aktarimi igin olduk¢a iyi bir secenek olarak
goriilmektedir. Kitosan, 1995 yilinda ilk kez plazmit transfeksiyonu igin kullanilmus,
2006 yilindan itibaren de siRNA tasinmasi i¢in kullanilmaya baslanmistir (Santos-
Carballal vd., 2018). Son yillarda, kitosan biyo-uyumlulugu, biyolojik olarak
parcalanabilmesi, miikemmel film olusturabilme yetenegi, yiiksek geg¢irgenligi ve muko-
yapigkan olarak tanimlanan biiylik molekiillerin mukozal yilizey boyunca penetrasyonunu
artirma yetenegi ile gen aktarimi i¢in oldukga yaygin bir sekilde tercih edilmektedir (Xu
ve Du, 2002; Mansouri vd., 2004). Ancak, kitosan asidik ortamlarda iyi ¢6ziiniirken, notr
ve bazik ortamlarda ¢ok zayif c¢oziinmektedir. Kitosanin bu o6zelligi sudaki
¢Oziiniirliigliniin, transfeksiyon verimliliginin ve hedefleme yeteneginin diismesine yol
acmaktadir. Bu sorunlar1 ¢dzmek i¢in ¢esitli modifikasyonlarin yapilmasina ihtiyag
duyulmustur (Choi vd., 2016). Bu modifikasyonlar arasinda en ¢ok dikkat ¢eken,
kitosanin enzimatik ve asidik hidroliz ile depolimerize edilerek kitooligosakkaritleri
(KOS) dontstiirilmesidir (Xia vd., 2011). Antibakteriyal, antiinflamatuvar, antioksidan,

anti-timor, kolesterol diisiirme, anti-obezite gibi cesitli biyoaktiviteler gosteren
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kitooligosakkaritler suda c¢oziintirliklerinin yani sira, molekiiler kiitlelerinin ve
viskozitelerinin diisiik olmasi nedeni ile bazi endiistriyel uygulamalar icin kolaylik

saglamaktadir (Hamed vd., 2016; Jafari vd., 2020).

Gen aktariminda kullanilan bir diger 6nemli vektorde tasidiklar1 etken maddenin
dolasim siiresini uzatabilen nanopartikiillerdir. Suda ¢oziiniirligii zayif olan etkin
maddelerin hiicre memranindan gegisini artirmalari, biyouyumlu olmalar1 ve
biyoyararlanimi artiriyor olmalar1 gibi nedenlerle kati lipit nanopartikiiller (KLN) bu

alanda 6ne ¢ikmaktadir (Marangoz ve Yavuz, 2020).

2.6.2. Kat1 lipit nanopartikiiller (KLN)

Emiilsiyon, lipozom ve polimerik sistem gibi geleneksel tasiyict sistemlerin diisiik
tasima kapasiteleri, kararsizlik sorunlari ve toksisite riskleri nedeni ile endiistriyel
iretimde kullanimlar1 kisitlidir. Bu nedenle, 1980°lerde kati lipit mikropartikiiller
gelistirilmis ve daha sonra da 1990’larin baslarinda mikron alt1 aralikta biyo-uyumlu ve
biyolojik olarak parcalanabilen KLN gelistirilmistir (Gordillo-Galeano ve Mora-Huertas,
2018). KLN, viicut ve oda sicakliginda kati olan lipitlerden hazirlanan ve yiizey etkin
maddeler ile stabilize edilebilen nanometre boyutlu partikiillerdir (Marangoz ve Yavuz,
2020). KLN iiretimi i¢in kullanilan yontemler arasinda yiiksek basingli homojenizasyon
(sicak ve soguk homojenizasyon), mikroemiilsiyon yontemi, ¢oziicii emiilsifikasyon-
evaporasyon veya c¢oziici diflizyon yontemi, yiiksek hizda karistirma ve/veya

ultrasonikasyon yontemi yer almaktadir (Marangoz ve Yavuz, 2020).

KLN’ler, fizyolojik lipitlerden olusma, kontrollii ila¢ salimi ve hedeflendirme
yapabilme, hem hidrofilik hem lipofilik ilaglar1 tasiyabilme, biiyiik 6l¢iide iiretim ve
sterilizasyona elverisli olma, toksisite riskinin diisiikk olmasi, ila¢ kararligmi ve
hapsedilmis etkin maddenin biyoyararliligin1 arttirma gibi avantajlar sunmaktadir.
Bunlarla birlikte, ongoriilemeyen jellesme egilimi, polimorfik gegis sonrasinda ilag
sizintis1 ve ilag ylikleme kapasitesinde diisiikliik gibi baz1 dezavantajlara sahiptir (Yadav
vd., 2013; Lingayat vd., 2017; Marangoz ve Yavuz, 2020). KLN’ler suda ¢éziinmeyen
ilaclarin ¢oziinilirliiglinii ve biyoyaralanimini arttirmanin yani sira nanometre Olgekli
partikiil boyutlarindan dolay1 ila¢g emilimini, taginmasini ve dagitimini tesvik etmektedir
(Uner, 2007; Mehnert ve Mider, 2011; Tan vd., 2017). KLN’ler kan dolasimindan ziyade
daha ¢ok lenfatik sistemde dolagsmasi nedeniyle hapsettigi ilag¢ etkin maddesini ilk gegcis

etkisinden korumaktadir. Bu sayede daha diisiik dozlarda tedaviyi miimkiin kilmakta bu
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da daha az yan etkinin olusmasina sebep olmaktadir. Bu sebeple de KLLN ile hazirlanan
ilag etkin madde igeren formiilasyonlarda serbest ilaglara gore daha az toksisite

goriilmektedir (Oztiirk, 2017).

Bu bilgilerden hareketle bu tez ¢alismasinda viteksinin ndropatik agr1 tizerindeki
olas1 etkisinin belirlenmesi ve bu etkinligin serotonerjik sistem ile iliskisinin
aydinlatilmas1 amaglanmistir. Bu amac dogrultusunda, KKH ile néropatik agr1 gelistirilen
siganlara intraperitoneal (i.p) olarak uygulanan 5, 10, 20, 40 mg/kg viteksinin muhtemel
anti-allodinik etkisinin elektronik von Frey cihazi ile ve antihiperaljezik etkisinin plantar
test (Hargreave’s Methodu) ile degerlendirilmesi ve sonuglarin referans ilag olarak
kullanilan 30 mg/kg pregabalin ile karsilastirilmasi planlanmistir. Serotonerjik sistemin,
viteksinin anti-allodinik ve antihiperaljezik etkisindeki rolii, 5-HT> antagonisti ketanserin
(1 mg/kg; i.p), 5-HT3 antagonisti ondansetron (1 mg/kg, i.p) ve 5-HT1a antagonisti
WAY-100635 (1 mg/kg) kullanilarak arastirilmstir.

Glniimiizde kersetin, genistein, apigenin, naringenin, silibinin ve kamferol ve
viteksin gibi falavonoidler siklikla calisilmakta fakat bunlarin diisiik ¢oziiniirliikleri, sulu
ortamda karasizlik, zayif emilim, foto degredasyon ve hizli metabolizma ozellikleri
nedeniyle kullanimlarinda sikintilar yasanmaktadir (Thilakarathna vd., 2013; Cassidy
vd., 2017; Roy vd., 2019). Bu sebeple modern nanoteknoloji kullanilarak gelistirlen nano
tasiyicilar ile kapsiilleme flavonoidlerin bu dezavantajlarini azaltarak biyoyararlanimini
artirabilmektedir (Khan vd., 2019; Roy vd., 2019; Dobrzynska vd., 2020). Bu baglamda
flavonoid yiiklii nanopartikiiller gelismis ¢oztniirliikleri, azaltilmig yan etkileri ve uzun
stireli biyolojik kullanilabilirlikleri nedeniyle 6nemli bir arastirma konusudur. Bugiine
kadar farkli flavonoidler i¢inde ¢esitli tasiyici sistemler gelistirilmistir. Bunlar igerisinde
polimerik nanopartikiiller (Puhl vd., e ark, 2012; Tuncer vd., 2016; Fatma vd., 2016), kat1
lipit nanopartikiiller (Scalia vd., 2013; Tan vd., 2017; Borrrges vd., 2020) ya da metalik
nanopartikiiller (Jain vd., 2012, Sierra vd., 2016;Sharma vd., 2019) bulunmaktadir. Bu
bilgilerden yola ¢ikilarak bu tez kapsaminda viteksinin kitooligosakkarit kapl kati lipit
nanopartikiillere yiiklenmesi ve etkisinin arastirilmasi islemleri yapilmis daha sonra in
vivo olarak da bu etki degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla kati lipit olarak
Dynasan 114 ve formiilasyonlara katyonik 6zellik kazandirmak i¢in katyonik ajan olarak
didodesildimetilamonyum bromid (DDAB) kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda DDAB

kullanilan formiilasyonlarin hiicreler lizerindeki yiiksek sitotoksisite gdstermesi sebebi ile
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kat1 lipit nanopartikiillerin suda ¢oziinen kitooligosakkarid ile kaplanmasi yapilmistir.
Formiilasyonlarda once karakterizasyon analizleri (Partikiill boyut ve dagilimi, zeta
potansiyel, pH ce DSC) sonra da viteksinin yiiklenme miktar1 ve zaman igerisinde salim
Ozellikleri degerlendirilmistir. Hazirlanan formiilasyonlarda genetik materyal olarak GFP
plazmidi kullanilmis ve genetik materyalin nanopartikiillere adsorbsiyon g¢aligmalari
yapilmistir. Bu formiilasyonlarin hiicre canlilig1 {izerindeki etkisinin arastirilmasi igin
MTT test kullanilmis ve hiicrelerde transfeksiyon o6zellikleri arastirilmistir. Daha sonra

uygun formiilasyonlar bir sonraki asamada in vivo deneyler i¢in kullanilmustir.

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Sarf madde Firma adi

Viteksin Cayman Chemical

Ketamin Richter Pharma AG, Avusturya
Ksilazin Bioveta, Ankara, Tiirkiye
Pregabalin Cayman Chemical

Ketanserin Sigma, St. Louis, A.B.D
Ondansetron Sigma, St. Louis, A.B.D

WAY-100635

Dynasan 114
Kitooligosakkarit (KOS)
Diklorometan

Sigma, St. Louis, A.B.D
101 Oleo GmbH, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya

Agaroz Sigma Aldrich, Almanya
DMSO VWR Prolabo, ABD

DMEM Sigma Aldrich, Almanya
EDTA Sigma Aldrich, Almanya

Etidyum bromiir~95% Amresco, Amerika

Etil Alkol (Absoliit)
Fotal sigir serumu
Penisilin/Streptomisin
MTT boyasi

GFP plasmid

1XPBS tampon
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Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
GIBCO, Ingiltere
Applichem, Almanya
Aldevron, ABD

Capricorn Sci., Almanya



Tween 80
Span 80®
Trizma Baz
Borik asit
Tripsin/EDTA
DDAB®

Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent

3.2. Kullanilan Cihazlar

Makine-Techizat

Elektronik von Frey Cihazi

Plantar test-Hargreaves Aparati
Ultrasonik su banyosu

Hassas terazi

Aktivite kafesi

Manyetik Karistirict

Mekanik Karistirici

Sonikator

Su banyolar1

Hassas teraziler

Saf su cihaz1

Rotavapor

Kiictik kapasiteli masa iistii santrifiij
Partikiil boyut daglimi, zeta potansiyel dlger
Otoklav

Vorteks

pH metre

Kiigiik kapasiteli yatay elektroforez*
Jel dokiimentasyon sistemi

CO2’li Etliv

Invert Mikroskop

Biiytik kapasiteli santrifiij
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Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Fluka, Almanya

Invitrogen, ABD

Firma-Model

Ugo Basile 38450=004, italya
Ugo Basil 37370, Italya

Heto, Allerod, Danimarka
Ohaus E12140, Isvigre

Ugo Basile 47420, italya
Stuart, ingiltere

Heidolph Hei Torque, Almanya
Sonics, Vibra Cell, ABD

Lab Companion BW 10H,
Mettler AM 100, ABD
MilliQ Millipore, Fransa
Buchi (R-205), Isvigre
Sigma-Aldrich, Almanya

Malvern Zetasizer Nano ZS, Ingiltere

Hirayama HVE 50, Japonya
Velp Scienticia, Cin

WTW Profi Lab, Almanya
GE Healthcare, ABD
UviTec Cambridge, Ingiltere
Binder, Almanya

Leica DMI 400, Almanya
Rotina 420R, Almanya



Laminar Akis Kabini Kojair Xtraline Biowizard

Cytatin 5 Coklu Plaka okuyucu BioTek, ABD

Otomatik Mikropipetler Ovation M, Vista Lab, ABD
Elektronik pipet Brand Accujet pro, ABD
Derin dondurucu (-20) Liebherr Medline, Almanya
Derin dondurucu (-80) New Brunswick Sci, ABD

3.3. Deney Hayvanlar

Deneylerimizde Anadolu Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Birimi’nden alinan 200-250 g agirliginda Spraque Dawley disi siganlar kullanilmustir. 12
saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisii olan, iyi havalandirilmis, 22 + 1 °C ortam
sicakligina sahip odalarda barindirilan hayvanlar deneyler baslamadan birkag¢ giin 6nce
deneylerin yapilacagi odaya alinarak deney ortamina alistirtlmigtir. Standart yem peletleri
ve ¢cesme suyu verilerek hayvanlarinin beslenmeleri saglanmistir. Deney hayvanlari ile
yapilacak c¢alismalar i¢cin Anadolu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Komitesi (Karar No: 2019-41, 13.11.2019) tarafindan Etik Kurul Onay1 alinmustir.

3.4. Deney Gruplarimn Olusturulmasi ve fla¢ uygulamalar

KKH modeline bagli nodropati gelisimini gosterebilmek ic¢in cerrahi islem
yapilmadan 6nce tiim siganlarin termal (Plantar Test) ve mekanik (Elektronik von Frey
filament) agr1 esikleri Ol¢lilmiistiir. Daha sonra cerrahi islem yapilarak si¢anlarda
KKH’ye bagli néropati modeli gelistirilmistir. Cerrahi miidahalenin etkisini gostermek
amaciyla sham grubu olarak Segilen bir grup si¢ana ise sinir hasar1 verilmeden sadece
sham operasyonu yapilmistir. Sinir hasar1 olusturulduktan ve sham operasyonu
yapildiktan 7 giin sonra, ayni test prosediirleri ile si¢anlarin termal ve mekanik esikleri
tekrar Ol¢iilmiis ve noropati gelisiminin tespit edildigi si¢anlar deneylere alinmistir. Daha
sonra 8. Giinde ila¢ enjeksiyonlar1 yapilip tekrarlanan test prosediirleri ile ilag etkinligi
ve etki mekanizmasimin degerlendirilmesi yapilmistir. Viteksin, %0,5 karboksimetil
seliloz (CMC) ¢ozeltisi ve serum fizyolojigin 3:7 oraninda karisimi igerisinde
¢oziinmistir (Sumbul vd, 2016) ve kontrol grubuna da bu ¢oziicii uygulanmistir. %8
DMSO (dimetilsiilfoksit) ve %50 PEG (polietilen glikol) ¢6zeltilerinin 1:1 oraninda
karisimi pregabalin ¢oziiciisii olarak kullanilmistir. Ketanserin, ondansetron ve WAY -

100635 serum fizyolojikte ¢oziilmiistiir. Tiim enjeksiyonlar i.p. yolla yapilmistir.
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Viteksinin antihiperaljezik ve anti-allodinik etkinligini ve etki mekanizmasi

degerlendirmek i¢in si¢anlar 14 gruba ayrilmistir. (n=8). Bu gruplara sirasiyla;
1. Coziicii uygulamasi (Sham kontrol grubu),

2. Coziicii uygulamasi (No6ropatili kontrol grubu),

3. 5 mg/kg viteksin uygulamast,

4. 10 mg/kg viteksin uygulamasi,

5. 20 mg/kg viteksin uygulamast,

6. 40 mg/kg viteksin uygulamast,

7. 30 mg/kg pregabalin uygulamast,

8. Coziici uygulamasindan 30 dk o6nce 5-HT. antagonisti 1mg/kg ketanserin 6n-

uygulamasi,

9. Viteksin uygulamasindan 30 dk 6nce once 5-HT> antagonisti 1mg/kg ketanserin 6n-

uygulamasi,

10. Cozict uygulamasindan 30 dk 6nce 5-HTs antagonisti 1mg/kg ondansetron on-

uygulamas,

11. Viteksin uygulamasindan 30 dk dnce dnce 5-HT3 antagonisti 1mg/kg ondansetron 6n-

uygulamast,

12. Coziicii uygulamasindan 30 dk 6nce 5-HT1a antagonisti 1mg/kg WAY-100635 6n-

uygulamasi,

13. Viteksin uygulamasindan 30 dk 6nce 6nce 6nce 5-HT1a antagonisti 1 mg/kg WAY -
100635 6n-uygulamasi,

14. 5 mg/kg viteksin yiiklii formiilasyon uygulamasi, yapilmistir.

Noropati modeli gelistirilmis 4 ayr1 grup (15., 16. 17. ve 18. grup) ise aktivite kafesi
ile lokomotor aktivitenin degerlendirilmesi i¢in belirlenmis ve bir gruba c¢oziici
uygulamasi yapilirken, bir gruba etkili bulunan ve etki mekanizmasi ¢alismalarinda da

uygulanan 20 mg/kg viteksin uygulamasi, bir diger gruba 5 mg/kg viteksin igeren
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formiilasyon ve son olarak da viteksin yiiklii olmayan bos formiilasyon uygulamasi

yapilmustir.

3.5. Deneysel Yontemler

3.5.1. Kronik konsriiksiyon sinir hasar1 (KKH)’na bagh noropati modelinin

olusturulmasi

Bennett vd., tarafindan 1988 yilinda gelistirilen ve ilk bulunan parsiyel siyatik sinir
zedelenmesi modeli olan KKH, siklikla tercih edilen bir néropatik agr1 hayvan modelidir.
Sicanlar i.p olarak uygulanan 90 mg/kg ketamin + 10 mg/kg ksilazin ile anestezi altina
alindiktan sonra sag arka bacaklarinin iist kismi trasglanip cerrahi isleme hazir hale
getirilmistir (Pathak vd., 2013). Anestezi uygulamasini takiben spontan hareketlerini
kaybeden si¢anlar gégiis kafeslerinin iizerine yerlestirilmis ve arka bacaklar1 femurlari ile
90 derecelik ag1 olusturulacak sekilde sabitlendikten sonra kalg¢anin distalinde, femurun
3-4 mm altina uzunlamasina ekseni boyunca 1cm’lik kesik atilmigtir. Makas yardimiyla
kas tabakasi ayrildiktan sonra aciga c¢ikarilan siyatik sinir g¢evre dokulardan
temizlenmistir. Daha sonra bu sinire, 4/0 ipek katkiit (Dogsan, Trabzon, Tiirkiye)
kullanilarak unilateral olarak yaklasik 1mm araliklarla dort ayr1 gevsek diigiim atilmigtir
(Austin vd., 2012). Her bir diigiim iizerine ikinci bir diigiim daha atilarak diigtimlerin
uygun pozisyonda kalmasi saglanmistir. Diiglimlerde serbest kalan uglar 1 mm olacak
sekilde kesildikten sonra (Shi vd., 2011), kesi atilan alan 4/0 ipek katkiit (Dogsan,
Trabzon, Tiirkiye) ile kapatilmis ve dikis tamamlandiktan sonra iyot ¢ozeltisiyle sterilize
edilmistir. Cerrahi islem sonrasinda sicanlar ayri1 kafeslerde muhafaza edilmis ve
anesteziden ¢ikana kadar takip edilmistir. Test prosediirlerine baglamadan 6nce, siganlar

noropati gelisimi i¢in 1 hafta boyunca bekletilmistir.

3.6. Agn Esiklerinin Degerlendirilmesi
3.6.1. Elektronik von Frey cihazi-mekanik allodini

Sicanlarin mekanik uyarana karsi agri esikleri, elektronik von Frey cihazi (Ugo
Basile, No: 38450, Verase, italya) kullanilarak &l¢iilmiistiir. Elektronik von Frey cihazi
kapasitesinin [1=1000 gram force (gf)] izin verdigi kadar kullanic1 kontrollii olarak
strekli kuvvet uygulanmasi saglanmakta ve hayvan tepkisini otomatik olarak
kaydetmektedir. Mekanik allodini, elektronik von Frey cihazi kullanilarak gelistirilen
mekanik uyarana yanit olarak sicanin pengesini geri ¢ekme esiginin tespit edilmesiyle

degerlendirilmistir. Siganlar mekanik allodini degerlendirmesinden 6nce delikli metal
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platformun {izerine konulan 6zel plastik kafeslerine yerlestirilip 15-30 dk boyunca ortama
alistirilmistir (Bordet vd., 2008). Hayvanin sinir hasari gelistirilen taraftaki arka ayak
pengesinin orta plantar ylizeyine dik olarak uygulanan paslanmaz ¢elik bir filament
araciligiyla, operator kontroliindeki hizla artan kuvvet ile mekanik uyar1 olusturulmustur
(Huang vd., 2004; Thangamani vd, 2013). Hayvanin pengesini ¢ekmesine yol agan gii¢
(gram=gf) cihaz tarafindan kaydedilmistir. Her bir sigcan i¢in 3’er dakikalik araliklarla
alman 3-4 ardisik Ol¢limiin  ortalamasi hayvanin geri ¢ekme esigi olarak
degerlendirilmistir. Pengede doku hasar1 gelismesinin 6niine gegmek icin kuvvet kesme

noktasi (cut-off) 50 gf olarak belirlenmistir (Huang vd., 2004; Bordet vd., 2008).

3.6.2. Plantar test (Hargreaves metodu)- termal hiperaljezi

Sicanlarin termal uyarana karsi agr1 esikleri plantar test-Hargreaves aparati (Model
no:37370; Ugo-Basile, 7280, italya) ile dl¢iilmiistiir. Termal hiperaljezi, termal uyarana
yanit olarak siganin arka pengesini ¢ekme siiresi iizerinden degerlendirilmistir. Siganlar
test baglamadan Once 6zel cam platformun {izerine konulan seffaf plastik kafeslerine
yerlestirilip 15-30 dk boyunca ortama alistirllmigtir. Yiiksek yogunluklu hareket edebilir
radyant 1s1 kaynagi, sicanin arka ayak pengesinin orta plantar yiizeyine denk gelecek
sekilde cam platformun altina yerlestirilmistir ve 6l¢lim esnasinda hayvanin hareketsiz
olup olmadigi takip edilmistir. Radyant 1smmin baslangicindan siganin pengesini
cekmesine kadar gegen siire cihaz tarafindan otomatik olarak kaydedilmektedir (Hori vd.,
2010). Her bir sigan igin 3’er dakikalik araliklarla alinan 3-4 ardisik 6lgiimiin ortalamasi
hayvanin geri ¢ekme esigi olarak degerlendirilmistir. Plantar test cihazinin infrared 1s1
yogunlugu nedeniyle hayvanin penge dokusunda olusabilecek hasarin Oniine
gecilebilmesi i¢in deneyin bitirilme zamani (cut-off) 30 sn olarak belirlenmistir (Duan

vd., 2014).

Maksimum olasi etkinin yiizdesi (%MPE), elektronik von Frey ve plantar testlerden

elde edilen esiklerden hareketle asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Kondo vd.,

2009):

%MPE = [(ilag sonras1 Ol¢iilen esik — ilag dncesi Slgiilen esik) / (cut off degeri — ilag
Oncesi Ol¢iilen esik)] x 100 (3.2)

%MPE degerindeki yiikselme anti-allodinik ve antihiperaljezik aktivite olarak

degerlendirilmistir.
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3.6.3. Aktivite kafesi

Hayvanlarin spontan lokomotor aktivitesini degerlendirmek i¢in pleksiglas yapida
ve kafes bicimindeki aktivite kafesi kullanilmistir. Hayvanlarin kafes i¢inde yaptiklari
yatay ve dikey yondeki hareketler, infrared 1sinlar1 kesintiye ugratmakta ve elektronik
tinitenin dahili hafizas1 tarafindan sayilan ve kaydedilen 1sin kesintileri, kullanicinin
hayvan aktivitesini degerlendirmesini ve analiz etmesini saglamaktadir (Marazoti vd.,
2009). Coziicli, 20 mg/kg viteksin, 5 mg/kg viteksin igeren formiilasyon ve viteksin
icermeyen bos formiilasyon uygulanan néropatik agri modeli olusturulmus hayvanlar
madde uygulanmasindan 45 dk sonra aktivite kafesine alinmis ve 15 dk boyunca 6l¢tim

yapilmistir.

3.7. Formiilasyon Calismalari
3.7.1. On formiilasyon cahsmalari
3.7.1.1. Lipidik yapidaki nanopartikiil (LNP) formiilasyonlarinin hazirlanmast

LNP'ler bazi modifikasyonlarla sonikasyon-evaporasyon yontemleri ile
hazirlanmistir (Olbrich vd., 2001; Senel vd., 2012; Senel vd., 2015). Bu teknikte, Tablo
3.1°de gosterilen miktarda tartilan kati lipit (Dynasan 114) 500 ul diklorometan (DKM)
ile bir balon i¢inde ¢ozlindiiriilmiistiir. Balon hemen rotavapora alinmis ve ¢oziicii ugurma
islemi 500 mbar basingtan baslayarak en son 100 mbar’a indirilmis ve 30 dk organik
¢Oziiciiniin u¢gmast lipidin balon i¢ yiizeyinde film tabakasi olusturmasi beklenmistir. Ayri
bir falkon tiipii i¢inde ise distile su ve yiizey aktif maddeler (Tween®80 ve Span 80)
tartilmis ve homojen bir sekilde karigsmasi i¢in hafifge vortekslenmistir ve 40 °C’ye kadar
1sitildi. Iki sivi faz birbiri iginde hemen dagitilarak %40 giigte 3 ya da 5 dk sonikasyona
maruz birakilmistir. Bu arada hazirlanan formiilasyonun eser miktarda kalabilecek DKM
ve sonikasyon sebebiyle ¢ok 1sinmamast ve etkilenmemesi i¢in ara ara soguk su dolu
beher igine daldirma islemi uygulanmis ve sistemin asir1 1sinmasi engellenmistir. 5 dk
sonikasyon sonunda balon igerigi bir behere alinmis ve gece boyunca manyetik karistiric
tizerinde karigmaya birakilmistir. Burada eser miktarda kalabilecek DKM’nin de ugmasi
saglanmistir. Siire sonunda goézle herhangi bir faz ayrismasi ya da kremalasma olup
olmadig1 kontrol edilerek oda 1sisinda bir hafta beklemeye birakilmistir. Bir hafta
sonunda da yine gozle goriilen faz ayrismasi ya da kremalagsma olup olmadigi kontrol
edilmis ve uygun formiillere katyonik ajan eklemesi islemlerine gecilmistir. Hazirlanan

formiilasyonlarin oranlar1 ve kodlar1 Tablo 3.1°de gosterilmektedir.
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Tablo 3.1. Lipidik ve kitooligosakkarid kapl formiilasyonlarin kodlart ve kullanilan miktarlari

Kati lipit Yiizey etkin maddeler Katyonik Ajan Polimer Viteksin Organik Uygulanan
mg/mL goziicii yontemler
mL

Formiilasyon Dynasan 114 Tween® 80 Span®85 DDAB® Kitooligosakkarid DKM Sonikasyon

(9/2mL) (9/2mL) (9/2mL) (9/2mL) (mg/4mL) Siiresi (dk)
F1 0,08 0,156 0,084 - - - 500 3
F2 0,08 0,156 0,084 - - - 500 5
F3 0,04 0,156 0,084 - - - 500 3
F4 0,04 0,156 0,084 - - - 500 5
F5 0,2 0,156 0,084 - - - 500 5
F6 0,2 0,156 0,084 - - - 500 5
F7 0,2 0,156 0,084 0,06 - - 500 5
F8 0,2 0,156 0,084 0,006 - - 500 5
F9 0,2 0,156 0,084 0,0006 - - 500 5
F10 0,2 0,156 0,084 - 10 - 500 5
F11 0,2 0,156 0,084 - 20 - 500 5
F12 0,2 0,156 0,084 - 20 5 500 5
F13 0,2 0,156 0,084 - - 5 500 5
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3.7.1.2. LNP’lere pozitif yiik kazandirma

Katyonik lipitler genellikle anyonik 6zellikteki maddelerdir ve genetik materyale
elektrostatik olarak tutunabilmek i¢in katyonik 6zellik tasimalar1 gerekmektedir (Uddin,
2007; Chen vd., 2010). Formiilasyon hazirlama sirasinda hazirlanan nanopartikiillere
genetik materyalin baglanabilmesi i¢in katyonik 6zellik kazandirilmak istenmistir. Bu
amagcla literatiirde de sikc¢a kullanilan DDAB katyonik ajan olarak secilmistir. DDAB
formiilasyon hazirlama asamasinda kati lipit ile birlikte tartilmis ve DKM igerisinde
¢Oziindiiriilmiistiir. Bundan sonra formiilasyonlarin hazirlanmasi i¢in yukarida “Lipidik
Yapidaki Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmas1” boliimiinde anlatilanlar ile
ayni islemler kullanilmigtir. Hazirlanan formiilasyonlarda da bir hafta herhangi bir
fiziksel ayrisma ya da kremalasma olup olmadigi gézlenmistir. Bir hafta sonunda fiziksel
olarak herhangi bir degisim gozlenmeyen formiilasyonlar sitotoksisite deneyine

alinmustir.

3.7.1.3. LNP’lerin kitooligosakkarid ile kaplanmasi

LNP’lere DDAB ile katyonik oOzellik kazandirilmasi asamasindan sonra Once
karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Karakterizasyon ¢alismalarinda partikiil boyutu
ve zeta potansiyel degerleri gbz Oniine alinarak uygun formiilasyonlar i¢in sitotoksisite
deneyleri yapilmis ve “Bulgular” boliimiinde goriildiigii tizere hiicreler tizerinde ¢alisilan
konsantrasyonlarda yiiksek oranda sitotoksisite gozlenmistir. Daha diisik DDAB
konsantrasyonlarinda da istenen zeta potansiyel degeri elde edilemedigi i¢in

formiilasyona katyonik 6zellik kitooligosakkarid ile kazandirilmasi planlanmistir.

Kitin dogada en bol bulunan dogal bir polisakkaritlerden biridir ve kitosan da en
onemli kitin tiirevidir. Cesitli biyoaktivitelere sahip olmalarina bakilmaksizin, kitin ve
kitosanin suda ¢oziinmemeleri bircok endiistride uygulamalarini sinirlamaktadir. Bu
sebeple kitin ve kitosanin fiziksel, kimyasal veya enzimatik depolimerizasyonu ile KOS
elde edilmistir. KOS’lar kitosana gore suda c¢oziiniir ve diisiik molekiiler agirlikli
tiirevleridir ve bir¢ok yonden ana polimerlerden iistiindiir. KOS’lar ¢ok cesitli biyolojik
aktivitelere sahiptir ve tip, kozmetik, gida ve tarim gibi bir¢ok alanda ¢ok sayida umut

verici uygulamaya sahiptir.

Kitooligosakkaridin dogal katyonik 6zelligi (Huang vd, 2006) sayesinde genetik
materyalin rahatlikla nanopartikiil iizerine adsorbe edilebilecegi ve hiicreler iizerinde

daha az sitotoksik etki yaratacagi diisliniilmiistiir. Bu amagla yukarida “Lipidik Yapidaki
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Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmas1” béliimiinde anlatilan lipit formiilasyonu
DDAB ig¢ermeden hazirlandiktan sonra manyetik karistirict iizerinde 4 ml suda
cOziindiiriilerek hazirlanan KOS ¢o6zeltisi igerisine damlatilarak nanopartikiillerin
kitooligosakkarid ile kaplanmasi saglanmistir. Formiilasyon hazirlandiktan sonra

karakterizasyon ve sitotoksisite analizlerine ge¢ilmistir.

3.7.2. LNP’lere viteksin yiiklenmesi

Formiilasyona viteksin yiikleme asamasi en iyi formiilasyon kosullarmin elde
edilmesinden sonra gergeklestirilmistir. Viteksin konsantrasyonu 5 mg/ml olacak sekilde
tartilmis ve 30 pL DMSO igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra kat1 lipit ile birlikte
balona koyulmus ve rotavopara aktarilarak LNP formiilasyonu hazirlama islemlerinin
aynist uygulanmistir. Olusan dispersiyon kitooligosakkarid ile kaplandiktan sonra yine
karakterizasyon analizleri, genetik materyal baglama analizi, yiikkleme kapasitesinin

belirlenmesi ve in vitro salim deneylerine ge¢ilmistir
3.7.3. LNP’lere genetik materyal yiiklenmesi

Bu asamada hedeflenen genetik materyal olarak secilen GFP (Green Fluorescence
Protein) plazmidinin hazirlanan KOS kapli katyonik lipit nanopartikiillere elektrostatik
etkilesim yoluyla interaksiyon yapmasi saglanmistir. Calisma i¢in kullanilan GFP, kristal
denizanas1 Aequorea victoria'dan tiiretilen 238 amino asitten olusan ~ 27 kDa'lik bir
proteindir. GOriiniir spektrumun yesil boliimiinde, proteinin merkezinde ii¢ spesifik
amino asidin olgunlagsma reaksiyonundan (Ser65, Tyr66 ve Gly67) olusan bir
kromofordan kaynaklanan bir floresan emisyon dalga boyuna sahiptir. GFP'nin
geleneksel floresan boyalara gore en biiyiik avantaji, toksik olmamasi ve canli hiicrelerde
ifade edilebilmesi ve dinamik, fizyolojik siireclerin incelenmesine olanak saglamasidir.
Bu sebeple de ¢ok c¢esitli biyolojik disiplinlerdeki arastirmalarda siklikla
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda plazmid yapilar1 hangi hiicrelerin basariyla aldiginin
belirlenmesinde genellikle bir isaret¢i olarak plasmid yapilarinda bulunmaktadir (http-1).
Bu amagla ¢alismamizda belirli oranlarda alinan formiilasyonlara yapilan ¢aligmaya gore
hesaplanan GFP plazmid miktarlar1 bir tiip igerisinde dikkatlice karistirilmis ve daha
sonra 37°C’de 20 dk inkiibasyona birakilarak elektrostatik etkilesim olmas1 saglanmistir.
Daha sonra bu kompleksler karakterizasyon, sitotoksisite, jel dokiimantasyon ve

transfeksiyon caligmalari i¢in kullanilmastir.
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3.8. Karakterizasyon Calismalari

Bu boliimde hazirlanan lipit formiilasyonlarinda, partikiil boyut ve dagilimi, zeta

potansiyeli ve pH degeri gibi fizikokimyasal 6zellikler degerlendirilmistir.

3.8.1. Partikiil boyut ve dagilimi

Hazirlanan formiilasyonlarda partikiil boyutu ve dagilimi foton korelasyon
spektroskopisi kullamlarak &l¢iilmiistiir. Olgiimler renksiz zeta dlgiim kiivetleri i¢inde
gerceklestirilmistir. Olgiimlerden once, tiim formiilasyonlar, uygun bir sagilma
yogunlugu elde etmek i¢cin pH 7.4 ve 50 uS iletkenlige sahip 0.22 um filtreden gecirilmis
distile su i¢inde dagitilmistir. Olgiimlerde Malvern Zeta Sizer Nano ZS cihazi (25 + 2 °C)
kullanilmis olup cihaz 100 Slgilimiin ortalamasi alinacak sekilde ayarlanmistir ve 3 kez

tekrar edilmistir.
3.8.2. Zeta potansiyel ol¢iimii

Zeta potansiyel 6l¢iimiinde partikiil boyut daglimi i¢in hazirlanan 6rneklerde ayni
cihaz kullanilarak zeta Ol¢lim kiivetleri cihaz iginden ¢ikarilmadan yapilmistir.
Elektrostatik hareketliligin zeta potansiyeline doniistiiriilmesinde asagida gosterilen

Helmholtz-Smulochowski esitligi (E.1) kullanilmistir.
E.1{=E (4mn/e) (3.2)
{ = zeta potansiyeli (mV)
E = elektroforetik hareketlilik
n = dispersiyon ortaminin viskozitesi (su 0,8904 cp)
€ = ¢Oziicliniin dielektrik sabiti (su, 78,54)

Olgiimlerde cihaz 10 dl¢iimiin ortalamasi almacak sekilde ayarlanmistir ve 3 kez tekrar

edilmistir.
3.8.3. pH degeri

Viteksin yliklii ve yliklii olmayan formiilasyonlar hazirlandiktan sonra pH metre ile

pH degerleri belirlenmistir.
3.8.4. FTIR (Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi) analizleri
Hazirlanan formiilasyonlarda FTIR analzileri i¢in 6rnekler oncelikle liyofilize

edilmistir. Daha sonra viteksin, viteksin yiikli KOS-LNP'ler, bos KOS-LNP'ler ve
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viteksin ve bos KOS-LNP'lerin fiziksel karigimi i¢cin 6nce KBr diskleri hazirlanmis daha
sonra FTIR spektrumu FTIR (Schimadzu IR Prestige-21, Japonya) cihazi kullanilarak
4000-500 cm™* dalga boyu araliginda saptanmustir.

3.8.5. NMR (Niikleer manyetik rezonans) analizi

Hazirlanan formiilasyonlarda NMR (*H-NMR) analizleri i¢in 6rnekler dncelikle
liyofilize edilmistir. Daha sonra Viteksin, viteksin yiiklii KOS-LNP'ler, bos KOS-LNP'ler
ve viteksin ve bog KOS-LNP'lerin fiziksel karisimlar1 dotero DMSO (DMSO-d6) iginde
¢oziindiiriilmiistiir. Orneklerin analizleri NMR (Bruker 500 MHz UltraShield NMR,

Almanya) cihaz1 kullanilarak yapilmistir.

3.8.6. Formiilasyonlarda jel reterdasyon analizleri

Bu analizlerde hazirlanan formiilasyonlarin genetik mateyali baglayabilme, serum
varliginda ya da DNAz enzimi varliginda formiilasyonlarin genetik mateyali koruyabilme
kabiliyetleri degerlendirilmistir. Bunun i¢in asagida anlatilan agaroz jel elektroforezi
yontemi kullanilmistir.
3.8.6.1. Agaroz jel elektroforez islemi

Bu analiz icin agardan ya da agar igeren deniz yosunlarindan ekstrakte edilmis bir
polimer olan agaroz kullanilmistir. Agaroz DNA/RNA gortintiillemede kullanilan niikleik

asitleri elektroforetik olarak ayirmak i¢in rutinde kullanilan jellestirici bir ajandir.

Bu islem i¢in asagida tarif edildigi gibi %2,5 agaroz iceren jeller hazirlanmistir.
Hem agaroz jel hazirlanmasi hem de jelin yiiriitiilecegi yiirlitme tamponunu hazirlama
icin dnce 50 x TAE (Tris asetik asit etilen diamin tetra asetat) hazirlanmis daha sonra bu
stok cozeltiden 1 x TAE kullanilmistir. TAE tamponu hazirlandiktan sonra

otoklavlanmistir.

50xTAE (500 ml pH8.0)

Tris 242 g (121,14g/mol)

0.5 M Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) 100 ml (372,24 g/mol pH:8,0)
Glasiyel asetik asit 57,1 ml (60,05)

Tampon hazirlandiktan sonra %2,5’lik 100 ml agaroz jel hazirlamak igin sirasiyla;
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1- Bir erlene 2.5 gr agaroz tartilmis ve tizerine 100 ml 1 x TAE tamponu eklenerek
manyetik karistirici tizerinde 1sitilarak ¢éziinmesi beklenmistir.

2- Agarozun iyi bir sekilde ¢oziindiiglinde ve ¢ozelti seffaflastiginda erlen manyetik
karistiricidan indirildi ve jel ¢6zeltisi yaklasik 45 °C’ye kadar sogumasi beklendi.
Bu dereceye geldiginde iizerine %5 oraninda (10 mg/ml) etidyum bromiir
eklenerek cok kisa bir siire yine manyetik karistirictda homojen bir sekilde
karigsmasi beklenmistir.

3- Cok fazla sogumasina izin verilmeden jel daha 6nceden hazirlanmis jel tepsisine
dokiilerek lizerine yine uygun araliklarla jel taraklari yerlestirilmistir.

4- Jelin polimerlesmesi yani katilagmasi i¢in yaklasik 45 dk beklendikten sonra
tizerine 1 x TAE tamponu koyularak taraklar dikkatlice ¢ikarilmistir.

5- Ornekler dikkatlice kiigiik mikrotiipler icerisine belli konsantrasyonlarda alinmis
ve iizerlerine yiikleme tamponu eklenmis ve homojen karigmasi saglanmistir

6- Yikleme tamponu ile karigtirilan 6rnekler mikropipet yardim ile dikkatlice jel
kuyucuklarma ytiklenmistir

7- Yiikleme islemi bittikten sonra elektroforez cihazi c¢alistirilmis ve 50mv’da
yaklasik 2 saat orneklerin jel igerisinde yiiriitiilmesi saglanmaistir.

8- Siire sonunda jel dikkatlice goriintiileme cihazina (UVP Alliance Cambridge,

Ingiltere) alinmis ve bantlarm goriintiisii UV lamba altinda alinmustur.

3.8.7. Serum ic¢inde karalilik ve DNAz enzimine kars1 koruyuculuk

Hazirlanan formiilasyonlarin 1y1 bir etkinlik gosterebilmesi tasidiklari genetik
materyali hedef bolgeye bozunmadan ya da par¢alanmadan gotiirebilmelerine baghdir.
Dolasimda da ¢iplak haldeki niikleik asitleri parcalayacak bir¢ok niikleazin var olmasi
sebebiyle hedef bolgeye ulasabilme iyi bir tagiyici sistemin tasidiklari genetik materyali
koruyabilme kapasitesine baglidir. Bu amagcla hazirladigimiz formiilasyonlarin birgok
niikleaz iceren serum bilesenlerine ve DNAz enzimine kars1 genetik materyali koruma
kapasiteleri arastirilmigtir. Bu amagla KOS-LNP/GFP kompleklseri %10 fetal bovin
serum (FBS) igeren yiiksek glukozlu Dulbecco’s modified Eagles medium (DMEM) ile
37 °C’de 30 dk, 1 saat, 2 saat, 3 saat 4 saat, 6 saat, 12 saat, 24 saat, 36 saat, 48 saat, 60
saat ve 72 saat inkiibasyona birakilarak serum bilesenlerine kars1 koruyuculuk analiz
edilmigtir. Siire sonunda 6rnekler jel dokiimantasyon sistemi ile herhengi bir par¢alanma
ya da formiilden ayrilma olup olmadig1 goriintiilenmistir. DNAz enzimine kars1 koruma

analizleri iginde sadece 1 pg ¢iplak GFP, 15 pl KOS-LNP/GFP kompleksi DNAz 1 (1,0
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U/ml) ile 37 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda reaksiyon 100 pl reaksiyon
sonlandirma tamponu (400 mmol/L NaCl, 100 mmol/L EDTA, pH 8.0) eklenerek
reaksiyon durdurulmustur. Plazmit DNA biitiinligi %0,8’lik agaroz jel elektroforeze

yiiklenerek parcalanma olup olmadigi analiz edilmistir.

3.9. Hazirlanan Sistemlerin Hiicreler Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi
3.9.1. Hiicre Kiiltiirii calismalar:

Hazirlanan formiilasyonlarin hiicreler tizerindeki etkisinin incelenmesi MTT testi
ile degerlendirilmistir. Bu sebeple Oncelikle hiicrelerin = kiiltiir  islemleri
gerceklestirilmigtir. Calisma i¢in normal hiicre hatt1 olarak NIH-3T3 (fare embriyonik
fibroblast hiicre hatt1) se¢ilmistir.

Secilen hiicrelerinin {iretiminde ve formiilasyonlarin uygulanmasinda hiicre kiiltiir

tekniginden yararlanilmistir. Bunun icin 6ncelikle

1. Hiicreler dnce 25 cm?’lik flasklarda, %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-
glutamin igeren yiiksek glukozigeren DMEM besiyerinde kiiltiire edilmistir.

2. Kiiltiir islemi 37 °C’de %5 CO2 ve %95 hava igeren atmosfer ortaminda etiiv de

yapilmugtir.

3. Hiicreler flask tabanini doldurdugunda 1 ml %0.25 konsantrasyonundaki

Tripsin/EDTA ¢bzeltisi ile muamele edilip 75 cm?’lik flasklara alt kiiltiirlere ayrilmgtir.

4. Calisma icin kullanilacak hiicre siispansiyonu 75 cm’lik flasklardan kaldirildiktan
sonra MTT testi i¢in plakalara ekilmek {izere ayrilmistir. Kullanilmayan diger hiicre
siispansiyonlart uzun siireli hiicre stogu olarak -80 ©°C’de saklanmak {iizere

dondurulmustur.

3.9.1.1. Sitotoksisite calismast

Mosmann  tarafindan  gelistirilen MTT  (3-[4,5-dimetiltriazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolium bromiir) testi, giliniimiizde sitotoksisite, hiicre canlilig1 ve
proliferasyonun degerlendirilmesinde en sik kullanilan yontemdir (Stockert vd., 2012).
Pozitif yiiklii bir bilesik olan MTT, 6karyot hiicrelerin membranindan kolaylikla gecebilir
ancak hiicre i¢ine girdiginde indirgenebilir ve indirgenme sonucu suda ¢oziinmeyen
formazan kristallerini olugturmaktadir. Yontemde kullanilan sar1 renkli MTT boyasinin
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADH) tarafindan indirgenmesiyle olusan bu igne

seklindeki mor formazan kristallerinin, absorbansin 6lgiilebilmesi igcin DMSO gibi uygun
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bir ¢oziiciide ¢ozdiiriilmesi gerekmektedir. Canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis
hiicreler mor renkte boyanirken, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler
boyanmamaktadir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin 6l¢iitii olarak
kabul edilmekte ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisi
ile dogru oranti gostermektedir (Uchida vd., 2009; Van Meerloo vd., 2011; Riss vd.,
2016).

Bu calismada hazirlanan formiilasyonun hiicre iizerindeki sitotoksisitesini
arastirmak i¢cin NIH-3T3 (fare embriyonik fibroblast hiicre hatt1) ve kanser hiicresi hatt
(A549, akciger karsinomu hiicre hatti) hiicrelerine uygulanan MTT testinin agamalar1

asagidaki gibidir.

I. Hiicreler 37 °C sicaklikta ve %5 CO; ve %95 hava igeren atmosfer ortaminda, 75 cm?
’lik hiicre kiiltiirii kaplarinda kiiltiire edildikten sonra tripsin ile kaldirilmis ve %10 FBS

iceren DMEM besiyerinde siispansiyon haline getirilmistir.

I1. Thoma lamu ile hiicre sayimi yapildiktan sonra, hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakalarinin her kuyucuguna her bir kuyuda 2x10* /ml hiicre siispansiyonu olacak sekilde

esit olarak aktarilmstir.

I1l. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan sitotoksik etkiyi belirlemek amaci ile hiicre
slispansiyonunun {izerine farkli derisimde viteksin igeren ve igermeyen formiilasyonlar

eklenmis ve 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.

IV. Kontrol grubu olarak, plakada belirlenen kuyucuklara formiilasyon konulmadan

sadece besiyeri eklenmistir.

V. 24-48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda kuyucuklardaki formiilasyon iceren
besiyeri uzaklastirilmis, her bir kuyucuga 20 pl (5 mg/ml) MTT boyasi eklenmis ve MTT
boyasinin, canliligini koruyan hiicrelerce formazan tuzuna doniistiiriilebilmesi i¢in 4 saat

daha inkiibasyon yapilmistir.

VI. Inkiibasyon siiresinin ardindan, MTT kuyucuklardan uzaklastirilmis ve her bir
kuyucuga 200 ul DMSO eklenmistir. 15 dakika sonra, hiicre canliliginin belirlenmesi igin
bir ¢oklu plaka okuyucuda (Cytation 5, BioTek Instruments, ABD) 570 nm dalga
boyunda renk degisimi tespit edilmistir (Uchida vd., 2009).
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VIIL. Formiilasyon eklenen kuyular icin belirlenen absorbans degerleri kontrol hiicresi

degerleri ile karsilastirilmis ve ylizde deger hesaplanarak grafige aktarilmistir.

VIII. Deney, formiilasyonun her bir derisimi i¢in 8 kuyuda 3’er kez tekrar edilerek

yapilmustir.

3.10. In vitro Salim Calismasi

Viteksinin KOS-LNP formiilasyonunda salim davranisinin belirlenmesi i¢in diyaliz
torba yontemi kullanilmistir. Bu yontemde salim ortami olarak pH 7.4 1 x fosfat tamponu
(PBS) ve 37 £ 0.5 °C’de sink kosullar1 saglanarak analiz yapilmistir. Analizde 2.5 mg saf
viteksin, 2.5 mg viteksin iceren formiilasyon (F12) ve viteksin icermeyen formiilasyonu
(F11) belli molekiil agirligindaki maddeyi gegirebilme 6zelligine sahip diyaliz membran
(12.000-14.000 MW, Sigma) igine koyularak iki ucu sikica kapatilmistir. Membran
kullanilmadan 6nce PBS tampon i¢inde 1 gece bekletilmistir. Bu diyaliz torbas: 100 ml
pH 7.4 PBS i¢ine daldirilarak manyetik karigtirici tizerine koyulmus ve 150 dev/dk’da 96
saat karigtirllmasi yapilmistir. 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90.dk’dan sonra 2.,4.,6., 12., 24., 48
ve 96. saatlerde 500 pl 6rnek alinarak yerine taze tampon eklenmistir. Alinan 500 pl
ornekten 85 pl alinarak izerine 15 pl viteksinin ¢6ziindiigi DMSO koyularak

mikrospektrofotometre cihazinda 335 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timleri alinmistir.
3.10.1. Standart e@rinin hesaplanmasi ve denklem olusturulmasi

Ornek olgiimlerinden 6nce standart egri olusturmak amaci ile 20-100 pg/ml
konsantrasyon araliginda n=3 olacak sekilde 14 konsantrasyon viteksin c¢ozeltisi
hazirlanmis ve bu c¢ozeltilerin 335 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir. Viteksin ¢dzeltisi hazirlanirken bu ¢ozeltilere de
DMSO eklemesi yapilmistir. Olgiimde absorbans degerlerine karsilik gelen
konsantrasyonlar kullanilarak bir grafik ¢izilmistir. Elde edilen grafikte yer alan
degerlerin regresyon analizi yapilarak egrinin kullanilabilirligi ve dogrusallig
saptanmistir. Bu egri ve olusturulan denklem ile viteksinin miktar tayini ve 6rneklerin

zaman ic¢inde salinan konsantrasyonlarinin hesaplamasi yapilmistir.

3.11. Enkapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesi

Yikli nanopartikiillerin etkin madde yilikleme kapasitesi genellikle yiizde
enkapsiilasyon etkinligi (%EE) seklinde ifade edilir. %EE yiiklenen etkin maddenin

toplam etkin maddeye bdliinmesiyle hesaplanir. Yiiklenmis etkin maddeye bagh olarak
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nanopartikiil kiitlesinin yiizdesini belirten, nanopartikiiliin birim agirlig1 basina ytiklenen
etkin madde miktaridir (Khoshneviszadeh vd., 2016). Tez calismasinda hazirlanan
formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinlikleri UV-spektrofotometre ile baz1 degisikliklerle
hesaplanmistir (Oztiirk, 2017; Caliskan, 2019). Kalibrasyon egrisi ¢izildikten sonra
belirlenen denklemden yola ¢ikilarak viteksinin formiilasyon ile enkapsiilasyon etkinligi
belirlenmistir. Bunun i¢in bir tiipe 500 pl F12 alinmis ve tizerine 1 ml disitle su eklenip
once 30 saniye %20 giicte sonikasyon uygulanmis ve 16500 rpm’de 10 dk santrifiij
uygulanmustir. Stipernatant alinmis ve filtreden gegirilmis ve tizerine 250 pl PBS tampon
+ 50 ul DMSO koyularak spektrofotometrede 6lgiim yapilmistir. Tiipiin dibinde kalan
pellet tizerine 6nce 100 pl distile su koyularak lipidin erime derecesinin yaklagik 10 °C
tistiindeki su banyosunda (yaklasik 75 °C) 1 dk tutulmus ve lipit yapisinin bozulmasi
saglanmigtir. Daha sonra tizerine 250 ul PBS ve 50 ul DMSO koyularak hafifge vorteks
yapildiktan sonra 16500 rpm’de 10 dk santrifiij uygulanmistir. Tiipten alinan slipernatant
filtreden gecirilmis ve tizerine 250 pl PBS tampon ve 50 pul DMSO koyularak
spektrofotometrede 6lgiim yapilmistir. Tiip dibindeki pellet {izerine 250 ul PBS tampon
ve 50 ul DMSO koyularak spektrofotometrede 6l¢iim yapilmistir.

Enkapsiilasyon etkinligi ¢calismasi1 ve hesabi Khoshneviszadeh vd., (2016) yaptigi
calismada kullandig1 yontem ve esitlik ile gergeklestirilmistir. Enkapsiilasyon etkinligini

hesaplamak amaciyla asagida verilen denklem (E2) kullanilmistir.
E2:

%EE= [(Formiilasyondaki etkin madde miktari- Siipernatanttaki etkin madde miktari) /

(Formiilasyondaki etkin madde miktari)] x 100 (3.3)

3.12. istatiksel Analiz

Hayvanlarda néropatik agri gelisiminin istatiksel degerlendirilmesi i¢in tek-yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey HSD c¢oklu karsilagtirma testi
uygulanmistir. Etki degerlendirmesi icin ¢ift-yonlii ANOVA ve ardindan Bonferroni
metodu uygulanmistir. Tiim istatiksel analiz sonuglar1 Graphpad Prism ver. 5.0 paket
program kullanilarak hesaplanmistir. Tiim analiz sonuglar1 +standart hata (S.H.) olarak

ifade edilmis ve istatiksel anlamlilik diizeyi baglangici olarak P<0.05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Deneysel Noropati Gelisimi

KKH uygulanan gruplarin tamaminda noropati gelisimi gozlenmistir ve Sekil. 4.1
ve sekil 4.2°de goriildiigii tizere mekanik ve termal uyarana karsi agr1 esiklerinde anlamli
(P<0.001) bir diisiis gerceklesmistir. SHAM grubunda ise beklendigi iizere noropati

gelismemis ve mekanik ve termal agri1 esiklerinde degisiklik gdzlenmemistir.

Mekanik allodini

Kuvvet (gr)

Sekil 4.1. Elektronik von Frey testte néropatik agri gelisimi

Termal hiperaljezi
25

siire (sn)

Sekil 4.2. Plantar testte néropatik agri geligimi

0: 0. giin, 7: 7. glin, A: Sham, B: Kontrol, C: 5mg/kg viteksin, D: 10 mg/kg viteksin, E: 20 mg/kg viteksin,
F: 40 mg/kg viteksin, G: Ketanserin + ¢oziicii H: Ketanserin + viteksin I: Ondansetron + ¢oziicii, J:
Ondansetron + viteksin, K: Way-100635 + ¢6ziicli L: Way-100635 + viteksin. M: Pregabalin. °P<0.001; 0.
giine gore anlamlilik. Tek-yonliit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulandi.
(n=8)
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4.2. Anti-allodinik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Sekil 4.3’te 5, 10, 20 40 mg/kg viteksin ile 30 mg/kg pregabalin uygulanan
gruplarin zamana bagl Sl¢lilen mekanik allodini esiklerinden hareketle hesaplanan %
MPE degerleri goriilmektedir. 5 mg/kg uygulanan gruba ait % MPE degerlerinin
degerlendirilen zaman araligi igerisinde kontrol grubuna gore anlamlhi bir fark
olusturmadig: goriildii. Ayr1 ayr1 10, 20 ve 40 mg/kg viteksin dozlarinin uygulandigi
gruplarin %MPE degerlerinin ise kontrol grubuna gore 30-180 dk zaman araligi i¢erisinde
anlamli farklilik olusturdugu gortildi (10 mg/kg: 30-180 dk. P<0.001, 20 mg/kg: 30-150
dk P<0.001; 180 dk. P<0.05, 40 mg/kg: 30-180 dk. P<0.001). 30 mg/kg pregabalin
uygulan gruba ait % MPE degeri ise kontrol grubuna gore 30-240 dk araliginda anlamli
(P<0.001) olarak artti.

Mekanik allodini

601 &3 Kontrol
@ 5 mglkg viteksin
c c c c toksi
c c ¢ @R 10 mg/kg viteksin
40- " ' “ ’ : c o
¢ @ 20 mg/kg viteksin
w @ 40 mg/kg viteksin
o c Cc i ¢ 1c c.C c = 1 .
c | c c mg/kg pregabalin
= 201 c¢ i c ce ¢ &
c\° a b ¢ c g ¢ beb
0=
-20 T T T T T T T T T

Sekil 4.3. Viteksinin anti-allodinik etkisinin degerlendirilmesi

°P<0,001, °P<0,01, 2P<0,05; kontrole gore anlamlilik. Cift-yonlit ANOVA ve ardindan Bonferroni metodu

uygulanmistir.
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4.3. Antihiperaljezik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Sekil 4.4’te 5, 10, 20 40 mg/kg viteksin ile 30 mg/kg pregabalin uygulanan
gruplarin zamana bagl dlciilen termal hiperaljezi esiklerinden hareketle hesaplanan %
MPE degerleri goriilmektedir. 10, 20, 40 mg/kg viteksin dozlarinin uygulandigi gruplarin
% MPE degerleri farkli zaman araliklarinda anlamli olarak artt1 (10 mg/kg: 30 dk.
P<0.01; 45-90 dk P<0.001; 120 dk. P<0.01; 150 dk. P<0.05, 20 mg/kg: 30 dk. P<0.01;
45-120 dk P<0.001; 150 dk. P<0.01; 180 dk. P<0.05, 40 mg/kg: 45 ve 60 dk P<0.01; 90
dk P<0.05). 30 mg/kg pregabalin uygulan gruba ait % MPE degeri ise kontrol grubuna
gore 30-240 dk araliginda anlamli (30-150 dk P<0.001; 180 ve 210 dk. P<0.01; 210 dk.
P<0.05) olarak artti.

Termal hiperaljezi

=3 Kontrol
601 . B3 5mglkg viteksin
c . ¢ @l 10mg/kg viteksin
c
@ 20mg/kg viteksin
40 . c ¢ ¢
. o c ¢ ¢ ¢ B 40 mg/kg viteksin
c
H-J bC b ¢ b o 3 30 mg/kg pregabalin
> 20 : [ I
S
(k"
'20 1 1 1 1 1 ] 1 1 1

Sekil 4.4. Viteksinin antihiperaljezik etkisinin degerlendirilmesi

°P<0,001, °P<0,01, 3P<0,05; kontrole gére anlamlilik. Cift-ydnlii ANOVA ve ardindan Bonferroni metodu

uygulanmuistir.
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4.4. Viteksinin Anti-allodinik ve Antihiperaljezik Etkisinde Serotonerjik Sistemin
Rolii

Sekil 4.5’te 20 mg/kg viteksin dncesi 5-HT2arzc reseptdr antagonisti olan ketanserin
(1 mg/kg, i.p.) 6n-uygulamasinin, mekanik allodini ve termal hiperaljezi esiklerinden
hareketle hesaplanan % MPE degerleri tizerindeki etkisi goriilmektedir. Ketanserin 6n
uygulamasinin 20 mg/kg viteksinin yiikseltmis oldugu mekanik ve termal esikte anlamli

bir degisiklik yaratmadig1 gozlendi.

& Mekanik allodini [ Termal hiperaljezi
30 30+ c 200 @8 On-uygulamasiz
tx 2 Ketanserin on-uygulamall
20- = 204
w *®
l )
2 101 Iil 104
g s
0 0
10 T T -10 T T
5 & o o
" & & &
&P & & &
] ¢
é’i- &*
o ®
$ P

Sekil 4.5. Viteksinin anti-allodinik (a) ve antihiperaljezik (b) etkisinde 5-HTaasc reseptériiniin rolii

*kk

P<0.001; on-uygulamasiz ¢6ziicliye gore anlamlilik, ""P<0.001; ketanserin 6n-uygulamali ¢oziiciiye
gore anlamlilik. Ortalama + standart hata degerleri kullanilarak ¢ift yonliit ANOVA ve ardindan Bonferroni

testi uygulandi. (n=8).

Sekil 4.6°da 20 mg/kg viteksin 6ncesi 5-HT3 reseptor antagonisti olan ondansetron
(1 mg/kg, 1.p.) 6n-uygulamasinin mekanik allodini ve termal hiperaljezi esiklerinden
hareketle hesaplanan % MPE degerleri tizerindeki etkisi goriilmektedir. Ondansetron 6n-
uygulamasi: 20 mg/kg viteksinin yiikseltmis oldugu mekanik ve termal esigi anlamli
(P<0.001) olarak geri ¢evirmekle birlikte viteksinin anti-allodinik ve antihiperaljezik

etkisinin kontrol grubuna gore anlamli (P<0.05) olarak devam ettigi gozlendi.
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B MeKanik allodini El Termal hiperaljezi

o < i c @@ On-uygulamasiz
20+ @@ Ondansetron Sn-uyqulamal
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Sekil 4.6. Viteksinin anti-allodinik (a) ve antihiperaljezik (b) etkisinde 5-HTs reseptoriiniin rolii

Fkk

P<0.001; 6n-uygulamasiz ¢6ziiciiye gore anlamlilik, "P<0.001; ketanserin 6n-uygulamali ¢oziicliye gore
anlamlilik, P<0.001; én-uygulamasiz 20 mg/kg viteksine gore anlamhlik. Ortalama + standart hata

degerleri kullanilarak ¢ift yonliit ANOVA ve ardindan Bonferroni testi uygulandi. (n=8).

Sekil 4.7°de 20 mg/kg viteksin Oncesi 5-HT1a reseptor antagonisti olan WAY -
100635 (1 mg/kg, i.p.) On-uygulamasinin mekanik allodini ve termal hiperaljezi
esiklerinden hareketle hesaplanan % MPE degerleri iizerindeki etkisi goriilmektedir.
WAY-100635 o6n-uygulamasinin 20 mg/kg viteksinin yiikseltmis oldugu mekanik ve

termal esigi anlamli (P<<0.001) olarak geri ¢evirdigi gézlendi.

a Mekanik allodini = Termal hiperaljezi
301 30+ o
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Sekil 4.7. Viteksinin anti-allodinik(a) ve antihiperaljezik (b) etkisinde 5-HT1a reseptoriiniin rolii

"P<0.001; 6n-uygulamasiz ¢dziicilye gore anlamlilik, ®°P<0.001; 6n-uygulamasiz 20 mg/kg viteksine
gore anlamlilik. Ortalama + standart hata degerleri kullanilarak ¢ift yonlii ANOVA ve ardindan Bonferroni

testi uygulandi. (n=8).
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Daha sonra viteksin yiiklii nano boyutlu formiilasyon gelistirme ¢aligmalarinda kati
lipit nanopartikiiler sistemler gelistirilmistir. Calismada kati lipit olarak Dynasan 114,
katyonik ajan olarak dimetildioktadesilamonyum bromiir (DDAB), yiizey etkin madde
olarak Tween 80 ve Span 80 kullanilmistir. Formiilasyon hazirlama isleminde kullanilan
materyaller ve yontem daha 6nce Farmasotik Biyoteknoloji Laboratuvarinda hazirlanan
kat1 lipit formiilasyonlarindan yola ¢ikilarak bazi modifikasyonlarla yeni formiilasyon
gelistirme islemleri uygulanarak hazirlanmistir. Formiilasyon sirasiyla organik ¢oziiclide
¢oziindiirme, sonikasyon ve evaporasyon yontemleri uygulanmistir. Hazirlanan tiim
formiilasyonlarin karakterizasyon islemlerinde oncelikle partikiil boyut ve dagilimi ile
zeta potansiyel degerlendirilmis ve bunlardan elde edilen sonuglara gore sonraki analiz
asamasina gecilmistir. Partikiil boyutu ve zeta potansiyel acisindan en uygun formiilasyon
secildikten sonra genetik materyal baglama, sitotoksisite ve in vitro salim analizleri
degerlendirilmistir. Daha sonra viteksin yiiklii uygun formiilasyon ile in vivo ¢alismalara
gecilerek deney hayvanlarina uygulanmig ve formiil halindeki viteksinin ndropatik agri

tizerindeki etkisi serbest olarak verilen viteksin sonuglari ile karsilastirilmistir.

4.5. LNP Formiilasyonlarimin Karakterizasyon Calismalari
4.5.1. Partikiil boyut ve dagilim

On formiilasyon hazirlama asamalarinda 6ncelikle ii¢ fakli lipit oran1 ve iki farkli
sonikasyon siiresi uygulanmis ve bunlarin partikiil boyut ve dagilimi ile zeta potansiyel
degerlerine bakilmistir. Kullanilan yiizey etkin madde miktar1 degistirilmemis biitiin
formiilasyonlar i¢in ayn1 miktarlar kullanilmistir. Hazirlanan ilk formiilasyonlarda (F1 ve
F2) lipit oranm1 %4 olarak secilmistir. Bu formiilasyonlarda partikiil boyutlar1 ve partikiil
boyut dagilimlar1 yiiksek bulunmustur. Ornegin 3 dk sonikasyon uygulanan F1
formiilasyonunda partikiil boyutu 855,6 + 5,765 nm iken 5 dk sonikasyon uygulanan F2
formiilasyonunda 672,4 + 4,760 nm olarak saptanmistir. Bununla birlikte partikiil boyut
dagilimlarida 0,5’in {stiinde hatta 1,0’a yakin bulunmustur. Bu sebeple bu
formiilasyonlarin homojen bir partikiill boyut dagilimi gostermedigi ve partikiil
boyutlarinin bir genetik materyal tasima igin ¢ok yiiksek oldugu diisliniilerek lipit
oraninda degisiklikler yapilmasina karar verilmistir. Bu sonuclara gére %2 ve %1 lipit
iceren formiilasyonlar ayni yontemler kullanilarak hazirlanmistir. Bu formiilasyonlara

F3, F4, F5 ve F6 kodu verilmistir. Formiilasyonlar hazirlandiktan sonra partikiil boyutlari
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ile partikiil boyut dagilimlar1 ve zeta potansiyelleri 6l¢iilmiistiir. Sonuglara bakildiginda
hazirlanan F3-F6 formiilasyonlarinda diisiik nanopartikiil boyutu (89,5 nm-273,4 nm) ve
0,5’1n altinda partikiil boyut dagilimi gézlenmistir. En diisiik partikiil boyutuna sahip olan
formiilasyonun %1 lipit iceren ve 5 dk sonikasyon islemi uygulanan F6 kodlu
formiilasyon oldugu saptanmistir. Burada lipit oraninin diismesi ile partikiil boyutunun
diistiigii saptanmistir. Ayrica uygulanan sonikasyon siiresinin de yine partikiil boyutunun
diismesine yardimei oldugu saptanmistir. Ornegin %2 lipit iceren ve 5 dk sonikasyon
uygulanan F3 formiilasyonunda partikiil boyutu 273,4 nm iken ayni oranda lipit igeren
fakat 5 dk sonikasyon uygulanan F4 formiilasyonunda partikiil boyutunun 154,1 nm’ye
diistiigii saptanmistir. Bunun iizerine lipit oraninda yine azalmaya gidilmesine karar
verilmis ve sonikasyon siirelerinin de etkisine bakilmistir. Bu analizlere gore %1 lipit
iceren ve 3 dk sonikasyon uygulanan F5 formiilasyonunda partikiil boyutu 121,1 nm iken
ayni oranda lipit iceren fakat 5 dk sonikasyon uygulanan F6 formiilasyonunda partikiil
boyutu 89.5 nm olarak saptanmistir. Bu sonuglar dikkate alinarak katyonik ajan eklenecek
formiilasyon bilesiminin F6 kodlu formiilasyon olmasina karar verilmistir ve bundan
sonraki formiilasyonlarin hazirlanmasinda lipit i¢in %1 oranina karar verilmistir ve

sonikasyon siiresinin de 5 dk olarak belirlenmistir.

Tez kapsaminda formiilasyonlara hem negatif yiizey yiikiine sahip genetik materyal
ile elektrostatik etkilesim kurabilmesi hem de yine negatif yiizey yiikiine sahip hiicre
membranina yaklasabilmesi ve buradan gegebilmesi i¢in pozitif yiik kazandirilmaya
calistlmistir. Bu amagla literatiirdeki c¢alismalarda da siklikla kullanilan kuaterner
amonyum tuzlarindan biri olan pozitif yiizey yiikiine sahip DDAB kullaniimigtir.
Calismada DDAB konsantrasyonu olarak 6 ml formiilasyon igin 0,06, 0,006 ve 0,0006 g
olarak secilmis ve hazirlanma asamasinda lipit faza eklenmistir. Bu formiilasyonlara da
F7, F8 ve F9 olarak kod verilmistir. DDAB eklenerek hazirlanan bu formiilasyonlardan
F7 formiilasyonunda partikiil boyutunun 93,5 + 0,981nm ve partikiil boyut dagiliminin
0,165+0,030 oldugu saptanmistir. F8 formiilasyonunda partikiil boyutunun 96,1 + 1,621
nm ve partikiil boyut dagiliminin 0,231 + 0,041 oldugu saptanirken, F9 formiilasyonunda
ise partikiil boyutunun 98,0 + 0,933 nm ve partikiil boyut dagiliminin 0.188 + 0.010
oldugu saptanmistir. Bu sonuglara gore DDAB eklenmesi partikiil boyutunda ve partikiil
boyut dagilimda ¢ok fazla yiikselmeye sebep olmadigi nanopartikiillerin kiiciik

boyutlarini kismen korudugu saptanmaistir.
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Calismada en uygun formiilasyonun partikiil boyutu, boyut dagilimi ve zeta
potansiyel degerine bakildiginda F7 ve F8 oldugu diisiiniilmiis ve bu formiilasyonlarin
hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Sitotoksisite analizlerinin sonuglari
kisminda da goriilecegi iizere bu formiilasyonlarin ¢ok yliksek sitotoksik etkinlikleri
sebebiyle farkli bir formiilasyon hazirlama yontemine gecis yapilmistir. Bu yontemde
DDAB gibi bir katyonik ajan kullanmak yerine yine Farmasotik Biyoteknoloji
laboratuvarlarinda daha 6nce hazirlanmis formiilasyon 6rneklerine bakilarak hazirlanan
bu LNP’lerin suda ¢6ziinen kitooligosakkarit ile kaplanmasina karar verilmistir. Bu
amagcla herhangi bir katyonik ajan igermeden hazirlanan LNP’ler 6nce 10 mg/4 ml (F10)
sonra da 20 mg/4 ml (F11) konsantrasyonunda olacak sekilde hazirlanan kitooligosakkarit
¢ozeltisine damlatilarak LNP’lerin kaplanmasi saglanmistir. Boylelikle dogal bir pozitif
yiizey yiikiine sahip kitooligosakkarit kullanimi ile LNP’lere pozitif ylik kazandirilmistir.
Bu sekilde hazirlanan formiilasyonlardan F10’da partikiil boyutu 298,5 + 3,233 nm iken
partikiil boyut dagilimi 0,267 + 0,123 olarak saptanmistir. F11 formiilasyonunda ise
partikiil boyutu 302,9 + 1,980 nm iken partikiil boyut dagilimi 0,241+0,034 olarak

saptanmistir.

Bu sonuglara gore hazirlanan F10 ve F11 nolu formiilasyonun uygun partikiil
boyutuna sahip olduklar1 saptanmis ve bir sonraki asama olan viteksin ile yiikleme
kismmna gecilmistir. Formiilasyon hazirlama asamasinda lipit faza DMSO ile
¢oziindiiriildiikten sonra eklenen viteksin partikiil boyutunda ¢ok fazla yiikselmeye sebep
olmamugstir. Zeta potansiyel sonuglarina da bakilarak F11 nolu formiilasyona viteksin
yiikklenmesine karar verilmistir. Bu baglamda DMSO ile ¢oziindiiriildiikten sonra lipit
fazina eklenen viteksin ile F13 kodlu formiilasyon elde edilmis ve bu kompleksin partikiil
boyutu 105,5 + 2,260 ve partikiil boyut dagilimi 0,211 + 0,012 olarak saptanmistir. Daha
sonra bu kompleksin F11 deki gibi KOS ile kaplanmas1 sonucu F12 kodlu formiilasyon
elde edilmis ve bu kompleksin partikiil boyutu 338,9 + 2,692 nm ve partikiil boyut
dagilimi 0,254 + 0,048 olarak saptanmuistir.

4.5.2. Zeta potansiyel analizleri

Calismada ikinci karakterizasyon c¢alismas1 Zeta potansiyel degerlerinin
belirlenmesi iizerine yapilmistir. Burada katyonik ajan eklenmeden hazirlanan
formiilasyonlarda zeta potansiyel {izerinde lipit oraninin diigmesi ya da sonikasyon

sliresinin etkisi gozlenmemistir. Elde edilen sonuglara baktigimizda F1-F6 arasindaki ve
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F13 kodlu formiilasyonlarda zeta potansiyel -15,5 ile -18,9 mV arasinda degisim

gostermistir.

Formiilasyonlara pozitif yiilk kazandirmak i¢in ii¢ farkli konsantrasyon DDAB
eklenmesi yapilmistir. Buna gére DDAB’in 0,06 g (%1) tartilarak hazirlanan F7
formiilasyonunda zeta potansiyel degeri +34,2 = 1,67 mV, DDAB’mn 0,006 g (%0,1)
tartilarak hazirlanan F8 formiilasyonunda zeta potansiyel degeri +26,3 + 2,21 mV ve
DDAB’1n 0.0006 g (%0,01) tartilarak hazirlanan F9 formiilasyonunda ise zeta potansiyel
degeri +9,2 £ 2,22 mV olarak saptanmistir. Elde edilen sonuglara gére DDAB
kullanilarak hazirlanan tiim formiilasyonlarda pozitif ylizey yiikii saglanmistir. Fakat
F9°daki pozitif yiik digerlerine gore diisiik bulunmus ve DNA’y1 tutma kapasitesi diisiik

olacag diisiiniildiigii icin deneyden ¢ikarilmasina karar verilmistir.
4.5.3. pH Degerleri

Hazirlanan formiilasyonlarin hepsinde pH metre ile dlgiimler yapilmistir. Yapilan
Olciimlerde ph degerleri 5,5-6,3 aralifinda saptanmistir. Tez c¢alismast boyunca
hazirlanan tiim formiilasyonlarin partikiil boyut ve dagilimi, zeta potansiyel degerleri ve

pH degerleri Tablo 4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.1. Formiilasyonlarin partikiil boyutu ve dagilimi, zeta potansiyel ve pH degerleri

Partikiil Boyutu Partikiil Boyut Zeta Potansiyel pH

(nm) £SH Dagilim (PDI) £SH (mV) £SH +SH
F1 855,6+5,765 0,888+3,444 -18,9+1,21 6,3+£2,1
F2 672,4+4,760 0,741+3,284 -18,5+2,20 6,0+£2,0
F3 273,4+0,045 0,261+0,032 -17+1,51 6,2+1,2
F4 154,1+0,178 0,192+0,05 -15,5+0,13 6,2+2,2
F5 121,1+£2,341 0,428+0,50 -15,84+0,45 6,0+2,3
F6 89,5+1,632 0,122+0,012 -16,6+0,32 6,1+1,1
F7 93,540,981 0,165+0,030 +34,2+1,67 5,8+1,0
F8 96,1+1,621 0,231+0,041 +26,34+2,21 6,0+2,4
F9 98,0+0,933 0,188+0,010 +9,242 22 6,2+0,8
F10 298,543,233 0,267+0,123 +31,3+2,89 5,5+0,9
F11 302,9+1,980 0,241+0,034 +44,6+3,76 5,7+1,0
F12 338,9+2,692 0,254+0,048 +38+2,89 5,7+1,2
F13 105,542,260 0,211+0,012 -15,9+3,564 6,2+1,6
F12/ DNA 345,442,222 0,301+0,161 +35,6+2,50 5,8+0,9

SH: Standart hata, PDI: Partikiil boyut dagilimi, DNA: Deoksiribo niikleik asit.
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455. FTIR analizleri

Tezde etkin madde olarak kullanilan viteksin ve formiilasyon hazirlarken kullanilan
lipit (Dynasan 114), polimer (kitooligosakkarit) ile viteksin i¢eren (F12) ve icermeyen
formiile (F11) ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.8’de verilmistir. Analizler yapilmadan 6nce
formiilasyonlar liyofilize edilmis ve su igerigi uzaklasturlmistir. Daha sonra viteksin,
dynasan, kitooligosakkarit, fiziksel karisim ve liyofilize haldeki bos ve viteksin igeren
formiilasyonlarin analizi yapilmustir. Bu analizlerde viteksine ait 657,73 cm™-1699,29
cm™ araliginda ¢ok fazla pikin yer almasi buradaki karakteristik piklerin ayrilmasini
zorlastirmistir. Fakat ozellikle 2848,86 cm™ ve 2916,37 cm™’deki karakteristik iki pik
saptanmigtir. Dynasan ile yapilan FT-IR analizinde 6zellikle 715,59 cm, 848,68-983,70
cm araliginda, 1112,93 cm?t, 1178,51 cm™, 1195,87-1471,69 cm™ araliginda, 1728,22
cm™,1735.93 cm™, 2848,86 cm™, 2912,51 cm™, 2953,02 cm™ ve 3446.79-3734,19 cm™
araliginda pikler gézlenmistir. Kitotoligosakkaritin FTIR analizlerinde ¢ok karakteristik
pikler olmamakla beraber 538,14 cm™, 1020,34-1629,85 cm™ araliginda, 2625,12 cm™,
2646,23 cm™, 2885,51 cm™, 2920,23 cm™ ve 3408,22 cm™ ‘de pikler elde edilmistir.
Fiziksel karisim, bos formiilasyon (F11) ve viteksin yiikli formiilasyon (F12) i¢in
yapilan diger FTIR analizlerinde ¢ok benzer pikler elde edilmistir. Ornegin 717 cm™,
1097 cm™, 1178 cm™, 1195-1469 cm™ araligi, 1735 cm™, 2850 cm™ ve 2914 cm™’deki
pikler g6zlenmistir. Fiziksel karisim, bos formiilasyon (F11) ve viteksin yiikli
formiilasyon (F12) icin yapilan diger FTIR analizlerinde ¢ok benzer pikler elde
edilmistir. Omegin 717 cm™, 1097 cm™, 1178 cm™, 1195-1469 cm™ araligi, 1735 cm™?,
2850 cm™ ve 2914 cm™deki pikler gozlenmistir.
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4.5.6. NMR analizleri

Tezde etkin madde olarak kullanilan viteksin ve formiilasyon hazirlarken kullanilan lipit
(Dynasan 114), polimer (kitooligosakkarit) ile viteksin igeren (F12) ve igcermeyen
formiile (F11) ait H-NMR spektrumlar1 Sekil 4.9°da verilmistir.Tez g¢aligmasinda
kullanilan viteksinin tek basina yapilan *H-NMR analizinde elde edilen pikler literatiirde
yapilan analizlerde elde edilen piklerle karsilastirilmistir. Yapilan analizde 6zellikle 1,23
ppm, 2,15-2,27 ppm araligi, 3,31-3,39ppm araligi, 4,60-5,01ppm araligi, 6,26, 6,78-6,90
ppm araligi, 8,04ppm, 10,34 ppm, 10,83 ppm ve 13,16 ppm goriilen pikler (Sekil 4.9)
literatiirle de uyumlu bulunmustur (Costa vd., 2020). Dynasan 114 ile yapilan *H-NMR
analizinde ise 0,86-0,91 ppm araligi, 1,26-1,64 ppm araligi, 2,04 ppm, 2,29-2,38 ppm
araligi, 4,12-4,33 ppm araligi, 5,26-5,29 ppm araligi, 7,27 ppm ve 7,34 ppm’de
karakteristik pikler goézlenmistir. Analiz sonucunde elde edilen bu spektrum pikleri
literatiirle uyumlu bulunmustur (Oztiirk, 2017). Formiilasyon hazirlarken kullanilan
kitooligosakkarit’in *H-NMR analizinde 1,23 ppm, 2,43-2,57 ppm aralig1, 3,24-3,38 ppm
araligi, 7,81-7,98 ppm araligi, 8,12 ppm, 8,34-8,65 ppm araliginda karakteristik pikler
gozlenmistir. Bu pikler hafif kaymalarla birlikte literatiirde kitooligosakkaritlerle yapilan
!H-NMR analizlerinde benzer yerlerdeki piklerle uyumlu bulunmustur (Yang vd., 2019).
Viteksin icermeyen bos formiilasyon (F11) ve viteksin i¢eren (F12) formiilasyonunun *H-
NMR analizlerine bakildiginda F11°de 3,33ppm, 3,40ppm ve 3,51 ppm’de karakteristik
3 pik gozlenmistir. Ayn1 sekilde F12 formiilasyonunda ise yine 3,24 ppm, 3,29 ppm ve
3,35 ppm’de yine 3 karakteristik pik gdzlenmistir ve bu piklerin kitooligosakkaritte yine

ayni bolgede gozlemlenen 3 karakteristik pike cok benzedigi saptanmistir.
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Sekil 4.9. Viteksin, Dynasan 114, kitooligosakkarit, F11 ve F12’ye ait *H-NMR spektrumlar:
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4.5.7. Jel Reterdasyon analizleri

Tez kapsaminda hazirlanan KOS kapli LNP formiilasyonunun (F12) DNA
baglanma 6zellikleri, serum bilesenlerine ve DNAz enzimine karsi koruma 6zelliklerinin
incelenmesi hazirlanmasi yontemler kisminda 3.9.7’de anlatildig gibi yapilmistir. Biitiin

jel reterdasyon calismalarinda kontrol DNA olarak 1 pyg GFP DNA kullanilmistir.

Calismada oOncelikle hazirlanan formiilasyonlarin DNA baglama 6zellikleri
incelenmistir. Bu amagla 1 pg GFP DNA ile 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 uL F12
formiilasyonu alinarak 37 °C’de 30 dk bekletilmis ve elektrostatik etkilesim saglanmuistir.
Elektrostatik etkilesimin ardindan ornekler yiikleme tamponu ile karistirilarak jel
kuyularma yiiklenmis ve jel 50 mV’da 2 saat yiiriitiilmiistiir. Iki saat sonunda jel
dikkatlice goriintiileme cihazi igerisine alinip UV altinda bantlar incelenmistir. Sonuglar

Sekil 4.10.’da gosterilmistir.

DNA1 2 34567 8 9 1011
=

Sekil 4.10. F'12 formiilasyonunun DNA baglanma jel goriintiisii

1. kuyu: 1 pg GFP DNA + 1 pl F12, 2. kuyu: 1 pg GFP DNA + 2.5 ul F12, 3.kuyu: 1 ug GFP DNA + 5 ul
F12, 4. kuyu: 1 pg GFP DNA+ 10 pl F12, 5. kuyu: 1 pg GFP DNA+ 15 pl F12, 6. kuyu: 1 ug GFP DNA+
20 pl F12, 7. kuyu: 1 pg GFP DNA+ 25 uL F12, 8.kuyu: 1 pg GFP DNA+ 30 pl F12, 9. kuyu: 1 ng GFP
DNA+ 35 pl F12, 10. kuyu: 35 pl F12, 11. kuyu: 35 pl viteksin yiikli LNP.

Sekil 4.10°dan da anlasilacag: iizere ilk li¢ kuyuda GFP DNA’nin yiiridigi
goriilmektedir. Bu arada 1. kuyuda DNA ¢ok diisiik oranda F12 formiilasyonu tarafindan
tutuldugu gozlenirken formiilasyon miktarinin artmasi ile kademeli olarak DNA baglama
oraninda artis gozlenmistir. 4. kuyuda neredeyse jelde hic yliriiyen DNA gézlenmemistir.
Bu sonuglardan GFP DNA’y1 yaklasik 10 pul F12 formiilasyonunun tamamiyla tutmaya
basladig1 daha yliksek konsantrasyonlarda da bu DNA baglama 6zelligini siirdiirdiigii

gozlenmistir. 10. kuyudaki 6rnek DNA igermeyen sadece F12 formiilasyonunun
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yiiklendigi kuyudur. 11. kuyudaki 6rnek ise KOS ile kaplanmadan 6nce viteksin yiiklii
LNP formiilasyonudur. Burada F12 formiilasyonunun 1s1ma verdigi, KOS kaplanmamig
LNP formiilasyonunda ise herhangi bir 1s1ma vermedigi gozlenmistir. Daha 6nce
Farmasotik Biyoteknoloji laboratuvarinda yapilan ¢alismalarda da 6zellikle KOS un bu
sekilde 1s51ma verdigi gozlenmistir (Senel, 2012). Bu sebeple buradan da LNP’lerin KOS
ile kaplandig1 diisiiniilmektedir.

4.5.8. Serum icinde kararhilik ve DNAz enzimine kars1 koruyuculuk

Baglama oOzelliklerinin  analizinden sonra serum bilesenleri varliginda
formiilasyonlarin genetik materyali koruma 6zellikleri incelenmistir. Bunun i¢in baglama
ozelliklerindeki sonuglar dikkate alinarak 1 pg GFP DNA + 15 pl F12 kompleksi bu
analiz i¢in se¢ilmis yontemler kisminda 3.9.8’de anlatildig1 gibi uygulanmistir. Sonuglar

Sekil 4.11°da verilmistir.

DNA1 2 34 5 6 78 91011 1213 14

e - B

Sekil 4.11. F12 formiilasyonunun serum varliginda zaman igerisinde DNA tizerindeki etkisinin jel

goriintiisii

1. kuyu: 30. dakika, 2. kuyu: 1. saat, 3. kuyu: 2. saat, 4. kuyu: 3. saat, 5. kuyu: 4. saat, 6. kuyu: 6. saat, 7.
kuyu: 12. saat, 8. kuyu: 24. saat, 9. kuyu: 36. saat, 10. kuyu: 48.saat, 11. kuyu: 60. saat, 12. kuyu: 72. saat,
13. kuyu: 1 pg GFP DNA+ 15 pl F12, 14. kuyu: 35 pl F12.

Analiz sonuglarina gore serum bilesenleri varliginda F12 formiilasyonunun genetik
materyali koruma kapasitesi yaklasik 6 saat boyunca devam etmektedir. Fakat 6. saatten
sonra 12. saatteki jel goriintiisiinde F12 formiilasyonunun DNA’y1 birakmaya basladigi
gozlenmistir. Bu birakmanin 36. saate kadar devam ettigi gozlenmistir. Fakat burada
F12’ye tutunmus DNA’nin bandi ile kontrol DNA’nin bandinin ayni seviyede oldugu

gozlenmistir. Bu sonu¢ F12’nin tasidigit DNA’nin neredeyse 36. saate kadar kismen de
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olsa korundugunu diisiindiirmektedir. Fakat Ozellikle 48. saatte gozlemlenen smear
seklinde kontrol DNA’nin da Oniinde gozlemlenen bant DNA’nin bu satten sonra
kirilmaya ve parcalanmaya basladigini géstermektedir. 72. saatte ise smear goriintiisiiniin

de azalmaya basladig1 gézlenmistir.

Ozellikle 13. kuyudaki islem gérmemis GFP yiiklii F12 ve 14. kuyudaki GFP icermeyen
F12 formiilasyonunun kuyudaki 1simalar ile 48. ve 60. saatlerdeki kuyulardaki isimalar
karsilastirildiginda 48. ve 60. saatlerde DNA’nin formiilasyondan ayrilmasi ile KOS un
daha ¢ok agiga c¢ikarak isimada parlaklik artisina sebep oldugu diisiiniilmektedir. 72.
saatte bu pargalanma ya da smear goriintlisiindeki azalma ve 12. kuyudaki 1s1imada da

azalma DNA’nin bu zamanda ¢ok daha fazla pargalandigin1 gostermektedir.

Diger bir analiz olan formiilasyonun DNAz enzimine karsi koruma analizi de

gercgeklestirilmis ve sonuglar Sekil 4.12°de verilmistir.

Sekil. 4.12. F12 formiilasyonun DNAz varliginda formiilasyon iizerindeki etkisinin jel goriintiisii

1. kuyu: 1 pg GFP DNA + 15 pl F12 + 1 ul DNAz | (1.0 U/ml), 2. kuyu: 15 pul F12 + 1 pg GFP DNA, 3.
kuyu: 1 pg GFP DNA+ 1 ul DNAz | (1.0 U/ml).

Analiz sonuglarina gore sadece DNAz ve GFP bulunan kuyunun (4. kuyu) oldugu
bolgede higbir 1s1ma gézlenmemis olmast DNAz’1in GFP plazmid DNA’sin1 tamamiyla
parcaladigin1 gostermektedir. F12 ve GFP plazmid DNA ve DNAz bulunan kuyunun (1.
Kuyu) oldugu bolgede herhangi bir 1s1ma gézlenmemis olmasi ve bu kuyudaki (1.kuyu)
1s1ma ile F12 ve GFP plazmid DNA igeren kuyudaki (2. kuyu) 1s1ma ile ayni olmasi,
bununla birlikte GFP plazmid igermeyen sadece F12 formiilasyonu bulunan kuyudaki (3.
kuyu) daha parlak 1s1ma formiilasyonun DNAz enzimine karsi genetik materyali

koruyabildigini disiindiirmiistiir. Calisma sirasinda GFP plazmid DNA yiiklenmis
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formiilasyondan genetik materyalin ekstrakte edilme islemi denenmis fakat basarisiz
olunmustur. Eger ki ekstrakte edilebilseydi o zaman bu koruma potansiyelinin daha iyi
goriilebilecegi diisiiniilmiis fakat ekstraksiyondaki basarisizlik nedeniyle deney daha

ileriye gotiiriilememistir.

4.6. Sitotoksisite Analizleri

Tez kapsaminda hazirlanan formiilasyonlarin ve tek basina etkin maddenin NIH-
3T3 hiicre hatlarinda 24 ve 48 saat inkiibasyon siiresi ile analizleri gerceklestirilmistir.
Saf viteksin i¢in 1-150 pg/ml konsantrasyon araliginda formiilasyonlar i¢in ise 0,05-30
ul/100 pl konsantrasyon araliginda sitotoksisite analizleri yapilmustir. Viteksinin tek
basina, F7 ve F8 formiilasyonlarinin ilgili hiicrelerin canlilig1 iizerindeki etkisi zamana
ve konsantrasyona bagli olarak analiz edilmis ve sonuglar standart sapma degerleri ile

birlikte Sekil 4.13, 4.14 ve 4.15’te gosterilmistir.

NIH-3T3-Viteksin

% Hiicre Canhhg
=
=

05 1 25 5 10 20 40 S0 75 100 150

Konsantrasyon (ug/mlL)

=o—24 saat —e—48 saat

Sekil 4.13. Saf viteksinin NIH-3T3 hiicrelerinde 24-48 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliligi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4.14. F7 formiilasyonunun 24-48 saat inkiibasyon sonrasida NIH-3T3 hiicrelerinde hiicre canliligi

tizerindeki etkisi

NIH-3T3- F8

% Hiicre Canhhg1
=
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Sekil 4.15. F8 formiilasyonunun 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda NIH-3T3 hiicrelerinde hiicre canliligi

tizerindeki etkisi

F9 formiilasyonunun diisiik zeta potansiyeline sahip olmas1 sebebi ile sitotoksisite
deneylerine alinmamustir.

DDAB ile hazirlanan formiilasyonlarda gozlenen yiiksek hiicre 6liimii sebebi ile
formiilasyon degisikligine gidilmis ve formiilasyonlar dogal katyonik 6zellige sahip KOS

ile kaplanmistir. Bu formiilasyonlarin (F10 ve F11) hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi
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zamana ve konsantrasyona bagli olarak analiz edilmis ve sonuglar standart sapma

degerleri ile birlikte Sekil 4.16, 4.17°da gosterilmistir.

NIH-3T3- F10

ok
=t ]
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Sekil 4.16. F10 formiilasyonunun 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda NIH-3T3 hiicrelerinde hiicre

canlilig vizerindeki etkisi

NIH-3T3-F11
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Sekil 4.17. F11 formiilasyonunun 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda NIH-3T3 hiicrelerinde hiicre

canliligi vizerindeki etkisi

Yapilan analizler sonucunda F10 ve F11 arasinda sitotoksisite agisindan belirgin bir
fark olmadig1 gozlenmistir. F10 ve F11 kodlu formiilasyonlar partikiil boyutu ve zeta
potansiyel degerleri agisindan degerlendirildiginde partikiil boyutu acisindan bir fark
olmadig1 fakat F11’in zeta potansiyel degerinin daha yiliksek olmasi sebebi ile ileriki

calismalar i¢in F11’in kullanilmasina karar verilmistir. Bu sebeple Vviteksin yiiklemesi

69



F11 kodlu formiilasyona yapilmig ve F12 kodu verilmistir. Bu formiilasyonda da (F12)
partikiil boyutu, boyut daglimi1 ve zeta potansiyel degeri ol¢iilmiistiir. Sonuglar Tablo
4.1’de verilmistir. Buna gore viteksin yiikli formiilasyonun (F12) hiicre canlilig
tizerindeki etkisi zamana ve konsantrasyona bagli olarak analiz edilmis ve sonuglar

standart sapma degerleri ile birlikte Sekil 4.18’de gosterilmistir.

NIH-3T3-F12
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Sekil 4.18. F12 formiilasyonunun 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda NIH-3T3 hiicrelerinde hiicre

canliligi vizerindeki etkisi

Yapilan analizlerde saf viteksin uygulanmis kuyularda yari-maksimum inhibisyon
konsantrasyonu (IC50) degerinin NIH-3T3 hiicreleri igin 24. saatte 85,2 pg/ul ve 48.
saatte 87 pg/ul oldugu saptanmustir. Viteksin igermeyen F11 kodlu plasebo formiiliin
IC50 degeri NIH-3T3 hiicreleri igin 24. saatte 20 pg/100 ul ve 48. saatte 13,8 ug/100 pl
oldugu saptanmistir. Viteksin iceren F12 kodlu plasebo formiilin IC50 NIH-3T3
hiicreleri i¢in 24. ve 48. saatte 10 pg/100 pl oldugu saptanmistir.

4.7. In vitro Salim Analizleri

Saf viteksinin standart egrisi, 10-100 pg/ml konsantrasyon araliginda yontemler
kisminda 3.11°de anlatildig1 gibi spektrofotometrik yontem ile hazirlanmistir. Sonuglar

335 nm dalga boyunda n=3 olacak sekilde tekrar edilip ortalama alinarak elde edilmistir.
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Viteksine ait standart egrinin hazirlanmasi c¢alismasinda elde edilen ve viteksin

konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri Tablo 4.2 ve konsantrasyon

degerlerine bagli absorbans degisim grafigi ise Sekil 4.20°de verilmistir.

Konsantrasyon  Absorbans
(ng/ml)
10 0,087
20 0,187
30 0,29
40 0,372
50 0,461
60 0,555
70 0,638
90 0,812
100 0,917

o

y = 0,0091x + 0,0047
R?=0,9995

S £
® e
»

Sl
> 9

S
i

——Seril

Dogrusal (Seril)

c\l
RIS

&S
¥

S
[

Absorbans degerleri (335 nm)
[—]

=

0 20 40 60 80
Viteksin Konsantrasyonu (ng/mL)

100

Sekil 4.19. Viteksine ait standart egri

Yapilan bu hesaplama ve grafik c¢iziminde standart egrinin dogru denkleminin y=
0.0091x+0,0047 ve R?= 0.9995 oldugu saptanmistir. R? degeri de gz 6niime alinarak

hazirlanan standart egrinin tez c¢alismast kapsaminda in vitro salim igin

kullanilabilecegine karar verilmis ve in vitro salim sonucunda gozlenen absorbanslar bu
denklemde yerine koyularak iginde

zaman salinan viteksin konsantrasyonu

hesaplanmustir.

Viteksin igeren LNP formiilasyonundan (F12) viteksinin in vitro salim ¢alismasi 96

saat siire boyunca yapilmis ve caligmada saf viteksin, plasebo formiil (F11) ve viteksin
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yiikli formiilasyon (F12) es zamanli n=3 olacak sekilde yontemler kisminda 3.10°da

anlatildig gibi yapilmaistir.

F12’den farkli zamanlarda salinan viteksinin %kiimiilatif degerleri zamana kars1
grafige gecirilmis ve salim profili Sekil 4.19°daki gibi ¢izilmistir. In vitro salim siiresince
hesaplanan viteksinin zamana bagli salinan kiimiilatif madde miktarlar: da Tablo 4.3°te

verilmistir.

Tablo 4.3. pH 7.4 PBS tampon ¢ozeltisinde saf viteksin ve viteksin yiiklii F12 formiilasyonundan kiimiilatif

salinan viteksin miktarlar

% Kiimiilatif salim degerleri Kiimiilatif ¢6ziinen

etkin madde miktar1 (mg)

Ornek alma Saf Viteksin F12+Viteksin Saf Viteksin F12+Viteksin
Zamani
0dk 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0
5dk 5,57+1,21 0,00+0 0,1244+2,34 0,00+0
10 dk 25,36+2,22 2,56x1.31 0,563+2,59 0,057+2,34
15 dk 30,35+1,46 5,36+1.98 0,674+3,21 0,119+2,88
30 dk 44,87+0,51 7,54+0.68 0,996+2,56 0,167+2,91
45 dk 51,80+0,79 11,32+1,34 1,15+1,44 0,251+1,76
1 saat 64,80+1,36 24,2242 54 1,439+2,89 0,538+1,27
1.5 saat 73,50+0,67 33,56+2,43 1,632+1,99 0,745+0,33
2 saat 81,20+1,56 47,21+1,59 1,803+0,98 1,048+0,90
4 saat 98,10+1,12 59,31+0,87 2,178+0,45 1,317+1,11
6 saat 98,50+0,97 70,78+0,77 2,187+0,34 1,571+291
12 saat 98,40+0,88 80,32+1,90 2,184+0,76 1,783+1,45
24 saat 98,50+1,77 85,26+0,99 2,187=+1,11 1,893+1,25
48 saat 98,61+1,53 84,29+2,56 2,189+1,54 1,871+0,31
96 saat 98,63+1,34 84,12+2,02 2,19+2.05 1,867+2,99
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In vitro Salim
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Sekil 4.20. Saf viteksin ve F12 formiilasyonundan viteksinin in vitro salim deneyi grafigi
Ayni denklem kullanilarak yontemler kisminda 3.11°de anlatildig: gibi E2 esitligi

ile enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmistir. Buna gore F12 formiilasyonun viteksin i¢in

%88,8 oraninda enkapsiilasyon etkinligi gosterdigi saptanmustir.
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4.8. Viteksin Iceren Formiilasyonun Anti-allodinik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Sekil 4.21°de, ¢oziicii, 5 mg/kg viteksin, 5 mg/kg viteksin i¢eren formiilasyonun ve
30 mg/kg pregabalin uygulanan gruplarin zamana bagl Ol¢iilen mekanik allodini
esiklerinden hareketle hesaplanan % MPE degerleri goriilmektedir. 5 mg/kg viteksin ve
30 mg/kg pregabalin uygulanan gruplarin % MPE degerlerinin 30-240 dk zaman araligi
igerisinde anlaml1 olarak yiikseldigi belirlendi (5 mg/kg viteksin: 30. dk ?P<0.05; 45.dk
30 mg/kg pregabalin: °P<0.001). Ayrica, 5 mg/kg viteksin igeren formiilasyon ve 30
mg/kg pregabalin uygulanan gruplara ait % MPE degerlerinin formiilasyonsuz viteksin
uygulanan grubun degerlerine gore yine 30-240 dk araliginda anlamli olarak yiiksek
bulundu (5 mg/kg viteksin formiilasyon: 30. dk “"P<0.05; 45 -240 dk ““P<0.001 ve 30
mg/kg pregabalin: 30-240 dk

hesaplanan % MPE degerlerinin 5 mg/kg viteksin formiilasyon uygulanan gruba gore

*hk

P<0.001). 30 mg/kg pregabalin uygulamas: ile

belli zaman noktalarinda anlamli olarak yiiksek kaldigi belirlendi (30 ve 45 dk
#*P<0.001; 60, 150-180 ve 240 dk "P<0.05).

Viteksin formiilasyon-Mekanik allodini
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Sekil 4.21. Viteksinin ve viteksin iceren formiilasyonun anti-allodinik etkisinin degerlendirilmesi

3P<0.05, °P<0.01, °P<0.001; kontrole gére anlamlilik, "P<0.05, *"P<0.001; 5 mg/kg viteksine gore
anlamlilik, ‘P<0.05, "P<0.001; 30 mg/kg pregabaline gore anlamlilik. Cift-yonli ANOVA ve ardindan

Bonferroni metodu uygulanmustir.
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4.9. Viteksin Iceren Formiilasyonun Antihiperaljezik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Sekil 4.22, kontrol, 5 mg/kg viteksin, 5 mg/kg viteksin igeren formiilasyonun ve 30
mg/kg pregabalin uygulanan gruplarin zamana bagli Olgiilen termal hiperaljezi
esiklerinden hareketle hesaplanan % MPE degerleri goriilmektedir. 5 mg/kg viteksin
uygulanan gruba ait % MPE degerlerinin anlamli olarak degisiklik gdstermedigi
belirlendi. 5 mg/kg viteksin i¢eren formiilasyon uygulanan gruba ait % MPE degerlerinin
30-150 dk zaman araliginda anlamli olarak yiiksek bulundu (30-120 dk °P<0.001; 150.dk
bP<0.01). 30 mg/kg pregabalin uygulanan gruplarm % MPE degerleri 30-240 dk
araliginda anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi (30-240 dk °P<0.001). Ayrica, 5
mg/kg viteksin igeren formiilasyon ve 30 mg/kg pregabalin uygulanan gruplara ait %
MPE degerlerinin formiilasyonsuz viteksin uygulanan grubun degerlerine gore yine 30-
240 dk araliginda anlamli olarak yiiksek bulundu (5 mg/kg viteksin formiilasyon: 45. dk
“P<0.05; 60 ve 90 dk ““P<0.01; 120. dk “P<0.05 ve 30 mg/kg pregabalin: 30-210 dk
“P<0.001; 240. dk “"P<0.01). 30 mg/kg pregabalin uygulamasi ile hesaplanan % MPE
degerlerinin 5 mg/kg viteksin formiilasyon uygulanan gruba gore belli zaman
noktalarinda anlamli olarak yiiksek kaldigi1 belirlendi (30 ve 45 dk **P<0.001; 60. dk
‘P<0.05; 150. dk ***P<0.001; 180. dk "P<0.05; 210. dk **P<0.01; 240.dk ***P<0.001).
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Sekil 4.22. Viteksinin ve viteksin i¢eren formiilasyonun antihiperaljezik etkisinin degerlendirilmesi

2P<0.05, °P<0.01, °P<0.001; kontrole gére anlamlilik, "P<0.05, "P<0.01, ""P<0.001; 5 mg/kg viteksine
gore anlamlilik, 'P<0.05, "P<0.01, "P<0.001; 30 mg/kg pregabaline gére anlamlilik. Cift-yonlii ANOVA

ve ardindan Bonferroni metodu uygulanmustir.
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4.10. Aktivite Kafesi ile Lokomotor Aktivite Tayini

Sekil 4.23°te noropatik agrili gruplara ¢oziicii, 5 mg/kg viteksin, viteksin icermeyen
formiilasyon ve 5 mg/kg viteksin formiilasyonu uygulamasmin aktivite kafesi
deneylerinde lokomotor aktivite ilizerine etkisi goriilmektedir. Gruplara yapilan tiim
uygulamalarin lokomotor aktiviteye isaret eden yatay (a) ve dikey (b) hareketlerde

istatiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadig: belirlendi.
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Sekil 4.23. Viteksin ve viteksin iceren formiilasyonun néropatik agrili gruplarinda lokomotor

aktivite iizerine etkisi

Ortalama =+ standart hata degerleri kullanilarak Student’s t-testi uygulandi. (n=8).
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5. TARTISMA

Noropatik agri ile iliskili yapilan bu tez calismasinda, insanlardaki periferik
ndropatiyi taklit ettigi bilinen KKH yontemi tercih edilmistir. Bu yontem, giivenilir ve
kolay tekrarlanabilir bir yontem olmasiyla birlikte klinikte etkili olabilecek ilaglarla ilgili
giivenilir sonuglar vermektedir (Jaggi vd, 2011; Challa, 2014). Noropatik agrinin
karakteristik 6zelligi olan allodoni ve hiperaljezi, sinire verilen hasar sonucu AB ve C
liflerinde agiga ¢ikan duyarlilik artisina bagli olarak olugsmakta ve agr1 davranisi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Challa, 2014). Tez ¢alismasinda, deney hayvanlarinin mekanik
allodoni ve termal hiperaljezi verileri invaziv islem uygulanmadan 6nce siras1 ile mekanik
uyaran ve termal uyarana kars1 tepkinin dl¢lilmesine olanak taniyan elektronik von Frey
ve plantar test cihazlari ile dl¢lilmiistiir. Daha sonra, literatiirlerde allodini ve hiperaljezi
gelistigi belirtilen siire olan birinci haftanin sonunda (Jaggi vd, 2011) agri esikleri tekrar
oOlgtilerek degerlendirildiginde sham grubu hari¢ diger gruplarda mekanik ve termal
uyaranlara kars1 agr1 esiklerinin diistiigii tespit edilmistir. Dolayisiyla ndropatik agri
modeli basar1 ile gelistirilmistir. Bagka bir deyisle, sinir hasarina bagli olarak AP
liflerinde duyarlilik artisi ile allodini, C liflerindeki duyarlilik artis1 ile hiperaljezi
gelistirilebilmistir (Baron, 2010; Challa, 2014; Jensen ve Finnerup, 2014). Daha sonra,
deney gruplarina aragtirma maddesi olan viteksin 5, 10, 20 ve 40 mg/kg dozlarda sistemik
(ip) olarak uygulanmistir. Yapilan uygulamanin allodoni ve hiperaljezi esiklerini ne
sekilde degistirdigi 30-240 dk zaman araligi icerisinde degerlendirilmistir.
Calismamizdaki en diisiik doz olan 5 mg/kg viteksin uygulamasi haricinde diger dozlarin
30-180 dk zaman araligi igerisinde agri esiklerini yiikselterek anti-allodinik ve
antihiperaljezik etki sagladigi gozlenmistir. Viteksinin antiallodinik etkisi 30 mg/kg
pregabalin ile benzer zamanlarda baslamis fakat pregabalin etkisine gore daha erken
sonlanmistir. Dolayisiyla, antiallodinik etkinin pregabalin etkisine gore diisiik ve kisa
stireli fakat agrinin giderilmesine yeterli seviyede katki sagladigi goriilmektedir.
Viteksinin anti-allodinik etkisi pregabalin ile benzer zamanlarda baslamig fakat
pregabalin etkisine gore daha erken sonlanmustir. Etkili bulunan 10, 20, 40 mg/kg viteksin
uygulamasi sonrasinda anti-allodinik etkinin net bir sekilde doza bagimli olarak aciga
cikmadigr gézlenmistir. Her ne kadar dozdaki 2 kat artisa ragmen etkide de 2 kat artig
beklemesek de on goriildigi sekilde dozlar arasinda herhangi bir etkinlik farki
olusmadigr goriilmektedir. Nitekim, bir calismada bronkokonstriksiyonda yeterli

rahatlamay1 saglayan 10 mg/ml teofilin dozu iki katina ¢ikarildiginda etkide sadece %17
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artis gergeklestigi gosterilmistir (Holford ve Sheiner, 1981). Bu noktada, deneysel
kosullarimizda etkin viteksin dozunun etki yoresinde doygunluga ulastigi veya doz
yiikseldik¢e anti-mekanizmalarin yan1 sira bu mekanizmalar1 baskilayacak farkli

fizyolojik olaylar1 da etkilemis olabilecegi diistiniilmiistiir.

Antihiperaljezik etkinligin degerlendirildigi ¢alisma sonuglarma bakildiginda ise 5
mg/kg viteksin dozunun antihiperaljezik etki i¢in yetersiz kaldig1 diger 3 dozun ise
anlaml etkiler gosterdigi hatta 20 mg/kg viteksin uygulanan grubun antihiperaljezik
etkisinin 30 mg/kg pregabalin etkinligine gore nispeten erken sonlanmasina ragmen yakin
seviyelerde acgiga c¢iktigi gozlenmistir. Anti-allodinik etkinlikten farkli olarak
antihiperaljezik etkinli§in doza bagiml sekilde gerceklesiyormus gibi gozlenmesine
ragmen en yliksek doz olan 40 mg/kg viteksin uygulamasiyla birlikte antihiperaljezik
etkinligin diismiis olmasi dikkat ¢ekicidir. Boyle bir durumla karsilasilmasinin nedeni
etkili dozundan daha yiiksek dozlar uygulandiginda etkin maddenin agri olusumuna
neden olabilecek yolaklar1 harekete gecirebildigini akla getirmektedir. Nitekim, ¢an
seklinde doz-cevap egrisinin birbirinden farkli kompleks mekanizmalar ile etki eden
ilaglarda gozlenebildigi bilinmektedir. Ornegin; sitalopram, esitalopram, fluoksetin,
paroksetin ve sertralin gibi bazi antidepresanlarda can seklinde doz-cevap egrisi
goriilmektedir. Bu ilaglarda doz arttirilmasinin etkinligi yalnizca bir noktaya kadar
arttirabildigi ve bunun izerindeki artiglarin ise etkinin azalmasina yol agtig1
goriilmektedir. Belirli bir konsantrasyondan sonraki artisin 5-HT1a otoreseptorlerini
uyararak SSRI’larin etkilerini azalttifi disliniilmektedir (Terao vd., 2020). Benzer
sekilde, psikotropik etkiden bagimsiz olarak anksiyolitik ve antiinflamatuvar etki aciga
cikarttig1 bilinen saf kannabidiol i.p. veya oral olarak uygulandiginda ¢an seklinde doz-
cevap egrisi gosterdigi bildirilmistir (Gallily vd., 2015). Kanser tedavisi i¢in yapilan bir
arastirmada, resveratroliin diisiik dozlarda yliksek dozlara gore daha etkili oldugu ve bu

nedenle ¢an seklinde doz-cevap egrisi gosterebilecegi lizerinde durulmustur (Cai vd.,
2015).

Aktivite kafesi deneylerinde Olgiilen yatay ve dikey harekelerin sayilarindaki
artis veya azalis ilacin psikostimiilan veya sedatif etkinlik gosterip gostermedigi ile iliskili
fikir vermektedir. Ilacin klinikte kullanimi esnasinda bir yan etki olarak lokomotor
aktivitede degisiklik yapmasi tercih edilmemekle birlikte kimi zaman gézlenen analjezik

etkinligin psikostimiilan veya sedatif etkiyle iliskili olup olmadigini yorumlamak icin bu
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verilerin alinmasi1 gerekmektedir (Stevenson vd., 2009). Nitekim, 20 mg/kg viteksin
uygulamasinin  anlamli  degisiklik yapmadig1 belirlenmistir.  Antiallodinik ve
antihiperaljezik etkinligin, lokomotor aktiviteden bagimsiz bir sekilde gergeklesiyor

olmasi viteksinin farmakolojik etkisine avantaj saglamaktadir.

Ozetle, anti-allodinik ve anthiperaljezik etkinlik ve etki siiresi kullanilan her bir
viteksin dozu icin farklilik gosterse de sdylenebilir ki viteksin noropati ile birlikte
bozulmus olan AP ve C liflerinin duyarliligmi basarili bir sekilde diizeltmektedir.
Mekanik ve termal uyarana yanit olarak gelisen agrili uyaranlarin kullandiklar1 yolaklar,
bu yolaklarin kullandigi mekanizmalar, nosiseptorler ve iletimde gorevli sinir lifleri
farklilik gostermektedir. Miyelinsiz ve kiigiik ¢apli C lifleri esas olarak termal uyarimin
iletilmesinden sorumluyken miyelinli ve genis capli AP lifleri esas olarak mekanik
uyariin iletilmesinden sorumludur. Dolayisiyla, her ila¢ benzer seviyede ve siirede
antihiperaljezik ve anti-allodinik etki agiga ¢ikarmayabilir (Huang vd., 2004; Meyer,
2008; Patel, 2010). Agr yitimi AP ve C liflerinin duyarlilig1 iizerinde kontrol saglayan
bir¢cok nérokimyasalin karsilikli etkilesimi ile gerceklesen karmasik bir olaydir (Baron
vd., 2010). Norokimyasallarin ¢esitliligi ile birlikte onlar igin 6zellesmis reseptorlerdeki
cesitlilik de anlagilmay1 zorlastirmaktadir. Fakat hem farmakolojik etkinligin ispatt hem
de farmakolojik etki gosteren ilacin etki profillerinin aydinlatilmas: amaciyla etki
mekanizmasi1 caligmalarinin detayli olarak gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu tez
calismasinda, etki mekanizmasinin aydinlatilmasima yonelik olarak agri kontroliinde
primer rol oynayan sistemlerden biri olan serotonerjik sistemle iliskisinin arastirilmasina
odaklanilmistir. Diger mekanizmalar ile iliskisi hakkinda yetersiz sayida da olsa
caligmalar mevcuttur. Ayrica, serotonerjik sistemin agr1 modiilasyonundaki roliiniin
karmasik olmasi nedeniyle bu sistem tizerinde durulmustur. Serotoninin 5-HT1a, 5-HT1g,
5-HT2a, 5-HT2c, 5-HT3 ve 5-HT7 reseptor alt tipleri araciligiyla agr1 kontrol siirecinde
yer aldig1 yapilan ¢alismalarca gosterilmektedir (Cortes-Altamirano vd., 2017; Parades
vd., 2019). 5-HT1a ve 5-HT3 reseptorlerinin aktivasyonunun agri iletimini baskiladigini
gosteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir (Kayser vd., 2007; Viguier vd., 2013; Cortes-
Altamirano vd., 2017; Tao vd., 2019). Ayrica, 5-HT1a reseptorii ile homolog yapida olan
5-HTig reseptoriiniin de benzer sekilde agrinin baskilanmasma aracilik ettigi
gosterilmistir (Nascimento vd., 2015; Tao vd., 2019). Bununla birlikte, 5-HT2a ve 5-
HT2c reseptdr alt tiplerinin hem pronosiseptif hem de antinosiseptif etkiye aracilik ettigini

gosteren farkli ¢alismalar bulunmaktadir (Cervantes-Duran vd., 2016; de Oliveria vd.,
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2017). 5-HT7 reseptorleri ise, serotoninin periferal pronosiseptif etkisine aracilik
etmektedir. Ancak 5-HT7 reseptoriiniin sadece saglikli hayvanlarda pronosiseptif etki
aciga c¢ikardigr (Viguier vd., 2013) ndropatik hayvanlarda ise hiperaljeziyi hafiflettigi
gosterilmistir (Brenchat vd., 2010; Viguier vd., 2013). Tez caligmasinda 5-HT1a, 5-
HT2a2c ve 5-HTs reseptor stimiilasyonlarinin gozlenen farmakolojik etkiye katki
saglayip saglamadiginin arastirilmast i¢in sirasiyla WAY-100635, ketanserin,
ondansetron kullanilmistir. S6z konusu antagonistler deneysel etki mekanizmasi
caligmalarinda  siklikla  tercih  edilen  antagonistlerdir. Calisma  sonuglari
degerlendirildiginde hem antihiperaljezik hem anti-allodinik etkide 5-HT2a2c reseptor
antagonisti ketanserin ile geri doniis saglanamazken, 5-HT3z reseptor antagonisti
ondansetron ve 5-HTia reseptor antagonisti WAY-100635 ile tama yakin geri doniis
saglandig1r gozlenmistir. Bu verilerden hareketle agikca goriilmektedir ki viteksin ile
indiiklenen analjezik etkiye serotonerjik sistemin katilimi s6z konusudur. Fakat dikkat
ceken nokta ketanserin uygulamasi ile birlikte etkinin antagonize olamadigidir.
Kaynak¢ada da belirtildigi iizere serotonin hem antinosiseptif hem de pronosiseptif
etkinlik gostermekte ve bu zit etkiler serotonin reseptorlerinin konumlari, uyarilma
esikleri, antagonist veya agonist dozu, uygulama yolu, agri tipi ve siiresi ile iligkilidir
(Cortes-Altamirano vd., 2017; Parades vd., 2019). 5-HT2a reseptorleri omurilikte genis
bir sekilde dagildigi ve presinaptik ve postsinaptik bolgelerde bulundugu gosterilmistir.
Ayrica, bu reseptdr alt tipinin lamina II’nin i¢ kisminda ¢ok yogun olarak bulunuyor
olmasi spinal nosisepsitif silirecin modiilasyonunda rol aldiginin kaniti olarak
goriilmektedir. Dahasi, birgok 5-HT2a reseptoriiniin kiigiik ve orta biiyiikliikteki dorsal
kok gangliyon hiicrelerinde TRPV1 eksprese ettiginin gosterilmesi bu reseptoriin

nosiseptif dogasini dogrular niteliktedir (Stenwinckel vd., 2009; Rahman vd., 2011).

Giliniimiizde c¢esitli farmakolojik etkileri oldugu bilinen flavonoidler siklikla
calisilmakta fakat bunlarin diisiik ¢oziintirliikleri, sulu ortamda karasizlik, zayif emilim,
foto degredasyon ve hizli metabolizma 6zellikleri nedeniyle kullanimlarinda sikintilar
yasanmaktadir (Thilakarathna vd., 2013; Cassidy vd., 2017; Roy vd., 2019). Cok sayida
tibbi faydasi olmasma ragmen, diisiik suda c¢oziiniirliigli ve zayif biyoyararlanimi
viteksinin klinik uygulamasini sinirlamaktadir. Nanopartikiil miithendisligi, suda az
¢ozliniir bilesiklerin yukarida bahsedilen dezavantajlarini ¢6zmek igin kullanilan yaygin
stratejilerden biridir (Gu vd., 2017). Viteksin igin tastyici sistemlerinin gelistirilmesi

tizerine ¢ok az sayida ¢aligma yapilmistir. Bu ¢alismalardan birinde viteksin-fosfolipid
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nanokomplekslerinin, serbest viteksinden daha yiiksek bir biyoyararlanima sahip oldugu
gosterilmistir (Luo vd., 2017). Bu sonug, viteksinin iglevselligini gelistirmek i¢in tastyici
sistemlerin kullanilma potansiyelini vurgulamaktadir. Boylelikle, viteksinin kimyasal
stabilitesinin gelistirilebilecegi veya sindirimden sonra gastrointestinal sistemdeki

metabolizmasinin ve absorpsiyonunun modiile edilebilecegi diistiniilmiistiir (Peng vd.,
2020).

Yapilan bir baska ¢alismada ise suda ¢oziiniirliiglinii arttirmak ve ¢oziinme oranini
iyilestirmek icin antisolvent ¢okeltme (ASP) ve yiiksek basingli homojenizasyon (HPH)
yaklagimlarin1 ve ardindan liyofilizasyonu birlestirerek viteksin/Poloxamer 188
nanopartikiilleri hazirlanmistir. Viteksinin ortalama partikiill boyutunu etkileyen ana
faktorlerin etkileri arastirilmis ve optimize edilmistir. Calismada viteksin nanopartikiil
formiilasyonu en diisiik 368.4 + 31,23 nm partikiil boyutu -18,5 mV zeta potansiyel
saptanmistir. Daha sonra homojenizasyon basing degerleri ve sayilar1 ayarlanarak partikiil
boyutunda kiigiilmeler (80,5 nm) saptanmistir. Elde edilen viteksin nanopartikiilleri
ayrica SEM, FTIR, kiitle spektrometresi (MS), X-1sin1 toz kirmimi (XRPD), gaz
kromatografisi (GC) ve ¢oOzinme testi ile karakterize edilmistir. Viteksin
nanopartikiillerinin hizlandirilmis ¢6ziinme hizi partikiil boyutunun kiigiiltiilmesi ile
aciklanmistir (Gu vd., 2017). Rahman ve Kumar (2019) hazirladiklar viteksin yiiklii
KLN’leri, 6-hidroksidopamin (6-OHDA) ile indiiklenen parkinson modelinde etkili
bulmustur. Sivathanu (2021), tarafindan hazirlanan viteksin yiiklii lipozom
formiilasyonunda ise POPC fosfolipiti kullanilmistir. Sonuglar, formiile edilmis
lipozomlarin daha iyi ilag tasiyici sistemler oldugunu ve kanser hiicreleri gibi hedef

bolgeye ulagsmak i¢in iyi bir se¢im oldugunu gostermistir.

Kitosan nanopartikiillerine yiiklii viteksin ile yapilan bir diger calismada in vitro
sitotoksisite ve in vivo yara iyilestirme ¢aligmasinda; viteksin formiilasyonunun kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir etki gosterdigi ve cilt yenilenmesini desteklendigi
gosterilmistir. NIH 3T3 ve HaCaT hiicreleri ile yapilan yara iyilestirme testinde de
viteksin/kitosan dispersiyonu ile nemli hiicre proliferasyonu gozlenmistir. Sonug olarak,
viteksin yiiklii kitosan jel bazli formiilasyonun hem in vivo hem de in vitro deneylerde

yara iyilesmesini hizlandirdig1 rapor edilmistir (Bektasvd., 2020).

KLN’ler suda ¢oziinmeyen ilaglarin ¢oziiniirliiglinii arttirmanin yani sira nanometre

Olgekli partikiil boyutlarindan dolay1 ilag emilimini, tasinmasini ve dagihmim tesvik
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ederek de ilaglarin biyoyaralanimmin arttirilmasina olanak saglamaktadir (Uner, 2007;
Mehnert ve Méder, 2011; Tan vd., 2017). KLN’ler kan dolasimindan ziyade daha ¢ok
lenfatik sistemde dolagmalar1 nedeniyle hapsettigi ila¢ etkin maddesini ilk ge¢is
etkisinden korumakta ve bu sayede daha diisiik dozlarda ve daha az yan etki ile tedaviyi
miimkiin kilmaktadir (Uner, 2007; Mehnert ve Méder, 2011; Tan vd., 2017). Bahsedilen
bu avantajlarin viteksinin farkokinetik 6zelliklerini diizelterek noropatik agr1 tizerindeki

etkinligini iyilestirebilecegi diisiiniilerek KLN formiilasyonlar1 hazirlanmistir.

Nanopartikiillerin yapisal analizlerinde belirlenmesi gereken kritere gore birgok
teknik kullanilabilmektedir. Tez ¢alismasinda yapilan ilk analizler partikiil boyut, boyut
dagilimi ve zeta potansiyel analizleri olmustur. Partikiil boyut analizlerinde lipit
oranindaki degisimlerin ve sonikasyon siirelerinin partikiil boyutuna etkisinin oldugu
gozlenmistir. Ornegin %4 (0,24 g) lipit iceren formiilasyonlarda 3 dk (F1) sonikasyon
sonunda partikiil boyutu 855,6 &= 5,765 nm ve 5 dk (F2) sonikasyon siiresi uygulandiktan
sonra partikiil boyutu 672,4 + 4,760 nm bulunmustur. Lipitin konsantrasyonu %?2’ye
(0,12 g) indirildiginde ise 3 dk (F3) sonikasyon sonunda partikiil boyutu 273,4 + 0,045
nm ve 5 dk (F4) sonikasyon siiresi uygulandiktan sonra partikiil boyutu 154,1 + 0,178 nm
bulunmustur. Lipitin konsantrasyonu %]1’e (0,06 g) indirildiginde ise 3 dk (F5)
sonikasyon sonunda partikiil boyutu 121,1 + 2,341 nm ve 5 dk (F6) sonikasyon siiresi
uygulandiktan sonra partikiil boyutu 89,5 + 1,632 nm bulunmustur. Calismada daha
diisiik lipit konsantrasyonuna inildiginde ise faz ayrismasi goézlendiginden bu

konsantrasyonlar ¢alismaya dahil edilmemistir.

Calismamizda hazirlanan PDI da analiz edilmistir. PDI bir dispersiyondaki
partikiillerin ortalama homojenligini tahmin etmek i¢in kullanilir ve biiytik PDI degerleri,
partikiil numunesinde daha biiylik boyut dagilimina karsilik gelir. PDI formiilasyondaki
partikiil ylizey modifikasyonlarinin tutarliligi ve verimliligi ile birlikte nanopartikiil
agregasyonunun da bir gostergesidir (Clayton, 2016). PDI'nin sayisal degeri 0,0
(milkemmel monodispers sistemler) ile 1,0 (polidispers sistemler) arasinda
degismektedir. 0,2 ve altindaki degerler, pratikte en ¢ok polimer bazli nanopartikiil
malzemeler i¢in kabul edilebilir PDI degeri olarak goriiliirken, lipit bazli tastyicilarin
kullanildig1 ilag tagima sistemlerinde 0,3 ve altindaki PDI degerleri kabul edilebilir
homojen sistemler olarak goriilmektedir (Danaei, 2018). Tez ¢alismasinda hazirlanan

formiilasyonlarda yiiksek lipit icerigine ve diisiik sonikasyon siiresi ile hazirlanan
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formiilasyonlarda PDI degerinin yiiksek oldugu fakat lipit oran1 azaldiginda ve
sonikasyon siiresi de arttiginda PDI degerinde de azalmalar gozlenmistir. Elde edilen
sonuglarla (Tablo 4.1) hazirlanan F6 formiilasyonunun monodispers yapida oldugu

sOylenebilir.

Bir silispansiyonda partikiil boyutu yaninda zeta potansiyel degerinin de dlglilmesi
nanopartikiillerin karakterizayonunda o©nemli bilgiler elde edilmesine yardimci
olmaktadir. Bir numunenin zeta potansiyeli, koloidal dispersiyonlarin stabilitesinin
onemli bir gostergesidir. Oldukga pozitif veya negatif yiiklii partikiiller, birbirlerini itme
egilimindedirler, boylece nispeten topaklagsma gostermeyen stabil koloidal ¢ozeltiler
olustururlar. Ote yandan, bir koloidal nanopartikiil dispersiyonunun diisiik zeta potansiyel
degerine sahip olmasi, kolloidlerin topaklanmasina neden olur. Genel olarak, yaklasik
-20-30 mV araligindaki veya daha yiiksek aralikdaki zeta potansiyeli degerlerine sahip
kolloidler stabil kabul edilmektedir. Zeta potansiyel degeri nanopartikiillerin ylizeylerinin
modifikasyonlar1 ya katyonik bir ajan eklenmesi ile ayarlanabilir, bdylece koloidal
siispansiyonun stabilizasyonu, elektrostatik itme yoluyla elde edilir. Zeta potansiyeli,
siispansiyonun konsantrasyonu, kullanilan ¢o6ziici ve diger katki maddelerinin
bilesiminden de etkilenmektedir (Baldassarre vd., 2015). Calismada hazirlanan
formiilasyonlarin zeta potansiyelleri 15,5 ile 18,9 arasindaki degerlerde negatif olarak
bulunmustur. Lipid nanopartikiillerinin, lipidlerdeki terminal karboksilik gruplarin
varligindan dolay1 vyiizeylerinde negatif bir ylike sahip olmasi nedeniyle tim

formiilasyonlar negatif bir zeta potansiyeli gostermistir (Badawi vd., 2021).

Calismalarda karakterizasyon asamasinda yapilan *H-NMR ve FTIR analizleri
ozellikle tastyici sistemlerin bilesimini ve yapisini karakterize etmek i¢in kullanilan etkili
yontemler arasindadir. Kati lipit nanopartikiillere birlikte polimerik nanopartikiillerde de
etkin madde ve kullanilan yardimci maddeler arasinda etkin maddenin durumu,

molekiiler hareketliligi ve molekiiler etkilesimleri bu analizlerle belirlenebilmektedir.

'H-NMR analizleri, saf etkin madde ve kullamlan diger formiilasyon bilesiklerinin
yani sira viteksin igermeyen ve igeren formiilasyonlarlada yapilmistir. Bu analizlerin
sonuglar1 degerlendirildiginde etkin madde igermeyen formiilasyon ile igeren
formiilasyon arasinda herhangi bir fark olmadig1 gézlenmistir. Ozellikle viteksin igeren
formiilasyonda viteksine ait bir karakteristik pik gézlenmemesi hem kullanilan etkin

maddenin az olmasindan (%0,5) kaynaklandigi, hem de kullanilan kitooligosakkarit
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polimerinin bu etkin maddenin piklerini baskiladigini diigiindlirmiistiir. Ayn1 zamanda
Sekil 4.9°da etkin maddeli formiilasyonda 3,24 ppm, 3,29 ppm ve 3,35 ppm’de goriilen
karakteristik piklerin ¢cok benzerlerinin hafif kayma ile birlikte viteksin igermeyen bos
formiilasyonda da 3,33 ppm, 3,40 ppm ve 3,51 ppm’de gbzlenmesi, bunun polimerin bir

etkisi olabilecegi ihtimalini giiglendirmektedir.

Yapilan FTIR analizlerinde fiziksel karisim, bos formiilasyon (F11) ve viteksin
yiiklii formiilasyon (F12) i¢in yapilan diger FTIR analizlerinde ¢ok benzer pikler elde
edilmistir. Ormegin 717 cm™, 1097 cm™, 1178 cm™, 1195-1469 cm™ araligi, 1735 cm™,
2850 cm™ ve 2914 cm™*deki pikler tamamen ortiismektedir. Viteksinde 2848,86 cm™ ve
2916,37 cm™Y’de goriilen iki karakteristik Daynasan’da da 2848.86 cm™ ve 2912,51 cm’?
olarak benzer yerlerde pik goriilmesi sebebiyle, formiilasyondaki analizde sadece pik
siddetinin artis1 ile viteksinin formiilasyona yiiklenebildigi yorumu yapilabilmistir.
Bunun diginda farkli bolgelerde pik gozlenmemesi formiilasyon hazirlanma sirasinda
kullanilan maddeler ve etkin maddenin kimyasal yapilarin1 korudugu ve aralarinda
herhangi bir kimyasal etkilesimin olmadigini gostermektedir. Aym1 zamanda FTIR
sonuglart *H-NMR’da gozlenen karakteristik pikin polimere ait oldugu ve bu polimerin

diger pikleri baskiladig: diisiincesini giiglendirmektedir.

Literatiirdeki *H-NMR ve FTIR analizlerinde etkin madde piklerinin kullanilan
polimer tarafindan baskilandig1 ya da diisiik etkin madde konsantrasyonu sebebiyle etkin
maddeye ait karakteristik piklerin goriilemedigi calismalar mevcuttur. Ornegin bir
caligmada Siklosporin A yiiklenen kati lipit nanopartikiillerin *H-NMR analizlerinde
siklosporin A’nin karakteristik piklerinin gézlenmemesinin kullanilan etkin maddedin
konsantrasyonunun diisiik olmasindan (%0,1) kaynaklandig: belirtilmistir (Basaran vd.,
2010). Ayn sekilde Pereira vd., (2016) yaptiklar1 bir diger ¢alismada da %1 oraninda
oxaliplatin yiiklii PLGA nanopartikiillerini hazirladiklar1 diger bir ¢alismada da FTIR
analizlerinde etkin maddenin pikleri diisiik konsantrasyon sebebiyle goriilememistir.
Costa vd. (2020) yaptiklar1 bir calismada ise viteksin yiiklii beta siklodekstrin
nanopartikiilleri hazirlanmis ve betasiklodekstrinin viteksin piklerini baskiladigi, bu
nedenle de yine *H-NMR’da formiilasyonun analizinde viteksine ait karakteristik piklerin
gbzlenmedigi saptanmistir. Yapilan bir baska calismada da formiilasyonlar i¢inde etkin
maddeye ait pik/tepe noktasi1 gozlenmemesi ilacin polimerik yapi i¢inde kapsiillendigini

dogruladigi seklinde yorulanmistir (Oztiirk ve Kiyan, 2020). Oztiirk vd., (2019)

84



tarafindan yapilan bir caligmada formiilasyonlara yiiklenen etkin maddenin spesifik
piklerinin, formiilasyonlarda gozlenmemesi ise etkin maddenin polimer matris i¢inde
molekiiler olarak dagildig1 seklinde yorumlanmistir. Bu sonuglar géz 6niine alindiginda
yaptigimiz c¢alismada viteksin KOS-LNP partikiillerine yiiklenebildigi ve literatiirle

benzer sonuglarin elde edildigi diistiniilmektedir.

Bu karakterizasyon analizlerinden sonra formiilasyonlarin hiicreler iizerindeki
etkinligini gorebilmek icin sitotoksisite analizleri gergeklestirilmistir. Analizler ISO
10993-5: 2009: tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirmesi - B6liim 5: in vitro sitotoksisite
testleri temel alinarak degerlendirilmistir. Bu uluslararas1 standarda gore ilgili test
numunesi hiicre canlilifinda %30’dan fazla diismeye sebep oluyorsa sitotoksiktir olarak
tanimlanmaktadir (http-2). Hazirlanan formiilasyonlarin ve saf viteksinin hiicreler
tizerindeki etkinligini belirleme amaciyla c¢alismada NIH-3T3 hiicre dizileri
kullanilmistir. Formiilasyonlardan DDAB vyiiklii LNP formiilasyonlar1 ilk 6nce analize
alinmig ve yiiksek zeta potansiyel degerine sahip F7 ve F8’in 0,05-30 pl/100 upl
konsantrasyon araliginda hiicre canliligina etkisi degerlendirilmistir. Analiz sonuglarina
gore calisilan en diislik konsantrasyonda bile %70 hiicre canlilig1 elde edilemediginden
DDAB’m ¢ok sitotoksik oldugu goézlenmis ve ¢alismaya KOS ile kapla seklinde devam
edilmesine karar verilmistir. Viteksin yiiklii formiilasyon ise doza bagli olarak sitotoksik

etki gostermistir.

Literatiirdeki DNA baglama calismalarda, flavonoid igerigi bulunan bitki
ekstrelerinin nanopartikiillere yiiklenmesi ve bu nanopartikiillerin de DNA ile baglanmasi
calismalarina pek ¢ok 6rnek vardir. Baglama caligsmasi yapilan bu DNA’lar i¢in genellikle
buzagi timiis DNA’s1 (Calf Thymus DNA) kullanilmistir ve amag¢ nanopartikiiliin in vivo
uygulandiktan sonra hiicre icindeki DNA’ya baglanabilme ve sonrasinda hiicre
dongiisiinii ve mitozu engelleme/bozma yetisinin arastirilmasidir (Ribeiro vd., 2018;
Chandraker wvd., 2021). Literatiirde viteksin ile hazirlanan bir nanopartikiil
formiilasyonuna daha once hicbir genetik materyal baglama ¢alismasi yapilmamistir. Bu

calisma ilk defa bu tez kapsaminda yapilmistir.

Formiilasyonun genetik materyal baglayabilme 6zellikleri aragtirilmigtir. Analizde
viteksin yiiklii pozitif yiizey yiikiine sahip nanopartikiiller hazirlandiktan sonra GFP
plazmid DNA ile etkilesimi arastirilmistir. Jel reterdasyon sonuglarina gére 10 ul ve

yukarisindaki  konsantrasyonlardaki F12 formiilasyonu GFP plazmid DNA’yi
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baglayabildigi, daha diisiik konsantrasyonlarda ise bu baglanmanin yeterli bir sekilde
gerceklesmedigi saptanmistir. Bu sonuglar alindiktan sonra formiilasyonun DNA’y1
serum bilesenleri ve DNAz enzimi varliginda koruma o6zellikleri arastirilmistir. DNA
yiiklii nanopartikiillerin serum bilesenlerine ve enzimatik parcalanmaya karsi stabiliteleri
genetik materyalin in vivo ya da in vitro etkisi acisindan ¢ok oOnemlidir. Ciinkii
nanopartikiil ile etkilesimde olmayan ¢iplak haldeki DNA fizyolojik ortamda bulunan
niikleazlara kars1 agik haldedir ve pargalanmaya meyillidir (Chandrasekaran, 2021). Bu
sebeple plasmid DNA’nin hem hedef bolgeye ulagsabilmesi hem de hiicrelere etkili bir
sekilde transfeksiyonu i¢in uygun nanopartikiiller gelistirilmektedir (Najafi vd., 2015).
Serum bilesenlerine DNAZz enzimine karsi koruma analizlerinde hazirlanan F12
formiilasyonu GFP-Plazmid DNA’sin1 6 saate kadar serum bilesenlerine kars1 korudugu
fakat bu saatten sonra formiilasyonun genetik materyali salmaya basladigi jel tizerindeki
bant goriintiilerinden belirlenmistir (Sekil 4.11). Bu goriintiilerde 36. saate kadar goériilen
bantlar, kontrol DNA’s1 ile ayn1 yerde iken 6zellikle 48. saatte bantlarin daha 6nde ve
smear seklinde goriilmeye baslandigi saptanmistir. Bu da DNA’nin bu saatten sonra
parcalandigin1 gostermektedir. DNAz enzimine karsi korunmasinda ise DNAz ile
muamele edilmeyen GFP yiikli F12 formiilasyonunun, DNAz ile muamele edilen F12
formiilasyonu ile ayni goriintiide olmas1 formiilasyonun bu enzime kars1 koruma gorevi

gordiiglinii géstermektedir.

Calismada in vitro olarak en son in vitro salim ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alisma
oncesinde F12 formiilasyonunun %88,8 gibi yiiksek bir enkapsiilasyon etkinligi
gosterdigi saptanmustir. [n vitro salim analizine gére saf viteksin igin ilk 4 saatte % 98
oraninda salim gozlenirken, viteksin yiiklii F12 formiilasyonda zamana bagl salim
gozlenmistir. {1k 45 dakikada viteksinin %10’u salinirken, F12 formiilasyonunundan 96
saat sonunda %84,12’sinin salindigr gozlenmistir. Formiilasyondan ilk dakikalarda
herhangi bir ani salimin olmamasi viteksinin kompleksin i¢ bolgelerinde hapsoldugunu

ve kompleks pargalandik¢a ortama salindigini gostermektedir.

Etki analizi ¢alismalarindan hareketle tez amacimiza uygun sekilde hem anti-
allodinik hem de anti-hiperaljezik etkinlik agisindan yetersiz kalan ve en diisiik doz olan
5 mg/kg dozunda viteksinin formiilasyona yiiklenmesine karar verilmistir. Amag
fizyolojik sisteme miimkiin oldugunca diisiik dozda etkin madde uygulamasiyla giivenli

bir profil olusturmak ve en iyi farmakolojik etkinligi yakalamaktir. Calisma sonugclari
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degerlendirildiginde 5 mg/kg viteksinin formiilasyon iginde uygulamasinin anti-allodinik
ve anti-hiperaljezik etkinligi anlamli derecede ortaya ¢ikmasma ve etki siiresinin de
uzamasina yol a¢tig1 belirlenmistir. Gosterdigi anti-allodinik etkinin 30 mg/kg pregabalin
kadar etkin ve hatta etki analizinde en etkili doz olarak belirlenen 20 mg/kg viteksinin
gostermis oldugu etkiden de daha yiiksek oldugu dikkat ¢cekmektedir. Yapilan salim
analizi caligsma sonuclar ile birlikte degerlendirildiginde goriilmistiir ki; formiilasyon
icinden viteksin saliniminin pik yaptig1r zaman ile formiilasyonlu viteksin uygulamasinin
etkinliginin pik yaptig1 zaman aralig1 6rtiismektedir. Yine etkinlik saf viteksin ile yapilan
etki analizi ¢alismalarinda 180 dk.’da sonlanarak pregabalin kadar uzun etki siireli
olmadig belirlenmistir. Fakat viteksin yiiklii formiilasyon uygulamasi etki siiresinin de
pregabaline benzer sekilde uzamasina neden olmustur. Benzer sonuglar, anti-hiperaljezik
etkinligin arastirildigi calismada da gozlenmistir. Farkli olarak viteksin yiikli
formiilasyon uygulamasinda anti-hiperlajezik etkinlik pregabalin ile aynmi1 seviyelerde
gozlenememis fakat yine de 20 mg/kg viteksinin gostermis oldugu etkiden daha yiiksek
ve uzun siireli olarak gerceklesmistir. Ayrica etkideki ve etki siiresindeki bu artisin
tasiyict formiilasyonun kendisinden kaynaklanip kaynaklanmadiginin belirlenebilmesi
icin viteksin igermeyen formiilasyonun uygulamasi sonucu elde edilen veriler
degerlendirildiginde goriilmektedir ki; formiilasyonun kendi basina herhangi bir
farmakolojik aktivitesi yoktur. Ayrica lokomotor aktivite sonuglarina gore; viteksin yiiklii
formiilasyon uygulamasinin lokomotor aktiviteyi goreceli olarak diisiirliyor olmasina
ragmen, bu diislisiin istatistiksel anlamlilik gostermemesi viteksin yiiklii formiilasyonun

etkinligine 6nemli bir avantaj sagladigi diisiiniilmistiir.

Bu sonuglardan hareketle gelistirilen viteksin yiiklii formiilasyonun, viteksinin
olumsuz farmakokinetik ozelliklerinin  diizeltilmesini saglayarak daha diisiik
konstantrasyonda daha uzun etki siireli yiiksek efikasite gdstermesine imkan saglamistir.
Nitekim daha once belirtildigi gibi KLN’ler tasidiklar1 etkin maddenin membranlardan
gecisini, biyoyararlanimini, etki yoresine ulasan konstrasyonunu artirmaktadirlar.
KLN’lerin sagladig: tiim bu yararlar sayesinde etkin maddenin etkinligi artilabilmekte ve
etki siiresi uzatilabilmektedir. Boylece daha diisiik konsantrasyonlarda daha ytiksek ve

uzun stireli bir etki saglanabilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi, daha Once noropatik agri iizerindeki etkisi detayli olarak
calistilmamis olan viteksinin noropatik agr1 kontroliinii sagladigini gostermesi ve bu
etkiye aracilik eden serotonerjik sistem ile iliskisinin degerlendirilmesi agisindan bir
ilktir. Bir baska 6zgiin degeri ise viteksin yiiklii KLN’nin de noropatik agr1 tizerindeki
etkinliginin degerlendirilmis olmas1 ve genetik materyal (GFP) ile etkin madde yiiklii

partikiillerin hiicrelere gegisinin kontrol edilmis olmasidir.

Bu calismada, KKH modeli ile néropati gelistirilmis si¢anlara i.p. olarak 10, 20, 40
mg/kg viteksin uygulamasi, néropati gelisimi neticesinde diisen mekanik ve termal
esikleri yiikselterek anti-allodinik ve antihiperaljezik etkinlik gostermistir. Ayrica, anti-
allodinik ve antihiperaljezik etkinligin lokomotor aktiviteden bagimsiz bir sekilde
gerceklesiyor olmasi viteksinin farmakolojik etkinligine avantaj olarak goriilmektedir. 5-
HT1a ve 5-HTs reseptor stimiilasyonlari, viteksinin anti-allodinik ve antihiperaljezik
etkinligine belirgin katki sagladigi ortaya konmustur. Ayrica yapilan g¢alismalarda,
viteksinin KLN’ler igerisine basarili bir sekilde yiiklendigi yapilan karakterizasyon
calismalari ile gosterilmistir. Viteksin yiiklii formiilasyonun daha diisiik konsantrasyonda

daha yiiksek ve uzun stireli bir etki sagladig: belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar néropatik agr1 tedavisinde viteksinin kullanilabilecegine dair,
etki ve etki mekanizmalar1 agisindan literatiire ve yeni ilag gelistirilmesine katki saglayan
veriler sunmaktadir. Bununla birlikte bu c¢alisma ile viteksinin bir formiilasyon halinde
kullanilabilmesi ve ayn1 zamanda biyoteknolojik olarak yeni bir gen tasiyici sistem olarak
degerlendirilebilmesine olanak saglayacak sonuglar da elde edilmistir. Boylelikle hem
noropatik agrinin giderilmesinde hem de agrinin eslik ettigi birgok hastalikta de yeni bir

tedavi yaklagimi sunmaktadir.
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