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OZET

Bu ¢alisma, Verbascum exuberans ekstresi (Vex)’nin antinosiseptif etkinligini, bu
etkide serotonerjik, nitrerjik ve opiyoderjik yolaklar Gzerindeki roliinl ve antiinflamatuvar
aktivitesini belirlemek {izere dizayn edilmistir. Ekstrenin santral antinosiseptif etkinligi tail
clip, tail flick ve hot plate testleriyle, periferal antinosiseptif etkinligi ise asetik asit ile
olusturulan writhing testiyle arastirllmistir. Bu duruma ek olarak, Vex (250 mg/kg) L-
NAME (100 mg/kg), siproheptadin (50 pg/kg) ve nalokson (1 mg/kg) ile kombine
edilmistir. Karragenan ile olusturulan arka ayak pence 6dem modeli Vex (250 mg/kg)’nin
antiinflamatuvar aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmigtir. 250 mg/kg Vex % MPE
degerlerini sadece tail clip testinde arttirrken (p<0,05), 500 mg/kg Vex % MPE
degerlerini tail clip, tail flick ve hot plate testlerinde arttirmamistir (p>0,05). Ekstrenin her
iki dozu asetik asit ile olusturulan writhing testinde kivranma sayilarini azaltmistir
(p<0,001). Vex ile kombine verilen L-NAME santral antinosiseptif testlerdeki % MPE
degerini sadece tail clip testinde arttirdigi goriilmistiir (p<0,05). L-NAME ve nalokson
kombine gruplarinda ekstrenin kivranma sayilarini azalttigi (p<0,05), siproheptadin ile
kombine verilen grupta ise azaltmadigi belirlenmistir (p>0,05). Calismamizda, Vex’nin
santral spinal diizeyde antinosiseptif etkili oldugu, santral supraspinal dizeyde
antinosiseptif etkili olmadig1 ve Vex’nin periferal antinosiseptif etkili oldugu bulunmustur.
Vex’nin periferal antinosiseptif etkide hem nitrerjik hem de opiyoderjik yolaklara aracilik
ettigi, serotonerjik yolagmn aracilik etmedigi goriilmistiir. Ayrica, Vex’nin santral spinal
duzeyde nitrerjik yolak (zerinden antinosiseptif etkiye aracilik ettigi belirlenmistir. Vex,
karragenan ile olusturulan inflamasyona kars1 6dem miktarin1 TNF-a ve IL-1p diizeylerini

azaltarak inhibitor etki gostermistir.

Anahtar kelimeler: Verbascum exuberans, Scrophulariaceae, antinosiseptif etki,

antiinflamatuvar etki.
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SUMMARY

This study was designed to investigate the antinociceptive effects of Verbascum
exuberans extract (Vex) and the contribution of nitrergic, serotonergic and opioidergic
pathways of Vex, and the antiinflammatory activity of Vex. Tail clip, tail flick, and hot
plate tests were used to investigate the central antinociceptive effect and acetic acid-
induced writhing test was used to assess the pheripheral antinociceptive effect of Vex. In
addition, Vex (250 mg/kg) was combined with L-NAME (100 mg/kg), cyproheptadine (50
ug/kg), and naloxone (1 mg/kg). Carrageenan-induced hind paw edema model was used
for the assessment of antiinflammatory activity of Vex (250 mg/kg). Vex 250 mg/kg
increased MPE % solely in tail clip test (p<0.05), whereas Vex 500 mg/kg did not enhance
MPE % in tail clip, tail flick and hot plate tests (p>0.05). The combined use of Vex with L-
NAME reduced the MPE % solely in tail clip test (p<0.05). Both doses of Vex decreased
the number of strechings in acetic acid-induced writhing test (p<0.001). The combined use
of Vex 250 mg/kg with L-NAME and naloxone decreased the number of strechings
(p<0.05), while cyproheptadine did not (p>0.05). We suggest that Vex presents central
spinal but not central supraspinal antinociceptive effect and Vex shows peripheral
antinociceptive effect. The opioidergic and nitrergic pathways seem to mediate its
pheripheral antinociceptive effect of Vex while serotonergic pathway is not involved.
Besides, nitrergic pathway seems to mediate its central spinal antinociceptive activity of
Vex. Vex inhibits carrageenean-induced edema formation as a consequence of decreasing
TNF-a and IL-1 levels.

Keywords:  Verbascum  exuberans, Scrophulariaceae, antinociceptive  effect,

antiinflammatory effect.
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1. GIRIS VE AMAC

Agri, insana son derece sikinti veren, hayatini kisitlayan ve en ¢ok korkulan
durumlardan birisidir. Agr1 ve agrinin giderilmesi insanoglunun var olusundan beri 6nemli
bir ugrasi alan1 olmugstur. Bilimin ve bilimsel yontemlerin gelismesine paralel olarak agri
mekanizmalarinin anlagilmasi ve analjezi yontemlerinin gelistirilmesi, arastirmacilarin en

bliyiik ilgi alanlarindan biri olmaya devam etmektedir.

Son yillarda sentetik ilaglarin insanlar iizerindeki zararli etkilerinin ortaya ¢ikmasi
ve bazi durumlarda bu tiir ilaglarin agr1 ya da inflamasyon tedavilerine karsi yeterli
olmamalar1 nedeniyle bunlarin yerine kullanilabilecek bitkisel droglar, bitkisel ilaglar ya da
bitkisel kaynakli ilag¢ hammadde arayislar1 hizla devam etmektedir. Bu nedenle ilag
uygulama sistemleri hala dogal ve daha etkili olabilecek ilag ve tedavi protokollerinin
arayist igerisindedirler. Sigirkuyrugu olarak bilinen Verbascum L. tdrlerinin ekstre,
dekoksiyon ve infiizyonlari, ¢ok eski zamanlardan beri hemen hemen tiim diinyada halk
ilaci olarak kullanilmaktadir. Yayinlanan ¢alismalarda, bazi Verbascum tlrlerinin
kullanilislar1 (ekspektoran, mukolitik, demulsan, diiiretik, solunum yolu rahatsizliklari,
yaralar, mantar enfeksiyonlari, kan dindirici, diyare ve diyabet tedavisinde) ve biyolojik
aktiviteleri (antiviral, antimikrobiyal, antimalaryal, antioksidan, antiinflamatuvar,
antinosiseptif, antitimor, antikanser, immunomodulator, antitlserojenik, antihepatotoksik,
antihiperlipidemik ve antitussif aktiviteler) belirlenmistir (Tatli ve Akdemir, 2006;
Akdemir vd., 2011; Arituluk ve Ezer, 2012). Ayrica, Verbascum thapsus L., V. phlomoides
L. ve V. densiflorum Bertol. (V. thapsiforme Schrad) Avrupa ve Ingiliz farmakopeleri ve
Komisyon E monograflarinda bulunan ve ilag gelistirmede kaynak olarak diisiiniilen

bitkiler arasinda yer almaktadir.

Ulkemizde yayilis gosteren ve ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullamilan bazi
Verbascum tiirlerinin etnobotanik kullanimlarin1 agiklamak tizere gesitli arastirmalar
yapilmistir. Bu baglamda, V. lasianthum Boiss ex Bentham, V. pterocalycinum Hub.-Mor.
var. mutense Hub.-Mor., V. salviifolium Boiss., V. chionophyllum Hub.-Mor., V.

pycnostachyum Boiss. & Heldr., V. latisepalum Hub.-Mor. ve V. mucronatum Lam.



bitkilerinin ¢esitli kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin ve s6z konusu bitkilerden izole
edilen bazi sekonder bilesiklerin in vivo antinosiseptif ve/veya antiinflamatuvar aktivite
gosterdikleri belirlenmistir (Kupeli vd., 2007; Kupeli-Akkol vd., 2007; Tatli vd., 2008a;
Tatli vd., 2008b; Akdemir vd., 2011).

Bu bilgiler 1s18inda, Manisa yoresinde endemik olarak yetisen Verbascum
exuberans Hub.-Mor. tiirliniin toprakiistii kisimlarindan elde edilen sulu ekstrenin akut
santral ve periferal antinosiseptif etkinligini, bu etkide serotonerjik, nitrerjik ve opiyoderjik
yolaklar Gzerindeki rolinu ve akut antiinflamatuvar aktivitesini belirlemek lzere in vivo

hayvan deneyi modelleri uygulanarak arastirilmasi amacglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Agrinin Tanimi, Terminolojisi ve Siniflandirilmasi

Uluslararas1 Agr1 Arastirmalart Tegkilati (IASP) na gore agrinin tanimi “Viicudun
herhangi bir yerinden kaynaklanan, gercek ya da olas1 bir doku hasari ile birlikte bulunan,
hastanin ge¢misteki deneyimleri ile ilgili, hos olmayan duyusal ve emosyonel bir
deneyimdir.” Bu tanimlamadan da anlasilacagi gibi agri objektif, subjektif, duyusal ve
psikojenik komponentleri igermektedir. Bu nedenlerle agrili uyarana karst yanit kisiden
kisiye degismekte, hatta aymi kiside bile farkli olabilmektedir (Erdine, 2007). Agrm,
koruyucu, uyarict ve haber vericidir. Hem tehlikeyi haber verir, hem de tehlikeyi
onleyecek yollar1 bulmasi i¢in canliyr uyarir (Marangoz, 1993). Agr, farkli semptomlar
esliginde karsimiza negatif ya da pozitif bulgularla ¢ikabilir. Norolojik semptomlar agriya
eslik ederek farkli klinik tablolar olusturur. Bu semptomlar: agiklayabilmek amaciyla agri
terminolojisi gelistirilmistir (Cizelge 2.1) (Dworkin, 2002; Aydemir, 2007; Kayhan, 2007;
Morgan vd., 2008a).

Cizelge 2.1. Agri terminolojisi.

Agn esigi Kiside agriya neden olan en kii¢iik stimulusun siddeti.

Agr1 tolerans seviyesi Kisinin tolere etmeye hazir oldugu, agriya neden olan en biiyiik stimulus.

Allodini Agrili olmamasi gereken dokunmayt agri olarak algilama.

Analjezi Agrili stimiilasyonun olusturdugu agr1 duygusunun olmamasi.

Anesthesia dolorosa Duyu kayb1 olan bir anestetik bolge veya alanda olusan agr1.

Disestezi Uyari ile ya da uyar1 olmadan meydana gelen hog olmayan anormal duyu.

Hiperaljezi Agrili ve zararl stimiilusa kars1 duyarliligin ve cevabin artmast.

Hiperestezi Agrili stimulasyona duyarliligin artmasi.

Hiperpati Hiperaljezi, allodini, hiperestezi ve asir1 reaksiyonla karakterize, uyar1 kesildikten
sonra da duyunun devam ettigi agrili sendrom.

Hipoaljezi Agrili stimulusa duyarliligin ve cevabin azalmasi.

Hipoestezi Stimilasyona kars1 duyarliligin azalmasi.

Kozalji Periferik sinirdeki travmatik bir lezyondan sonra devam eden yanic1 agri.

Nosiseptor Agrili veya potansiyel olarak agrili stimiilusa kars1 duyarli spesifik reseptor.

Ndralji Bir sinirin dagilim alaninda goriilen, tekrarlayici, siddetli ve genelde ilgili dermatomun
uyartlmasi ile baglayan agridur.

Norit(is) Sinir inflamasyonu.

Noropati Bir sinirdeki patolojik degisiklik veya fonksiyonundaki bozukluk.

Parestezi Belirli bir bolgede, bir uyar1 olmadan, spontan olarak ignelenme, karincalanma veya
uyusma hissedilmesidir.

Santral agri Bir santral sinir sistemi lezyonu ile birlikte olan agri1.




Agrn gesitli sekillerde siniflandirilabilir. En sik kullanilan siniflama Cizelge 2.2°de
gosterilmistir. Cizelgeye gore agri dort sinifa ayrilmaktadir (Ray, 2007).

Cizelge 2.2. Agrinin siniflandiriimast.

1. Norolojik mekanizma

a. Nosiseptif
b. Somatik
c. Visseral
d. Noropatik
i. Noropatik
ii. Merkezi
iii. Periferik
e. Psikojenik
2. Siireye bagl
a. Akut
b. Kronik
3. Etiyolojik

a. Kanser agrisi
b. Postherpetik nevralji
€. Orak hiicre anemisine bagli agr1
d. Artrit agrist
4. Bolgesel agr
a. Basagns:
b. Yiiz agrisi
c. Belagrsi
d. Pelvik agri

2.1.1. Nosiseptif agr

Doku hasari sonucu salinan medyatorlerin 6zel sinir uglarini uyarmasiyla meydana
gelen agridir (Asik, 2010a). Bu 6zellesmis sinir uglarina ‘nosiseptdr’ adi verilir. Uyarilar
medulla spinalise, talamusa ve oradan da serebral kortekse iletilir (Aydin, 2002; Ray,
2007). Nosiseptif siiflama somatik ve visseral olarak ikiye ayrilir. Aralarindaki fark ise
somatik agrinin duyusal liflerle visseral agrinin ise sempatik liflerle tasinmasidir (Ray,

2007).



2.1.2. Visseral agn

Bir i¢ organ veya onun kilifinin hastalig1 ve/veya fonksiyon bozukluguna bagl
olarak olusur (Morgan vd., 2008a). Visseral agrinin en Onemli bes Ozelligi asagida

verilmistir (Asik, 2012).

1) Her organda olusmaz. Ornegin karaciger, bobrek, akciger parankimi agriya
duyarh degildir.

2) Her zaman doku hasari ile iligkili degildir.

3) Yaygmndir ve lokalizasyonu kolay degildir.

4) Baska yerlere yayilabilir.

5) Motor ve bulanti, kusma, kan basinci, kalp hizinda degisiklikler gibi otonom

refleksler eslik eder.

2.1.3. Somatik agri

Yiizeyel ve derin agri olarak ikiye ayrilir.

1) Yiizeyel somatik agri: Deri, deri alti dokular ve miik6z membranlardan
kaynaklanir. lyi lokalize edilir. Keskin ve batici tarzdadir.

2) Derin somatik agri: Eklem, kemik ve tendonlardan kaynaklanir. Kiint ve sizlama

seklindedir. Lokalizasyonu zordur (Morgan vd., 2008a; Asik, 2010a).
2.1.4. Noropatik agn

Nonnosiseptif agr1 i¢in en yaygin kullanilan terminolojidir. Norolojik bir yapinin
ve/veya islevin degismesi ile ortaya ¢ikan bir agr tipidir ve bu agr tipinde siirekli bir
nosiseptif uyar1 bulunmamaktadir (Ray, 2007). IASP, noropatik agriyr santral sinir
sisteminde fonksiyon bozuklugu veya primer lezyonun baglattig1 veya neden oldugu agn
olarak tanmimlamistir (Bennett vd., 2007; Uyar ve Eyigor, 2012). Hasardan ya da
siddetinden bagimsiz olarak devam edebilir ve hatta zaman igerisinde siddetlenebilir

(Yicel, 2010).

Noropatik agrili hastalar klinikte farkli semptomlar sergilerler. Semptomlar negatif

ve pozitif semptomlar olarak ikiye ayrilir. Negatif semptomlar, hipoestezi, hipoaljezi,



termohipoestezi, pozitif semptomlar ise parestezi, elektrik carpmasi, keskin agr1 ve yanici

agridir (Attal, 2000).

2.1.5. Psikojenik agr1

Anksiyete ve depresyon gibi psikojenik sorunlarda, doku hasar1 varmis gibi
algilamanin oldugu agr1 ¢esididir (Aydin, 2002). Bu taniy1 koymadan 6nce tiim somatik
patolojiler diglanmali ve hasta deneyimli bir psikiyatristin kontroliinden ge¢melidir (Ray,

2007).

2.1.6. Akut agn

Akut agr1, travma, cerrahi, akut hastaliga eslik eden kimyasal ya da mekanotermal
stimuluslara gosterilen fizyolojik cevap olarak tanimlanir (Asik ve Cakar-Turhan, 2010).
Baslangici anidir ve hemen her zaman nosiseptif niteliktedir. Doku hasariyla baslar,
iyilesme stiresince giderek azalir ve kaybolur. Agriya sebebiyet veren hasar ile agr
arasinda, yer, siddet ve zaman agisindan yakin iliski vardir (Aydin, 2002). Agriya yanit,
kisiden kisiye ve hatta aynmi kiside, farkli zamanlarda degisebilmektedir. Cogu
kendiliginden ya da tedavi ile birka¢ giin ya da hafta icerisinde gecer. Akut agr1 yeterince
tedavi edilemezse kroniklesebilir (Loeser ve Melzack, 1999; Asik ve Cakar-Turhan, 2010).

2.1.7. Kronik agn

Tedavi yontemleri ile ya da dogal yoldan giderilme ile ¢ok az degistirilebilen inatg1
agridir (Uyar ve Eyigor, 2012). Doku hasari ortadan kalksa bile agr1 devam eder. Tedavisi
akut agriya gore ¢ok daha komplikedir. Cogu kez nosiseptif niteliktedir ancak noropatik ya
da ikisinin kombinasyonu seklinde de olabilir. Psikolojik mekanizmalar ve gevresel
faktorler 6nemli rol oynar (Morgan vd., 2008a). Sempatik tonus artis1 ve noroendokrin
fonksiyonlardaki artis belirgindir (Aydin, 2002).



2.2. Akut Agrimin Noroanatomisi ve Norofizyolojisi

2.2.1. Primer afferent nosiseptoérler

Ingiliz fizyolog Sir Charles Scott ilk kez 1898’de ‘nosisepsiyon’ kavramini ileri
stirmiistiir (Erdine, 2010). Doku hasar1 sonucu agrinin algilanmasiyla sonlanan kompleks

olaylarin tiimiine ‘nosisepsiyon’ denir (Asik, 2012).

Serbest sinir uglart olan nosiseptorler, noksiyus uyarilar1 algilayp ileten
reseptorlerdir (Asik, 2012). Nosisepsiyon terimi Latince kokenli olan ‘nosi’ kelimesinden
gelmektedir. ‘Nosi’, zarar ve yaralanma anlamina gelir. Nosisepsiyonlarin tamami agri

olusturur ancak her agr1 nosiseptif nitelikte degildir (Morgan vd., 2008a).

Periferik sinirler iletim hizlarina, caplarina, myelinizasyon derecelerine ve
fonksiyonlarma gore smiflandirilirlar. Cesitli klasifikasyonlar kullanilir ancak en sik

kullanilani Erlanger/Gasser klasifikasyonu’dur (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Periferik sinir liflerinin Erlanger/Gasser’e gore (afferent ve efferentler) klasifikasyonu (Asik,

2012).
Lif grubu innervasyon Ortalama ¢ap | Ortalama iletim iz
(nm) (m/sn)
Aa (alfa) Iskelet kasinda primer kas igcigi (motor) | 15 (12-20) 100 (70-120)
AP (beta) Kiitan6z doku ve basing afferentleri 8 (5-15) 50 (30-70)
Ay (gamma) Kas igcigi motor 6 (6-8) 20 (15-30)
Ad (delta) Mekanoreseptdr, nosiseptor <3 (1-4) 15 (12-30)
B Sempatik pregangliyonik 3(1-3) 7 (3-15)
C Mekanore_septpr, nosiseptdr, sempatik 1(0,5-1,5) 1(0,5-2)
postgangliyonik




Agr1 ileten nosiseptorler genel olarak ikiye ayrilirlar (Marangoz, 1993).

% Derinin A$ tipi mekanotermal reseptdrler: Ince miyelinli lifler olup, uyar1 hizlart
5-30 m/sn’dir. Aktivasyonlar1 keskin, igneleyici ve iyi lokalize edilebilen agri1 olusturur
(Aydin, 2002). Uyaran karsisinda meydana gelen akut nosisepsiyonun hissedilmesinden
sorumludur (Asik, 2012). Uyarilma esikleri somatik mekanoreseptOrlerden 5-1000 kat
daha fazladir (Marangoz, 1993).

% Polimodal C nosiseptorleri: Bu reseptorler siddetli kimyasal, mekanik, sicak ve
soguk uyaranlarla aktive olurlar (Asik, 2012). Miyelinsiz ve ince liflerdir. impulslar1 0,5-2
m/sn gibi yavag bir hizda iletirler. Yanici, kiint ve zor lokalize edilen agridan sorumludur

ve hiperesteziye yol agar (Aydin, 2002). Bu agriya ‘ikinci agr1’ da denir (Asik, 2012).

Bir doku hasar1 sonrasinda bu sinir uglari, ortaya ¢ikan bradikinin, prostaglandin
(PG)’ler, 16kotriyen (LT)’ler, substans P, asetil kolin (ACh), histamin, hidrojen iyonu (H")
ve potasyum iyonu (K™) gibi aljezik maddeler tarafindan stimule edilir ve tist merkezlere

iletilir. Bu sayede noksiyus elektriksel enerjiye ¢evrilmis olur (Asik, 2012).

Nosiseptor aktivasyonu siiresince baska etkenler de isin igine girmektedir. Doku

hasar1, bolgedeki inflamatuvar siireci baslatir ve ¢esitli medyatorler salgilanir.

2.2.2. Periferik sensitizasyon

Periferik sinir lezyonlar ile ilgili ¢esitli periferik mekanizmalar ileri stirtilmiistiir.
Bunlardan en sik {izerinde durulan ise nosiseptif liflerde olusan spontan anormal aktivitedir
(Attal, 2000; Asik, 2012). Hasar goren bolgelerde meydana gelen inflamasyon sonucu
makrofaj, lenfosit ve mast hiicrelerinden salinan medyatdrler nosiseptorlerin desarj esigini
distirtirler. Nosiseptorlerin desarj esiginin diismesine hiperaljezi denir. Zedelenmis odakta
esigin diismesine primer hiperaljezi, odak ¢evresindeki saglam dokuda esigin diismesine
sekonder hiperaljezi denir (Marangoz, 1993). Nosiseptif uyari sonucu da substans P,
norokinin A, kalsitonin geni ile iligkili peptid (CGRP), bradikinin, noradrenalin (NA) ve
histamin salinimi olur. Salinan tiim bu maddeler, sensoryal ve sempatik sinir liflerinde
uyarilma degisikliklerine, damarlarda vazodilatasyona, plazma proteinlerinin damar digina

¢ikmasina ve inflamatuvar hiicrelerin ¢esitli medyatorler salgilamasina neden olur. K*,



serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT), substans P, nitrik oksit (NO), siklooksigenaz (COX)
ve lipooksigenaz (5-LO) yollarindaki inflamatuvar medyatorlerin salgilanmasi sonucu

olarak da yiiksek esikli nosiseptorler uyarilir ve periferik sensitizasyon meydana gelir

(Yilmaz ve Ergin, 2006; Erdine, 2007; Asik, 2010b).

Nosiseptorlerdeki bu uyarilmalarin temelinde membran uyarilabilirligini kontrol
eden sodyum (Na*) kanallarinin gen ekspresyonu bozuklugu ve disregiilasyonu vardir.
Analjeziklerin kesfindeki hedef nokta da bu Na* kanallar1 olmustur (Attal, 2000).

Periferik sensitizasyonun diger bir sebebi de sinir hasar1 olusumudur. Sinir hasari
sonucu olusan demiyelinizasyon ektopik desarjlar meydana gelmesine neden olur (Yiicel,

2010).

2.2.3. Nosisepsiyon asamalari

Nosisepsiyon, transdiiksyion, transmisyon, modilasyon ve persepsiyon olmak (izere
dort asamadan olusur (Erdine, 2007; Asik, 2010b; Asik, 2012):

2.2.3.1. Transdiiksiyon

Transdiiksiyonda bir enerji baska bir enerjiye doniistiiriiliir (Erdine, 2007). Bu,

noksiyusun elektrik sinyaline cevrilmesi ile olur (Asik, 2012).
2.2.3.2. Transmisyon

Meydana gelen agr1 uyarisinin Ad ve C nosiseptif lifleri ile periferden santrale,
daha st merkezlere iletilmesine transmisyon denir. Bu iletim, ¢ sinir iceren yolak ile
yapilir (Sekil 2.1). Birinci ndron primer afferent nérondur ve bu néronun govdesi dorsal
kok gangliyonunda, aksonlarindan biri de innerve ettigi periferik dokuda yer alir. Primer
afferent noronlar spinal korda girerken kalmliklarina gore ayrilirlar. Ince miyelinsiz lifler
lateralde, kalin miyelinli lifler medialde toplanirlar (Morgan vd., 2008a). Spinal kord
seviyesinde ikinci néron ile sinaps yaparlar. ikinci néronlar orta hatti gecip kars: taraf
spinotalamik traktus ile talamusa kadar giderler. Talamik nukleusta, 2. néron 3. sira ndéron
ile sinaps yaparlar. Ugiincii sira noron ise internal kapsiil ve korona radiatadan gegerek

serebral korteks postsantral girusta sonlanirlar (Esener, 1983; Asik, 2012).
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Sekil 2.1. Nosiseptif uyarinin {i¢ néronlu zincirde kortekse kadar iletim yolu (Lamont vd., 2000).

2.2.3.3. Modiulasyon

Nosiseptif transmisyonun néral etkenlerle, spinal kord seviyesinde modifiye
edilmesidir (Aydin, 2002; Erdine, 2007). Modiilasyonun gerceklestigi en 6nemli yer spinal
kord dorsal boynuz’dur (Asik, 2012). Bu modulasyon, lokal inhibitor interndronlarla ya da
desendan inhibitor yolaklarla (Cousins ve Power, 2006) ve inhibitor ndrotransmitterler
araciligi ile olur. Bu norotransmitterler, presinaptik ve postsinaptik bolgelerde lokalize olan
opioid, a-adreno, y-aminobiitirik asit (GABA) ve glisin reseptdrlerine etkili ajanlardir
(Cousins ve Power, 2006; Asik, 2012). 1965 yilinda Melzack ve Wall, kap1 kontrol teorisi
ile agrili uyaranin omurilikte ugradigi engeli agiklamislardir (Esener, 1983).

s Kap1 kontrol teorisi

Bu teori ilk kez 1965 yilinda Melzack ve Wall tarafindan gelistirilmistir (Esener,

1983). Teoriye gore, agrili uyaranlar, agr1 seklinde algilanmadan once, bir kap1 kontrol
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mekanizmasi ile diizenlenmektedir. Kap1 kontrol teorisinin agiklanmasinda en 6nemli

laminalar 2., 3. ve 5. laminalardir. ikinci ve iigiincii laminadaki hiicreler substansiya

jelatinosa (SG)’y1 olusturmaktadir. Ciltten gelen afferent uyarilarin ¢ofu burada

sonlanmaktadir. Teoriye gére SG hiicreleri 5. laminaya gidecek uyarilart modiile ve regiile

etmektedir. Besinci laminada, sensoryal bilgiyi beyne iletmekten sorumlu transmisyon (T)

hiicreleri bulunmaktadir. SG hiicreleri T hiicreleri iizerinde inhibisyon yaparak fren islevi

gormektedir. Bu bilgiler dahilinde kap1 kontrol teorisi su asamalarda toparlanabilir:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Afferentlerle taginan uyarilarin lamina 5’e ulagsmasi, SG hiicreleri tarafindan
diizenlenmektedir. SG hicrelerinin lamina 5’teki T hiicreleri iizerinde frenleyici
etkisi vardir.

Kap1, kalin ve ince liflerin aktiviteleri ile kontrol edilmektedir. SG hiicreleri,
kalin lifler tarafindan uyarildiginda iletimleri inhibe edilmekte, yani kapi
kapanmakta; ince lifler tarafindan inhibe edildiginde ise iletimleri
kolaylasmakta yani kap1 acilmaktadir.

Agniyla ilgili bilginin iletilmesinde en 6nemli gorevi T hiicreleri yapmaktadir.
Dokunma ve 1s1 duyularmi tasiyan kalin lifler hem SG hem de T hiicrelerini
aktive eder. Bu sekilde uyarilan SG hiicreleri T hiicrelerini inhibe eder. Bu
nedenle T hiicrelerinin kalin lifler tarafindan dogrudan uyarilmasi kisa stirer.
Agril1 uyaranlan tasiyan ince sinir lifleri ise SG hiicrelerini inhibe ederken T
hlcrelerini aktive eder ve bu uyaranlar daha siddetli olmakta ve daha uzun
stirmektedir.

Burada amag agrinin yukari iletilmesini dnleyici etkisi olan kalin lifler boyunca
uyartyl arttirmaktir. Herpes zoster ve benzeri noropatilerde oldugu gibi, kalin
periferik sinirlerin dejenerasyonunda, kapi ince liflerin goreceli Ustiinliigii ile
acilir ve hastalarin siddetli agr1 duymalarina neden olur.

Kalin liflerle iletilen uyarilarin bir kismi1 da dorsal kolon igerisinde ilerleyerek

talamusa ulagir (Kayhan, 2007).

2.2.3.4. Persepsiyon (Algilama)

Omurilige gegcen uyarilarin gesitli ¢ikan yollarla iist merkezlere iletilmesi ve

algilanmasidir (Keskinbora ve Aydinli, 2006). Bunun sonucunda agrinin fiziksel ve

duygusal deneyimi meydana gelir (Willis ve Westlung, 1997; Asik, 2012).
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2.2.4. Omurilik dorsal boynuz néronal sistemi

Omurilik dorsal boynuzu tasidigi hiicre tiplerine, afferent baglantilara ve
histokimyasal ozelliklere gore laminalara ayrilmaktadir (Asik, 2012). Laminalarin ve

primer afferent noronlarin organizasyonu Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Lamina 1: Marjinal tabaka da denilen lamina 1 en dista bulunur. Kiigiik ¢apli
afferent liflerden gelen agrili impulslar1 alir. Cok az sayida biiyiik hiicre igerir. Bu hiicreler
Ad ve C lifleri ile iletilen mekanik basiya bagli uyarilari alirlar.

Lamina 2 ve 3: SG olarak da adlandirilan bu laminalar kii¢tik hiicreler igerir ve
ciltten gelen bircok afferent lif burada sonlanir. Gelen uyarilarin beyne iletilmesini
saglayan T hiicrelerine (lamina 5’te bulunur) uyar1 gecisini diizenleyen bir ara sistemdir. T
hicrelerine negatif etki gostererek inhibitor bir mekanizma gibi davranir.

Lamina 4: Bu tabaka, lokalize dermal alanlardan gelen ve agri olusturmayan
sensoryal impulslar1 tagiyan kalin afferent lifleri alir.

Lamina 5: Agrili stimuluslara ¢ok duyarli olan hiicreleri igeren bu tabaka, i¢ organ,
kas, damarlar ve derin dokulardan Ad ve C lifleri ile gelen uyarilar: alirlar. Hem lamina 2
hem de iist merkezlerle iliski i¢erisindedir.

Lamina 6: Kas, tendon ve eklemlerden gelen propriyoseptif duyu genis ¢capli Ap ve
Ay lifleri ile taginarak bu tabakada sonlanir.

Lamina 7-9: On boynuz pargasidirlar ve hiicreleri agr1 iletimini saglayan assendan
liflere katilirlar.

Lamina 10: Bu tabakadaki hiicreler santral kanal etrafinda yogunlasirlar ve yiiksek

siddetteki stimuluslara cevap verirler.
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Sekil 2.2. Dorsal boynuza giden primer afferent néronlarin organizasyonu (Millan, 1999).
*WDR: Wide dynamic range (genis dinamik alanli néronlar, NS: Nosiseptif néronlar.
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Agr stimulusu primer afferent lifler (Ad ve C) aracilig1 ile omurilik dorsal boynuza

tasinir ve burada sonlanir. Afferent lifler Lissauer yoluna girerek spinal kordu dorsal

boynuz yoluyla gecer. Arka boynuzdaki néronlar ii¢ gesittir (Aydin, 2002).

< Projeksiyon noronlar: (Santral gecis hiicreler):

Nosiseptif spesifik noronlar: Daha ¢cok Lamina 1 ve 2°de ve az miktarda da

Lamina 5’te bulunurlar ve sadece Ao ve C lifleri ile uyarilirlar (Giordano,

20

06).

Wide dynamic range (WDR) noéronlar (Genis dinamik alanli néronlar):

Uyaranlara genis bir stimulus yogunlugunda ve dereceli bir sekilde cevap

verirler (Asik, 2012). Bu noronlar, lamina 1, 2, 5 ve 6’da yiiksek miktarda

bulunurlar. AP, Ad ve C liflerinden sinaps yaparlar (Giordano, 2006).

Reseptif alanlar1 deri, kas ve i¢ organlart igerir. Bu nedenle bu hiicreler

konverjansi, afferent uyar1 yogunluguna ve lokalizasyona gore ayarlayarak

uyar1 trafigini diizenlerler. Somatik ve visseral yapilardan kaynaklanan

aksonlarin konverjansi sonucu ‘yansiyan agri’ meydana gelir (Asik, 2012).

% Eksitatér noronlar: Agrili uyaranlart projeksiyon ndronlarina ileterek eksite

olmalarin1 saglarlar.
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« Inhibitér néronlar: Genis capli lifler ile uyarildiklarinda projeksiyon néronlarini

inhibe ederler. Cogunlukla Ad ve C lifleri tarafindan aktive edilirler (Aydin, 2002).

Arka boynuzda agr1 iletim siirecinde ¢esitli ndrotransmitter ve néromodulatorler de

gorev almaktadir.

2.2.5. Santral sensitizasyon

Periferik sensitizasyon ve primer hiperaljezi olustuktan sonra agrisiz olan mekanik
uyaranlara karsi hassasiyet (allodini) meydan gelebilir (Yilmaz ve Ergin, 2006). Patolojik
nosiseptif uyarilar siklikla santral néronlarda artmis uyarilmaya ve sensitizasyona neden
olmaktadir. Santral sinirlerin duyarliligi arttiginda, uyarilmasi beklenen alanlarin
yakinlarindaki zayif impulslar bile spinal kordu uyarmada yeterli olabilmektedir. Boylece

eksite olan alanlar artmaktadir (Schaible ve Richter, 2004).

Agrili stimuluslarin uyaran boyunca tiim ndronal aktiviteyi arttirdigi gdsterilmistir.
Spinal kord noronal aktivitesinde ‘wind up’ (temporal sumasyon, atesleme, kurgulanma)
olayr meydana gelmektedir. C liflerinin tekrarlayici ve diisiik frekansli uyarilmasi desar;j
frekansini arttirmakta ve bir siire sonra noron siirekli desarj haline gegmektedir (Yilmaz ve
Ergin, 2006; Asik, 2010b). Wind up, noronlar1 hassaslastirdigi i¢in santral sensitizasyonda

onemli bir rolii vardir (Yilmaz ve Ergin, 2006).

Santral sensitizasyonda en onemli norotransmitter glutamat’tir (Fundytus, 2001;
Schaible ve Richter, 2004). Wind up; glutamat, N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptor

ve substans P mekanizmalarina bagimlidir (Yilmaz ve Ergin, 2006).

Glutamat, spinal korddaki non-NMDA ve NMDA reseptorlerini uyarir (Schaible ve
Richter, 2004). Hem iyonotropik reseptorlere (iGluRs: iyon kanallarina direkt baglidir)
hem de metabotropik reseptorlere (mGIuRs: intraselltler sekonder habercilere ve G
proteinlerine baglidir) etki eder. Bunlar NMDA reseptorleridir. a-amino-3-hidroksi-5-
metilizoksazol-4-propiyonik asit (AMPA) ve kainat (KA) reseptorleri ise genellikle non-
NMDA reseptorleri seklinde anilirlar (Fundytus, 2001). Non-NMDA reseptorleri
acildiginda igeri Na™ girisi olur ve néronu depolarize eder. NMDA reseptorleri agildiginda

ise iceri kalsiyum (Ca*?) girisi olur. Ca*?, sekonder haberci kaskadini aktive eder ve



15

noronal eksitabiliteyi arttirir. Dinlenme durumunda ve zayif depolarizasyon durumunda
NMDA reseptoriic magnezyum (Mg) ile kapalidir. Noksiyus stimiilasyon sonrast hem
NMDA hem de non-NMDA reseptorleri agilir. Bu nedenle NMDA antagonistleri santral

sensitizasyonu engelleyebilirler (Schaible ve Richter, 2004).

Noropeptidler ve spinal PG’ler de santral sensitizasyon olusumunda 6nemli role
sahiptir. Spinal korddaki bircok néronda substans P, nérokinin A ve CGRP igin reseptorler
bulunmaktadir (Millan, 1999).

2.3. Nitrik Oksit ve Agr1

Biyolojik ortamda NO, L-sitrulin ve nitrik oksit sentetaz (NOS)’1n katalizledigi bir

reaksiyonla L-arginin ve molekiiler oksijenden olusur. Farkli NOS gesitleri kesfedilmistir.

1) Noronal NOS (Tip 1 NOS/nNOS)
2) Indiiklenebilir NOS (Tip 2 NOS/iNOS): Inflamasyonda ve bakteriyel

enfeksiyon durumunda olusur.

3) Endotelyal NOS (Tip 3 NOS/eNOS): Bir¢cok dokuda fizyolojik olarak bulunur.

Tip 1 ve tip 3 NOS diisik miktarda NO {iretimine neden olurken, iiretimi
intraselliler Ca*? miktarina bagl olan tip 2 NOS ise hiicreye ve organizmaya zarar verici

duzeyde olabilir (Miclescu ve Gordh, 2009).

NMDA reseptorlerindeki Mg tikact ortadan kalkip reseptdr aktive olduktan sonra
NOS stimiile olur ve NO olusur (Aydin, 2002). Bu durum, sekonder habercilerin sentezine
[siklik guanozin monofosfat (cGMP)], eikosanoidler, fosfolipaz ve protein kinaz C gibi
maddelerin aktivasyonuna yol agmaktadir (Erdine, 2007). Olusan cGMP, cGMP bagimli
protein kinazlar1 aktive eder (Cooke ve Dzau, 1997). Ayrica, PG’ler ve NO medulla

spinaliste uyarici aminlerin serbestlesmesini saglamaktadir.

NO, apolar ve bu nedenle de membran permeabilitesi yuksek olan bir molekildur.

Yarilanma omrii alt1 saniye kadardir (Sharma vd., 2007).

NO’in nosiseptif siirecteki rolii tam olarak belli degildir. Akut nosisepsiyonda ¢ok

onemli degildir ancak kronik agrida 6nem tasiyabilir. NO’in agr iizerinde, pozitif feedback
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mekanizmasi ile etkili oldugu diisiiniilmektedir. Hayvan noropatik agr1 modellerinde NO

azalmasi agrinin azalmasina neden olmaktadir (Erdine, 2007).

NO olusumu NOS inhibitorleri ile engellenebilir. Bu amagla L-arginin analoglart
[L-NC-Nitroarginin metil ester (L-NAME), N®-monometil-L-arginin (L-NMMA), N¢-
Nitro L-arginin (L-NOARG)] gelistirilmistir. Bu maddeler, yalanci 6n madde olarak NO

sentezini engellemektedir (Sharma vd., 2007).

2.4. Nosiseptif Cikic1 Sistemler

Agrili uyarani periferden alip tasiyan liflerin hiicre cismi (1. noron) arka kokte
bulunmaktadir. Buradan ¢ikan lifler spinal korda girer ve SG’da arka boynuz hiicreleri ile
(2. noron) sinaps yaparlar. SG’da bulunan ara noronlar presinaptik ve postsinaptik
inhibisyon yoluyla 1. ndrondan 2. ndrona agrili uyari gecisini baski altinda tutarlar
(Kayhan, 2007). Dorsal boynuz nosiseptif impulslart supraspinal merkezlere ¢ikici

sistemleri olusturan projeksiyon sinirleri ile iletilirler (Lamont vd., 2000).

Uyarilarin  medulla spinalisten beyin sapina tasinmasinda; spinotalamik,
spinoretikiler, spinomezensefalik, dorsal kolon ve spinohipotalamik yollar gorev
almaktadir (Sekil 2.3) (Aydin, 2002).

2.4.1. Spinotalamik yol

Spinal kord anterolateral siitunu, ¢ikici transmisyonda ve nosiseptif uyarinin santral
merkezlere tasinmasinda Onemli rol oynar. Spinotalamik (STT) yol nosiseptif
transmisyonda gorevli en onemli ¢ikici yoldur (Kettner, 2008). Bu yol, lateral ve medial
olarak boltmlenebilir. Lateral STT (neospinotalamik yol) talamus ventral posterolateral
niikleusuna projeksiyon yollar. Agrimin yerlesimi, siddeti ve siiresi gibi duysal ve
diskriminatif 6zellikleri ile ilgili bilgileri tasir. Medial STT (paleospinotalamik yol) ise
medial talamusa, retikiller formasyon, periakuaduktal gri cevher, limbik sistem,
hipotalamus gibi yapilar1 iceren beyin sap1 ve orta beyin yapilarina projeksiyon yollar.

Agriin emosyonel algilanmasi ile ilgili 6zellikler iletir (Jay, 2007; Morgan vd., 2008a).
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Sekil 2.3. Nosiseptif ¢ikict sistemlerin sematik gorinimu (Aydin, 2002).

2.4.2. Spinoretikuler yol

Bu yol capraz yapmis dorsal boynuz aksonlarindan olusur. Anterolateral ¢ikict
sistem icerisinde ilerler. Bulbus ve ponstaki retikiiler ¢ekirdek gruplarina uzanir veya
kollateraller verir. Bilateral talamusun intralaminer ¢ekirdeklerine ulasirlar (Aydin, 2002).
Bu yolun agriya karst uyarict oldugu ve otonom refleks cevap ile iliskili oldugu

distintilmektedir (Jay, 2007; Morgan vd., 2008a).

2.4.3. Spinomezensefalik yol

Spinomezensefalik yol anterolateral sistem igerisinde yer alir ve mezensefalik
PAG’e kadar uzanir. Bu baglant1 nosisepsiyonda énemlidir ¢iinkii bu bolgede analjezik
ozelligi olan enkefalinerjik néronlar bulunmaktadir (Aydin, 2002). PAG, hem ¢ikict hem

inici projeksiyonlar alan bir yerdir. Bu nedenle, homeostazis, limbik motor cevap ve ¢ikici
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nosiseptif bilgi ile inici antinosiseptif cevabin entegrasyonuyla iligkilidir (Brenner ve
Woolf, 2000).

2.4.4. Dorsal (Posterior) kolon yolu

Buradaki sinir lifleri medial ve ipsilateralden yukari ¢ikarlar. Medulla oblangata
dorsal kolon ¢ekirdegi ile sinaps yaparlar. Bu lifler hafif dokunma, propriyosepsiyon ve

visseral nosiseptif uyarilari tasirlar (Morgan vd., 2008a; Kettner, 2008).

2.4.5. Spinohipotalamik yol

Kas, tendon, eklem, deri ve organlardan alinan uyariy1 direkt olarak hipotalamusa

tasir.

2.5. Supraspinal Merkezler, Talamokortikal Projeksiyon ve Korteks

2.5.1. Supraspinal merkezler

Spinal kord iizerinde bir¢ok santral sinir sistemi bolgesi, ¢ikici nosiseptif ve inici

antinosiseptif yollarla iliski icerisindedir (Jay, 2007).

Retikiiler formasyon, spinal korda, diger retikiiler ndronlara, beyin sapindaki ¢esitli
duysal ve motor cekirdeklere, diensefalona ve serebral kortekse kollateraller génderen
izodendritik sinirlerin merkezini olusturur (Lamont vd., 2000). Burasi viicudun her iki
tarafindan gelen uyarilar1 alir (Jay, 2007). Retikiiler hiicreler, motor, otonomik ve duysal
fonksiyonlara aracilik eder (Lamont vd., 2000). Talamus, diensefalonda yer alir (Kettner,
2008). Talamus, duysal uyarmin serebral kortekse giderken ugradigi en 6nemli noktadir
(Lamont vd., 2000). Ikinci néron, iigiincii ndronla burada sinaps yapar (Morgan vd.,
2008a). Nosisepsiyonda rolu olan bircok onemli nukleus icerir (Lamont vd., 2000).
Talamus medial ve lateral (ventrobazal) talamus olarak ikiye ayrilabilir (Kettner, 2008).
Paleotalamus, medial ve intralaminar nukleusu igerir ve STT yoldan ve retikiler
formasyondan uyar1 alir. Biiylilkk oranda serebral korteks ile baglantilidir. Burada,
somatotropik yap1 yoktur. Neotalamus, somatotropik yapilar icerir ve ventral posterolateral

(VPL) c¢ekirdek ile ventral posteromedial (VPM) cekirdegi icerir. Burast agrinin
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lokalizasyonu, duysal ve diskriminatif ozellikleri ile ilgilidir. Posterior talamus, STT yol,
spinomezensefalik yol ve dorsal kolondan uyarilar alir (Jay, 2007).

Paleokorteks olarak da bilinen limbik sistem, agr1 nedenli emosyonel cevaptan

sorumludur (Lamont vd., 2000; Jay, 2007).

2.5.2. Talamokortikal projeksiyon ve korteks

Kortikal yapilar, sensoryal diskriminatif (somatosensoriyel korteks) ve affektif
motivasyonel komponent (singulat korteks) olarak ayrilabilir (Yilmaz ve Ergin, 2006).
Somatosensoryal korteks, agri duyusunun duysal ve diskriminatif ozellikleri ve
lokalizasyonu agisindan onemlidir. Burasi, VPL, VPM ve posterior talamik nukleustan
uyarilar alir. Buradan cikan efferentler tekrar talamusa gider ve inici yollarla etkilesir.
Limbik sistem somatosensoryal korteksten bilgi alir. Frontal lob ise talamus ve limbik

sistemden uyari alir ve agriya davranigsal cevabin olusmasina neden olur (Jay, 2007).

2.6. Agr1 Algilanmasinda Inici Sistemlerin Diizenleyici Rolii

Santral sinir sistemine agr1 bilgisinin nosiseptif ¢ikan yollarla iletilmesinden sonra
inici sistemler bu bilginin diizenlenmesinde ve/veya inhibisyonunda gorev alirlar (Sekil
2.4) (Jay, 2007). Beyindeki, bu intrensek modiilasyonda gorev alan bircok merkez vardir

(Asik, 2012). Inici modiilator sistem temel olarak dért boliimden olusur:

% Kortikal ve talamik yapilar,

++ Orta beyin periakuaduktal gri cevher,

X/
o

Rostral medulla ve pons (rafe magnus),
Meduller ve spinal kord dorsal boynuz (Lamont vd., 2000; Jay, 2007; Asik, 2012).

X/
o

Sinir lifleri, bu yapilardan spinal kordda dorsolateral funikulus yoluyla iner.
Desendan analjezik sistem, dorsal boynuz seviyesinde agrili uyaran gegisine direkt
etkilidir.

Rostral ventromedial medulla (RVM) inici sistemin en 6nemli yerlerindendir
(Brenner ve Woolf, 2008). Burada, nosiseptif bilginin kontroliinde yer alan néronlar

bulunur. Buradaki agik hiicreler, dorsal boynuzda nosisepsiyon iletimini arttirirken kapali
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hiicreler agr1 iletimini bloke ederler (Brenner ve Woolf, 2008; Asik, 2012). Bu
diizenlemenin ger¢eklesmesinde bazi iligkili sistemler de gorev almaktadir. Bunlar; opioid,

noradrenerjik ve serotonerjik sistemlerdir (Brenner ve Woolf, 2008).
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Sekil 2.4. Nosiseptif inici sistemlerin sematik goriiniimii (Aydin, 2002).

2.6.1. Opiyoderjik sistem

Opioid sistem beyin, beyin sapi, spinal kord ve primer afferent néronlarin periferik
sonlanmalar1 da dahil bir¢ok yerde etkilidir. Endojen opioidler -endorfin, enkefalinler ve
dinorfinlerdir. Bunlar sinaptik transmisyonu G protein aracilig ile inhibe ederler (Jay,
2007; Brenner ve Woolf, 2008). Genellikle dinorfin ve enkefalin kaudat nukleus, amigdala,
PAG, locus coeruleus ve spinal kord gibi yerlerde beraber etkilidirler. Dinorfin goreceli

olarak daha zay1f analjeziktir (Jay, 2007). B-endorfin endojen analjeziden sorumludur.
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Presinaptik ve postsinaptik etkileri olan opioid reseptdrleri {li¢ gesittir: Mu (p), delta
(0) ve kappa (k). Klinikte kullanilan ¢ogu opioid madde p reseptdrleri iizerinden etkilidir. k
reseptorleri agirlikli olarak spinal kordda bulunur. o reseptorleri ise ¢ogunlukla supraspinal

seviyelerdedir (Jay, 2007).

Opioidler spinal kordda, primer afferentlerden sinaptik vezikiillerin salinimini

engelleyerek etki ederler (Brenner ve Woolf, 2008).

2.6.2. Noradrenerjik sistem

Spinal kordda norepinefrinin primer reseptorii a2 adrenerjik reseptordiir. Bunlar da
opioid reseptorleri gibi G proteini kenetlidirler. Presinaptik vezikiil salinimini ve
postsinaptik néronlarin hiperpolarizasyonunu engellerler. o2 adrenerjik reseptor agonisti

olan klonidinin analjezik etkisi vardir (Brenner ve Woolf, 2008).

2.6.3. Serotonerjik sistem

Rostral ventromedial medulladan cikan serotonerjik inici uyari, dorsal boynuz
nosiseptif fonksiyon iizerinde inhibitér etki olusturur. Spinal kordda ¢esitli 5-HT alttipleri
bulunmaktadir. 5-HT, aktive olan reseptor alttipine gore antinosiseptif veya pronosiseptif
etki gosterebilir. Inici 5-HT inhibisyonu, metabotropik 5-HT reseptorleri ile saglanan
transmitter salinimini azaltarak etki eden presinaptik bir inhibisyondur (Brenner ve Woolf,
2008).

2.7. Tramadol

Tramadol hidroklorur santral etkili, sentetik bir analjeziktir. Analjezik
simiflamasinda zayif opioid grubunda yer alir. Yapilan ¢alismalar, tramadoliin zayif p-
opioid reseptor agonistik etkisinin yaninda NA ve 5-HT presinaptik geri alinimini inhibe
etmekte ve 5-HT salinimini stimiile etmekte oldugunu gostermistir (Keskinbora ve Aydinli,
2006). Bu etkiler sinerjistik ve birbirini tamamlayici 6zelliktedir (Kayhan, 2004).

Tramadol her biri farkli mekanizmaya sahip iki enantiyomerden olusan bir rasemik
karigimdir:  (+) tramadol ve (-) tramadol. (+) tramadol ve metaboliti olan O-
desmetiltramadol (M1) opioid agonist etki ve 5-HT geri alinim inhibisyonuna neden olur.
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(-) tramadol ise NA geri alinim inhibisyonuna yol agar (Raffa vd., 1993; Ates vd., 2010).

Tramadoliin p-opioid reseptor afinitesi morfinden 6000 kez daha azdir (Raffa vd.,
1992). Tramadol, opioid analjezik etkinligini esas olarak aktif metaboliti olan My ile saglar
ve metabolitin p-opioid reseptor afinitesi ana molekiilden 20 kat daha fazladir (Keskinbora
ve Aydinli, 2006). Analjezik etkisi morfinin onda biri kadardir. Diger opiyatlara gore
solunum depresyonu, konstipasyon, bulanti, kusma gibi yan etkilerinin daha az olmasi

nedeniyle klinikte sik¢a kullanilmaktadir.

Tramadoliin oral alimdan sonra, karaciger ilk gecis etkisi nedeniyle biyoyararlanimi
%65-70’lere diiser (Ardakani ve Rouini, 2009). Plazmada 15-45 dakika sonra belirmeye
baslar ve plazma pik konsantrasyonuna 2-4 saatte ulasir. Doku affinitesi yiiksektir (Duthie,
1998). Ozellikle akcigerler, dalak, karaciger, bobrekler ve beyin olmak iizere viicut dagilim
hacmi yiiksektir. Plazma proteinlerine %20 oraninda baglanirlar (Bamigbade ve Langford,
1998).

Tramadol karacigerde sitokrom P450 (CYP450) sistemi tarafindan demetilasyon ve
konjugasyon yoluyla metabolize edilir. Tramadoliin, 11 metaboliti olmasina ragmen sadece
M1 metaboliti aktiftir. M1 metabolitinin olusumu i¢in CYP450 sistemi izoenzimi olan
spartein oksijenaz (CYP2D6) enzimine ihtiyag¢ vardir (Keskinbora ve Aydinli, 2006; Kaya,
2010). Bu izoenzim genetik polimorfizm gosterebilir. CYP450-2D6 enzimatik aktivitesi
diisiik olan insanlarda M1 metaboliti olusturulamadig: i¢in tramadoliin analjezik etkinligi

de azalir (Raffa, 2008).

Tramadoliin %30’u degismeden olmak tizere yaklasik %90°1 bobreklerden atilir.
Karaciger sirozu ya da renal yetersizlik varsa dozu yariya indirip doz araligini arttirmak

gereklidir ¢linkii ana bilesigin M1 metabolitinin eliminasyonu azalir (Raffa, 2008).
2.8. Siproheptadin

Siproheptadin, birinci jenerasyon histamin 1 (Hi) reseptor blokaji yaninda non
spesifik 5-HT1a ve 5-HT, reseptor blokaji da yapan bir ajandir (Graudins vd., 1998).

Molekiil agirligi 287,39 g/mol olup, genis bir dagilim hacmine sahiptir. Yarilanma omrii
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oral alimdan sonra 6-8 saat olup karaciger tarafindan metabolize edilir (Hargrove ve

Molina, 2009).
2.9. Nalokson

Kompetatif opioid reseptor antagonisti olan naloksonun opioid reseptorlerine
affinitesi diger opioidlere gore daha fazladir. Opioid maddelerle olusan agonistik aktiviteyi
yarismali antagonizma ile geri gevirir. Ozellikle opioidlerin yiiksek dozlari nedeniyle
meydana gelen solunum depresyonunu blyik oranda geri gevirir. Opioid etkinin geri
dondiiriilmesi ile agrinin tekrar hissedilmesi, algilanmasi, sempatik uyari artisi, ¢ekilme

sendromu veya kusma meydana gelebilir (Morgan vd., 2008b).

2.10. inflamasyon Tanimi ve Simiflandirilmasi

Inflamasyon; mikroorganizmalarin veya toksinlerin hiicrelere zarar vermesinin
Onlenmesi ya da hasar sonucu olusan nekrotik dokularin uzaklastirilmasina yonelik,
organizmanin devamliligi i¢in gelistirilmis koruyucu bir yanittir (Ferrero-Miliani vd.,

2007).

Inflamasyon kan damarlar1 ve 16kositlerin 6nemli rol oynadig1 karmasik bir olaydir.
Inflamasyonun vaskiiler ve hiicresel reaksiyonlari, gesitli hiicreler tarafindan iiretilen veya
baz1 plazma proteinlerinden kaynaklanan mediyatorler tarafindan baglatilmaktadir.
Mikroorganizma, toksinler, nekrotik hicreler, mekanik ve kimyasal ajanlar ve hatta
hipoksik durum bile inflamatuvar mediyatorlerin salinip inflamasyonun baslamasina sebep
olabilir (Goldman ve Schafer, 2012). Normal sartlar altinda yanitin siki kontrol edilmesi
daha fazla hasar olugsmasini 6nler ve hasarli dokular temizlenirken, hastalik durumlarinda
olusan patolojik inflamasyon ekstraseliiler matriks harabiyetine ve organ disfonksiyonuna

neden olmaktadir.

Inflamasyon; uyaranin dzelligine, ilk uyarani elimine etme konusunda olusturulan

yanitin yeterliligine ve olusan doku hasarina bagh olarak akut ve kronik olabilir.
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2.10.1. Akut inflamasyon

Akut inflamasyon konagin ani yaniti ile ortaya ¢ikar, enfeksiyon ya da zedelenme
bolgesine 16kosit ve plazma proteinlerin hizli ulasmasi ile karakterizedir. Akut

inflamasyonun ti¢ 6nemli bileseni vardir:

« Kan akiminda artisa neden olan vaskiiler ¢ap artis1

*» Plazma proteinleri ve 16kositlerin dolasimi terk etmesine neden olan mikrovaskiiler
alanda yapisal degisiklikler

¢ Lokositlerin mikrodolagimi terk edip (diapedez) zedelenme bolgesinde toplanmasi

ve ajan1 yok etmek i¢in aktive olmalar1 (Kumar vd., 2013).

Akut inflamasyon hizli baglar, siiresi kisadir (birkag saat-birkag gin), 6nemli
ozelligi 6dem ve lokositlerden zengin doku infiltrasyonudur. Akut inflamasyonda ilgili

ajan uzaklastirilinca olay sona ererken yanitin yeterli olmadigi durumlarda kronik faza

ilerleyebilir (Kumar vd., 2013).

2.10.1.1. Vaskiiler degisiklikler

Zedelenmeden sonra hizla baglar. Arteriollerde once gegici ve saniyeler siiren bir
daralma, sonrasinda vazodilatasyon olusur. Lokal kan akimi artisi, akut inflamasyonda
karakteristik olarak goriilen eritem (kizariklik) ve 1s1 artisina neden olur. Daha sonra kiiciik
damarlarda gecirgenlik (permeabilite) artis1t ve damar dis1 dokulara proteinden zengin sivi
eksudasyonu olur. Buna bagli hemokonsantrasyon, kan viskozitesinde artma ve dolasimda
yavaslama olur. I¢i eritrositlerle dolu ¢ok sayida genis kiiciik damarlar olarak goriilen bu
yapi staz olarak adlandirilir (Giig, 1998). Inflamasyonun erken fazinda, kan akimi artigina
bagli olarak damar i¢i hidrostatik basing artar ve sivinin kapillerlerden filtrasyonuna neden
olur. Once, protein igerigi az olan transiida vasfindaki sivi, kisa siire sonra da damar
gecirgenliginin artisina bagli olarak proteinden zengin sivi ile beraber hiicreler
interstisyuma gegmeye baslar. Boylece damar i¢i osmotik basing azalirken, interstisyumda
osmotik basing artar. Bu olaym net sonucu édem olarak adlandirilir (Cotran ve Briscoe,

1997; Glg, 1998; Cotran vd., 2000).
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2.10.1.2. Lokositlerdeki hiicresel olaylar

Inflamasyonda meydana gelen énemli olaylardan biri de, hasarli alana dogru olan
16kosit goclidiir. Lokositler yabanc1 mikroorganizmay1 fagosite eder, bakterileri oldiiriir,
nekrotik dokuyu ve yabanci antijenleri etkisiz hale getirir. Ancak, salgiladiklar1 enzimler,
kimyasal mediyatorler ve toksik radikaller araciligi ile doku hasarina ve inflamasyonun
uzamasina da neden olabilirler. Lokosit hareketlerinin basinda staz sirasinda hiicrelerin
damar i¢inde perifere dogru yer degistirmesi ilk adimi olusturur. Marginasyon adi verilen
bu olay sonrasinda 16kositler vaskiiler endotel ile karsi karsiya gelir. Lokositlerin damar
periferinde yuvarlanmalar1 sirasinda dnce endotelle olan gegici yapisikliklar (rolling) daha
sonra ise siki yapisiklik yani adezyon siireci gergeklesir. Lokositleri ilgilendiren bu olaylar
dizisi gerceklesirken es zamanli olarak mikrosirkiilatuvar sahadaki degisikliklere bagl
olarak permeabilite artis1 olur ve lokositlerle birlikte proteinden zengin bir sivi da
interstisyel bolgeye sizar. Eksudasyon adi verilen bu olay inflamasyonun karakteristigidir.
Marginasyon, rolling ve adezyon hareketleri Transmigrasyon olarak adlandirilan,
l6kositlerin endoteli gegisi ile devam eder. Ardindan bir kemotaktik stimulusu izleyerek
zedelenen bolgeye gidis hareketi (migrasyon) gerceklesir (Cotran ve Briscoe, 1997; Giig,
1998; Cotran vd., 2000).

2.10.1.3. inflamasyonun kimyasal mediyatorleri

+ Vazoaktif aminler

Histamin Ozellikle mast hicrelerinden, daha az oranda da bazofiller ve
trombositlerden salinir. Histamin fiziksel zedelenme, immun reaksiyonlar, kompleman
parcaciklar1 (C3a,C5a) ve sitokinler gibi uyaranlarla salinir. Arteriol dilatasyonu ve

veniillerde permeabilite artisina yol agar (Moncada vd., 1973; Kayaalp ve Tuncer, 2005).

5-HT esansiyel bir amin oasit olan triptofandan sentezlenir (Tuncer, 2005).
Intestinal mukozada bulunan enterokromafin hiicrelerde lokalize olmustur. 5-HT burada
diiz kaslar1 uyararak gastrointestinal motiliteyi arttirir. Kandaki tiim 5-HT trombositlerde
depolanir. Trombosit agregasyonu ile salinimi uyarilir. 5-HT’in lokal enjeksiyonu o

bdlgede inflamasyona yol acar (Tuncer, 2005; Maleki vd., 2005).
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+* Plazma proteazlari

¢ Kompleman sistemi

Kompleman sistemi ayrigma iriinleri ile birlikte 20 protein
komponentinden olusur. C1’den C9’a kadar siralanan komponentler normal
sartlarda plazmada inaktif halde bulunurlar. Aktivasyonlar1 klasik ve alternatif
olmak tizere iki yol iizerinden gerceklesir. C3’iin ayrimlasmasi en kritik asama
olup, her iki yol da bu noktadan sonra ortak aktivasyon sekli izler. Antijen-
antikor kompleksleri klasik yolu, mikrobiyal yiizeyler ve polisakkaridler ise
alternatif yolu aktive ederler. Bu komponentler i¢inde bazilar1 digerlerine gore
daha sik olarak inflamasyon siireci i¢inde yer alir ve iyi taninirlar. Bunlardan,
C3a ve Cbha (anaflatoksinler olarak da bilinirler) histamin araciligi ile vaskiiler
permeabiliteyi artirir, vazodilatasyona neden olurlar. C5a, ayni zamanda
notrofil ve diger hiicreler i¢in olduk¢a kuvvetli kemotaktik ajan olup,
1okositlerin endotele adezyonunda gorev alir. C3b ve C3b ise opsonin olarak
bilinir ve fagositozu kolaylastirir (Tuncer, 2005; Burke vd., 2006).

e Pihtilasma sistemi

Hageman faktoriiniin aktivasyonu sonrasi ortaya ¢ikan bir dizi plazma
proteininden olusur. Ayrimlagma siirecinin sonunda fibrinojenden fibrin olusur,
bu sirada fibrinopeptidler de ortaya c¢ikar. Fibrinopeptidler vaskiiler
permeabiliteyi artirirlar ve 16kositler icin kemotaktiktirler. Fibronolitik sistemin
caligmas1 sonrasinda plazmin aracilifi ile olusan fibrin yikim {riinleri de
permeabiliteyi artirict etkiye sahiptir (Guyton ve Hall, 1996).
¢ Kinin sistemi

Hageman faktorinin aktivasyonu ile tetiklenen bir sistemdir. Kinin
sisteminin en 1iyi bilinen mediyatorii bradikinin’dir. Bu mediyator vaskiiler
permeabiliteyi artirir, damar dis1 diiz kas kontraksiyonu yapar, kan damarlarini
dilate eder ve inflamasyonda agri duyusundan sorumludur (Sharma ve
Buchanan, 1994). Ayrica deriye enjekte edildiginde agr1 olusturur (Dray ve
Perkins, 1993). Bradikininin etkisi kisa siirelidir; ¢ilinkii plazma ve dokularda
bulunan kininazlarla hizli bir sekilde pargalanir. Bradikininler, substans P ve

prostanoidler agr1 yolaklarini uyararak inflamasyonun dolor'unu olustururlar
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(Hall, 1992; Sharma, 1994). Kininler etkilerini B1 ve B2 olarak adlandirilan iki
tip reseptorle olustururlar (Hall, 1992; Sharma, 1994). B1 reseptorleri doku
hasar1 ve inflamasyon gibi patolojik durumlarda indiiklenirken, normal
dokularda bulunmaz (Dray ve Perkins, 1993). B2 reseptorleri afferent sinir
uclarinda ve santral sinir sisteminde bulunur, agr1 reseptorlerinin duyarliligini
artirir (Dray ve Perkins, 1993; Ferreira vd., 1993).
e Substans P

Substans P santral sinir sisteminde yaygin olarak bulunur. Substans
P’nin periferden gelen ve nosiseptif uyarilar1 santral sinir sistemine tasiyan
primer duyusal ndronlarda, omuriligin arka boynuzunda ve duyusal trigeminus
cekirdegindeki akson uglarinda glutamat ile birlikte bulundugu gosterilmistir.
Substans P santral sinir sisteminde agrinin birinci ndrondan ikinci ndrona
tasinmasinda rol oynar. Yapilan bir¢ok deneysel c¢alisma substans P’nin
inflamatuvar cevaba katkist oldugunu desteklemektedir (Bileviciute vd., 1993).
Lewis’in ii¢lii cevabinda vazodilatasyon yapmasi ve ayrica karragenanla
olusturulan inflamasyon modelinde (sigan pengesinde yapilan dlgiimlerde 15.
dakika ve sonrasinda) substans P’nin artmasi bu kanmiti desteklemektedir
(Ogonowski vd., 1997).

+ Arasidonik asit metabolitleri

Aragidonik asit (AA) hiicre membran fosfolipidlerinden sentezlenir. Hiicresel

fosfolipaz aktivasyonuyla membran fosfolipitlerinden ortaya ¢ikar (Garcia-Pastor vd.,

1999). Hiicresel fosfolipazlar mekanik, kimyasal, fiziksel uyar1 veya C5a gibi iltihabi

mediyatorlerce aktive edilirler.

AA metabolizmasi iki major yoldan biri seklinde ilerler. Farkli yolaklardan COX

urtinleri ve 5-LO tiriinleri olusur (Suleyman vd., 2007).

e Siklooksigenaz (COX) urtnleri

Burada prostaglandin E> (PGEz), PGD2, PGFy,, PGI ve tromboksan A»
(TXA2) bulunur. AA, COX enzimi ile siklik endoperoksitlere (PGG2, PGHy)
dontistir (Griswold ve Adams, 1997). PGD, PGE ve PGF'lere primer PG'ler ad1
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verilir (Griswold ve Adams, 1997). Primer PG'ler inflamasyonda anahtar
mediyator olarak rol oynarlar. Yapilan ¢alismalarda COX’1n iki formu (COX-1
ve COX-2) oldugu gosterilmistir (Vane ve Botting, 1997). COX-1 ile COX-2
arasindaki en oOnemli fark COX-1'in esas olarak yapisal, COX-2'nin ise
indiiklenebilir olmasidir (Fung ve Kirschenbaum, 1999). COX-1 ayrica damar
endotelinde, trombositlerde, bobrek glomeril ve tubulis hicrelerinde ve
vezikula seminaliste fazla miktarda bulunur. COX-2’nin basta endotoksinler,
interlokin  (IL)-1a, IL-6 ve timor nekroz faktor (TNF)-o olmak iizere
inflamasyona neden olan degisik faktorlerce (bazi biiyiime faktorleri, trombosit
aktive edici faktor, endotelin, koryonik gonadotropin, 5-HT ve ayrica mekanik
bir uyar1 olan siirtinme stresi) indiklenir. Bu nedenle COX-2 aktivitesinin
artmasi, inflamasyon gibi patolojik olaylardan sorumlu olan PG sentezini
artirmaktadir (Steinmeyer, 2000). COX enzimi iriinleri olan PG’lerin degisik
etkileri bulunmaktadir. PGE:’in intradermal enjeksiyonu eritem ve hiperaljezi
olusturur. PGE: ise hiperaljezi olusturur. Cok diisiikk dozlarda bile olsa
karragenan, histamin ve bradikinin ile olusan 6dematdz cevabi potansiyelize
eder. Karragenan, diisiik dozlarda diger inflamasyon mediyatorlerinin etkilerini
arttirirken, yiiksek dozlarda direkt inflamatuvar etki olusturur. PGG2’nin etkileri

PGE:’ye benzemektedir (Steinmeyer, 2000).

e Lipooksigenaz (5-LO) Urunleri
5-LO notrofillerde baskin olarak bulunan ve AA’den LT’lerin

olusumunu saglayan bir enzimidir. LT lerden LTB4 kemotakside gorev alir.
LTCs, LTDas, LTE4 ise vazokonstriksiyon, bronkospazm ve permeabilite artigina
yol acarlar. Bu mediyatorlerin rol aldigr en klasik hastalik 6rnegi bronsiyal
astimdir (Bhattacherjee vd., 1981; Malmsten, 1986). Ozet olarak; agr1 ve ates
mekanizmas1 da dahil olmak iizere eikosanoidler akut inflamasyonun her

asamasinda yer alirlar.

«»» Trombosit aktive edici faktor

Trombosit aktive edici faktor (PAF), fosfolipid kokenli bir mediyatordir. Mast

hiicresi ve bazofil basta olmak iizere bircok hiicreden salinir. Vaskiiler permeabiliteyi
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artirtr, 16kosit agregasyonu, adezyonu ve kemotaksisini saglar. Trombositleri aktive eder
ve eikosanoidler basta olmak {iizere diger bazi mediyatorlerin sentezini de uyarir

(Montrucchio vd., 2000; Honda vd., 2002).

2.10.1.4. inflamatuvar yanitin baslamasi ve inflamazom

Normal bir doku patojenle karsilagtigi zaman buradaki yerlesik hiicrelerin bigim
tanima reseptorleri patojen ajanla baglanmasi sonucu aktive olarak dogal immun yaniti
harekete gecirir. Dogal immun sistemin hiicreleri konak savunmasinda erken donemdeki
olaylar1 diizenlemenin yani sira, dentritik hiicreler araciligi ile adaptif immun sistemini de

devreye sokarlar (Abbas ve Lichtman, 2009).

Tehlike sinyallerini ve potansiyel patojenleri algilayan reseptorler hiicrenin
sitoplazmasinda bulunur. Bunlar i¢inde inflamazomlar en iyi tanimlanan sistemlerden
birisidir ve insan NOD-benzeri reseptor (NLR) ailesinin 22 (yesini icerir. Aktive olan
NLR proteinleri diger proteinleri de bu bolgeye toplayarak Kaspaz-1 ve adaptor molekil
apoptosis iliskili specklike protein (ASC) ile bir kompleks olusturur. Kaspaz-1’in aktive
olmasi inflamazomlarin en 6nemli fonksiyonlarindan birisidir ve IL-1, 1L-18 ve IL-33’iin

klevaj1 ve aktivasyonu ile sonuglanir (Martinon vd., 2009).

Doku hasarini takiben olusan inflamatuvar yanit ile mikrovaskiiler hasar, 16kosit
ekstravazasyonu olusur ve plazma ve proteinleri dokuya sizar. Bazi durumlarda
inflamazom bunu algilayarak olay1 baslatma rolii oynarken; iskemi gibi durumlarda, asit
sensitif iyon kanallart doku pH’sinin azalmasini algilayarak ¢evresel tehlikeyi tespit eder.
Vaskiiler hasar alanindaki trombiis formasyonu, vazoaktif aminler (5-HT), lizozomal
proteazlar ve eikosanoid iirlinlerinin olusumu inflamatuvar kaskadi baglatir. Trombositler
daha sonra da trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve transforme edici biiyiime
faktori (TGF)-B gibi biiyiime faktorlerinin salinmasi ile iyilesme siirecini de regiile
etmektedir (Barrientos vd., 2008).

2.10.1.5. inflamatuvar yamitin ikinci asamasi

Dogal immun sistemin aktivasyonu bu bdolgeye hizla inflamatuvar hiicrelerin

gelmesini saglar. Vaskiiler endotel hiicreleri, mast hiicreleri, dendritik hiicreler ve
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interstisyal fibroblastlar gibi yerlesik hiicreler, eikosanoidler ve proinflamatuvar
sitokinlerin salinimi1 ile bu olaya yanit verirler (Abbas ve Lichtman, 2009). Bu
mediyatdrler inflamatuvar yaniti arttirarak daha fazla I6kositin bu bolgeye gelmesini
saglarlar. Lokal olarak uyarilan hiicreler ve yeni gelenler, toksik reaktif azot ve oksijen ara
urnleri ile matriks metalloproteinaz (MMP)’lar, serin ve sistein proteazlar gibi cesitli
proteazlarin salinmasina neden olurlar. Bu molekiiller enfeksiyon ajanlarin1 yok eder ve
zedelenen dokularin uzaklastirllmasini saglayarak zedelenme bdlgesini tamir igin
temizlerler. Akut inflamatuvar mekanizmalarin uyarilmasinin uzamasi ciddi doku hasarina
neden olur. Normal fizyolojik yanit ise doku hasarindan ziyade, proteolitik enzimlerle
ekstraseliiler matriksin (ECM) yeniden sekillenmesi ve yara iyilesmesi i¢in gerekli destek

dokularin olusmasini saglar (Goldman ve Schafer, 2012; Kumar vd., 2013).

2.10.1.6. Doku tamiri ve inflamasyonun gerilemesi

Inflamasyon normal bir fizyolojik yanittir ama devam etmesine izin verilmesi
halinde dokularda ciddi zedelenmelere neden olabilir. Bu nedenle inflamatuvar yanit
baslarken dengenin saglanmasi i¢in ilave mekanizmalar da devreye girmektedir.
Mediyatorler ve effektor hiicrelerin kaldirilmasi veya devre disi birakilmasi ile akut
inflamasyonun baskilanmasi konaga uygun biiyiime faktorleri ve sitokinlerin salinarak
hasarli dokularin tamir edilmesine izin verir. Bir inflamatuvar yanitin ilk baslangicinda
rezollisyon bilesenleri hiicresel yanit (apoptoz ve nekroz), soluble mediyatorler (6rnegin,
antiinflamatuvar sitokinler ve antioksidanlar gibi) ve direkt effektérlerden (6rnegin,

proteaz inhibitorleri gibi) olusur (Goldman ve Schafer, 2012).

2.10.1.7. inflamatuvar hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi

Inflamasyon bolgesindeki hiicreler farkli mekanizmalarla buradan uzaklastirilirlar
(Serhan, 2008). Bunlar;
% Hiicre akisi kemotaktik faktor {retimi ve vaskiiler adezyon molekiil
ekspresyonunun baskilanmasi ile azaltilir.
% Hiicreler, 6zellikle lenfositler, dokudan ayrilarak lenfatikler aracilig1 ile dolagima
karigirlar.

+¢+ Stres altindaki hiicreler igeriklerini lokal ¢evreye salarak nekroza giderler.
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% Inflamasyon alanindan hiicrelerin temizlenmesindeki en ©nemli mekanizma
y

apoptozistir (Goldman ve Schafer, 2012).

Apoptozis, 0karyotik hiicrelerde hiicre dliimiine yol agan ve fagositler tarafindan
hizlt bir sekilde uzaklastirilmast i¢in ylizey membrani isaretleyen, olduk¢a diizenli bir
stirectir. Bu temizleme siireci, nekroz ile hiicre Oliimiiniin aksine, inflamatuvar yanit
olusturmaz (Wei vd., 2013). Polimononiikleer fagositlerin (PMN) dokudaki omiirleri ¢ok
kisadir ve Oliimiinden sonra bu bdlgede kalmalari ya da igeriklerinin mikrogevreye
salinmas1 zararli olabilir. Lokositoklastik vaskiilit gibi bazi patolojik durumlarda, bol
noétrofil apoptozu histopatolojik incelemede kolayca goriiniir ve tani i¢in gerekli patolojik
kriterlerden biridir. T lenfositler gibi diger hiicreler, konaga zarar vermemek igin
aktivasyon sonrasi apoptoza giderler. Defektif apoptozis veya apoptotik hiicrelerin sebat
etmesi bile kronik inflamatuvar ve otoimmdiin hastaliklara katkida bulunabilir (Goldman ve

Schafer, 2012).

Hucre apoptozu hiicresel mikrocevrede reaktif oksijen ara tirtinleri (ROS) nin yani
sira FasL/Fas ve TNF-iligkili apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL) gibi ¢ok sayida oliim
reseptdr yolaklar1 araciligiyla baslatilabilir. inflamatuvar siiregte yaygin olarak iiretilen bir
ara urtiin olan ROS DNA'’i hasarlayabilir. Eger DNA hasar1 fazla ise, siki regiile edilen
tamir mekanizmalar1 tarafindan tamir sonlandirilir ve programlanmis hiicre 6liimii baslar.
Kronik inflamasyonda ROS veya raktif nitrojen ara drunleri (RNS) ile indiiklenen
mutasyon yuki zaman iginde birikir ve sonugta 6nemli diizenleyici proteinlerde amino asit
degisimlerine yol agabilir ve iilseratif kolitte gozlendigi gibi neoplastik hastalik geligebilir.
Apoptotik hiicrelerin ya da apoptotik hiicre artiklarinin uzaklastirilmast ¢ok hizlidir ve
makrofajlar, fibroblastlar, epitelyal ve endotelyal hiicreler, kas htcreleri ve dendritik
hiicreler tarafindan saglanir. Apoptotik hiicrelerin  taninmasinda ve bunlarin
cevrelenmesinde kullanilan yiizey reseptorleri integrinler (6rnegin avp3), lektinler, ¢Opgul
reseptorler, adenozin trifosfat (ATP)-baglayan kaset tasiyict 1, LPS reseptorii, CD14 ve
kompleman reseptdrii CR3 ve CR4’diir (Blank ve Shiloh, 2007; Serhan, 2008; Wei vd.,
2013). Bununla birlikte, bu membran molekiillerinin bazilari hem proinflamatuvar hem de
apoptotik yolaklarda kullanilabilir, bu ayrim farkli ligandlar ve aksesuar molekiiller

araciligr ile saglanmaktadir. Apoptotik hiicreler, fagositler iizerindeki reseptorler ile
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etkilesime giren bir dizi membran iligkili molekiiler paternler sergilerler. Apoptotik
hiicreler ve fagositler arasindaki etkilesimin ayrintilari, kismen anlagilmistir. Apoptotik
hiicrelerin genel bir 0Ozelligi fosfatidilserinin dig presentasyonu ile fosfolipid
asimetrisininin kaybidir. Digsallasmis fosfatidilserin fagositozu tetiklemek icin yeterli
olabilir, ancak diger apoptotik hiicre ylizey yapilar1 da bulunmaktadir (Blank ve Shiloh,
2007; Serhan, 2008; Wei vd., 2013).

2.10.2. Kronik inflamasyon

Kronik inflamasyon akut inflamasyonu takip edebilir ya da sinsice baslayabilir.
Suresi daha uzundur, dokularda lenfosit ve makrofaj hakimiyeti, vaskuler proliferasyon,

fibrozis ve doku yikimu ile karakterizedir (Kumar vd., 2013).
2.10.3. Sitokinler

Sitokinler, etki mekanizmalarina gore proinflamatuvar ve antiinflamatuvar olmak
Uzere ikiye ayrilirlar. Proinflamatuvar sitokinler immun cevabin baslamasi ve stirdiiriilmesi
icin gereklidirler, inflamasyonun baslangicinda salinirlar. Antiinflamatuvar sitokinler ise
inflamasyonun daha ileriki safhalarinda salgilanirlar ve inflamatuvar yanitin kontrollinden
sorumludurlar. Proinflamatuvar sitokinler; TNF-a, TNF-p, IL-1, IL-8, IL-12, IL-15, IL-17,
IL-18, interferon (IFN)-y, antiinflamatuvar sitokinler; 1L-4, IL-10, IL-11, IL-13, cift etkili
sitokinler ise IL-6, TGF-B olarak siniflandirilabilir (Casey, 2003).

2.10.3.1. Proinflamatuvar sitokinler

Genellikle makrofaj ve fibroblastlardan kdken alan proinflammatuvar sitokinler,
immun sistemi aktive eden mediyatorlerdir. IL-1 ailesinin proinflamatuvar Gyeleri (IL-a,
IL-1B, IL-18 ve IL-33) ve TNF’nin farkli yonde etkileri vardir. Endotelyal hiicrelerde
adezyon molekiil ekspresyonunu arttirtp proliferasyonunu indiikler ve antijen sunumunu
uyarirlar. IL-1 ve TNF ayn1 zamanda matriks yikimini saglayan kollajenaz ve stromelisin
gibi enzimlerin ekspresyonunu arttirir ve fibroblastlardan PGE; gibi diger inflamatuvar
mediyatorlerin sentezini uyarir. TNF inhibitorleri psoriasis, romatoid artrit ve inflamatuvar
bagirsak hastaligi gibi inflamatuvar hastaliklarda, IL-1 inhibitorleri de ailesel soguk

otoinflamatuvar hastalik ve Muckle-Wells sendromu gibi genetik hastaliklarda etkili tedavi
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yontemleridir. IL-1 ve TNF akut sitokin yanitinin sadece kii¢iik bir kismini olusturur. Hem
akut faz reaktanlarmi indiikkleyen hem de Thl veya Th2 yoniinde immun yanitt
farklilagtiran IL-6 ve ilgili sitokinler (IL-11, osteopontin) gibi farkli diger faktorler de
olaya katilmaktadir (Goldman ve Schafer, 2012; Keating vd., 2012).

Graniilosit makrofaj koloni uyarict faktor (GM-CSF) dentritik hicre
maturasyonunu regule eder, bu hiicreler zerinde HLA-DR ekspresyonunu ve antijen
sunumunu arttirir. Thl lenfokin olan IFN-y, HLA-DR ekspresyonunu ve endotel hiicre
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttirirken kollajen iiretimini baskilar (Goldman ve
Schafer, 2012). I1L-1, IL-6 ve IL-23; tirettigi IL-17 ailesinin Uriinleri sayesinde (IL-17 A-F)
inflamasyon ve otoimmunitede Th17 yoniindeki farklilagmayi koordine eder. Bunlar
arasinda ozellikle IL-17A ve belki de IL-17F, IL-1 ve TNF ile gosterdikleri sinerji nedeni
ile 6nemlidir (Mills vd., 2013). Buylme faktorl olan TGF-f, hiicreleri regiilator T hiicre
yoniinde farklilastirir, bu da diger T hiicrelerinin antijen spesifik yanitin1 baskilar (Hassoun
vd., 2009). Sitokinler bircok inflamatuvar hastaligin baglamasinda ve devaminda 6nemli

rol oynamaktadir (Ariza vd., 2013).

2.10.3.2. Antiiflamatuvar sitokinler

Antiinflamatuar sitokinler inflamasyon bdlgesine gelen ya da burada zaten var olan
hiicreler tarafindan salinir. Ornegin TGF-B ve IL-10 makrofajlar, interstisyel fibroblastlar
veya T-hiicreleri tarafindan tiretilir. IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi baz1 T-hicre sitokinleri, 1L-1
veya TNF ile uyarilmis hiicrelerden, MMP ekspresyonunu baskilarlar. TGF-f, fibroblast
proliferasyonuna ek olarak, kollajenaz {iretimini baskilar, kollajen depolanmasini arttirir ve
MMP’larin doku inhibitdrlerinin (TIMP) iiretimini uyararak MMP aktivitesini azaltir.
Fibrozisin 6nemli bir bulgu oldugu hastaliklarda tamir fazi anormaldir. Ornegin,
skleroderma diffiiz fibrozis ile seyreder ve artmis ECM ve yiiksek TGF-f seviyeleri ile
birliktedir (Lee ve Kaluri, 2010; Wang vd., 2011).

2.10.4. indometazin

Romatoid artrit, gut, ankilozan spondilit ve reaktif artritler gibi inflamatuvar
romatizmal hastaliklar yaninda PG sentezi {izerine olan gii¢lii baskilayict etkisi nedeniyle

perikardit, prematir eylem ve infantlarda patent duktus arteriyozus tedavisinde kullanilir.



34

Indometazin, kikirdak yikimini arttirdigini bildiren c¢alismalar nedeni ile osteoartritte
Onerilen bir non-steroidal antiinflamatuvar ila¢ degildir. En Onemli yan etkileri
gastrointestinal sistem ve santral sinir sisteminde (bas agrisi, bas donmesi, vertigo)
gozlenir (Kogar vd., 1997; Gokalp ve Mollaoglu 2003).

2.11. Verbascum L. Genusu

Verbascum L. genusu (Scrophulariaceae) Turkiye bitki ortisiinde 196’s1 endemik
olmak Uzere 246 tur ile temsil edilmektedir (Huber-Morath, 1978; Davis, 1988; Vural and
Aydogdu, 1993; Karaveliogullari et al., 2004, 2006, 2009, 2011; Karaveliogullari and
Aytac, 2008; Dane and Yilmaz, 2005; Ozhatay et al., 1996; Sutory, 2001, 2004; Kaynak et
al., 2006; Parolly and Tan, 2007; Parolly and Eren, 2008; Yilmaz and Dane, 2008;
Karaveliogullari, 2009; Bani et al., 2010; Aytac and Duman, 2012; Cecen et al., 2015;
Firat, 2015).

2.11.1. Verbascum L. tiirlerinin kullanihislar:

Anadolu’da, Verbascum phlomoides, V. densiflorum ve V. thapsus bitkilerinin
cicekli kisimlar1 balgam soktiiriicii ve goglis yumusatict olarak kullanilmaktadir. V.
sinuatum L. bitkisinin tohumlart tasidiklari saponinden dolayi, baliklar igin zehirlidir.
Kuzeydogu Anadolu Boélgesi’nde bazi Verbascum tiirleri “Balikotu” adi ile taninir ve
meyvali dallarinin g6l ve dere sularma atilarak baliklarin Oldiiriiliip yakalanmasinda
kullanildig1 goriilmektedir. Bazi Verbascum tiirlerinin yapraklar inflizyon halinde terletici,
balgam soktiiriicii, yatistirici, idrar artirict ve kabiz Onleyici olarak kullanilmaktadir

(Baytop, 1999).

V. chrysochaete Stapf. tiiriiniin toprak iistii kisimlar1 egzema, romatizma, hemoroid
ve menstrual agrilarda, V. cheiranthifolium Boiss. var. cheiranthifolium Boiss. turinin
toprak st kisimlari ve kokleri, V. lasianthum tiiriiniin ise yaprak ve ¢icekli kisimlari
hemoroid tedavisinde kullanilmaktadir (Tuzlaci ve Erol, 1999). Buna ek olarak, V. symes
Murb. et Rech fil. tirinin yaprak ve ¢igekli kisimlar1 dahilen ve haricen hemoroid
tedavisinde kullanilmaktadir (Giirhan ve Ezer, 2004).
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Orta Anadolu’da halk arasinda, V. pumilum Boiss. & Heldr. tirtunin toprak usti ve
kok kisimlart yara iyilestirici, karin i¢i agrilari ve hemoroid tedavisinde, V. orientale (L.)

All. tirindn ¢igekli kisimlar1 ise trogenital organlarda terlemeyi Onleyici olarak

kullanilmaktadir (Sezik vd., 2001).

Verbascum genusu igerisinde “Mullein” adi ile bilinen ve en taninmuig tiir olan V.
thapsus tibbi bir bitki olarak degisik farmasotik formlarda inflamatuvar hastaliklarinin,
astim, spazmodik Oksiirik ve diger pulmoner problemlerin tedavisinde kullanilmaktadir.
Bu bitkiden hazirlanan ekstrelerde antibakteriyal ve antitimor aktivite gozlenmistir
(Turker vd., 2004).

Turkiye bitki ortiisiinde dogal olarak yetisen V. mucronatum tirii Anadolu’da halk
arasinda kan dindirici olarak kullanilmaktadir (Akdemir vd., 2011).

Anadolu’da halk arasinda infiizyon seklinde hazirlanan V. macrurum Ten. tirinin
cicekli kisimlari ve V. stenostachyum Hub.-Mor tiirliniin hem infiizyon seklinde hazirlanan
hem de ¢ig olarak tiiketilen cicekli kisimlar1 diyabet tedavisinde kullanilmaktadir (Arituluk
ve Ezer, 2012).

2.11.2. Verbascum L. tiirlerinin biyolojik aktivite calismalar

2.11.2.1. Antiviral aktiviteleri

V. thapsiforme Schrad. tiirtiniin ¢igekli kisimlarindan hazirlanan liyofilize edilmis
inflizyonu Fowl plague virls, birkag influenza A, influenza B ve Herpes simplex
viriis’lerine karsi in vitro agidan antiviral aktivitesi arastirilmistir. V. thapsiforme ekstresi
sadece H. simplex viriisiine karst 300 pg/ml’de antiviral etki gostermistir (Zgorniak-
Nowosielska vd., 1991).

V. thapsus tartintin metanol ekstresi, H. simplex viris tip 1 ve influenza A virlsiine

kars1 in vitro test edildiginde ¢ok giiglii bir antiinfluenza aktivite gosterdigi belirlenmistir
(Rajbhandari vd., 2009).
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V. thapsus tiiriinden hazirlanan metanol ekstresinin pseudorabies viriis RC/79’e
kars1 antiviral etkisi belirlenmistir. Bitki ekstresinin CCsg degeri noétral kirmizi (NRU)
testinde 1100 pg/ml seklinde belirlenmistir. Esktrenin pseudorabies virlis RC/79’iin
%50’sini inhibe eden konsantrasyon 35 pg/ml olarak bulunurken, bu deger NRU testinde
31,4 seklinde belirlenmistir. Hiicreler, viral enfeksiyona karsi ekstre ile 6n muameleye tabi
tutuldugunda, inhibisyon degeri %70 seklinde bulunmustur. Pseudorabies viriisii bitki
ekstresi ile beraber inkiibasyona birakildiginda oldukga yiiksek bir inhibisyon goriilmiistiir
(%99) (Escobar vd., 2012).

2.11.2.2. Antimikrobiyal ve antimalaryal aktiviteleri

V. undulatum Lam. tiriniin tohumlu kisimlarindan izole edilen ve makrosiklik

dimer bir lakton olan verbalakton antibakteriyel aktivitesi acisindan arastirilmistir

(Magiatis vd., 2001).

V. macrurum tiiriiniin yaprakli kisimlarindan diklorometan, etanol/su, su/metanol
(70:30 v/v) seklinde dort farkli fraksiyonu hazirlanmis ve her bir fraksiyonun
antibakteriyel etkisi arastirilmistir. Sonug olarak, etanol/su fraksiyonunun bakterilere karsi

en etkili fraksiyon oldugu gézlemlenmistir (Guarino, 2002).

V. pterocalycinum var. mutense tlriinden elde edilen bilesiklerin antifungal
aktivitesi, spor siispansiyonu piiskiirtiilmiis Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) plaklarina
direkt olarak bilesiklerin uygulanmasi ile verdikleri temiz inhibisyon zonlarina gore
biyootografik metod ile degerlendirilmis ve ilvensisaponin A ve C bilesiklerinin
Colletotrichum acutatum, C. fragariae ve C. gloeosporioides gibi bitki funguslarina karsi
etkili olduklar1 goriilmiistiir (Tatli vd., 2003).

V. leptostychum DC. tirlnin ¢igekli kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin
disk difiizyon metodu ile antimikrobiyal aktivitesi aragtirilmistir. Escherichia coli, Proteus
sp., Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteria, Salmonella enteritidis, Salmonella
typhi, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis ve Candida albicans’a karsi, disk
basina uygulanan 20 pl ekstre ile, %99,9 oraninda organizmalar1 inhibe ederek etkili

oldugu bulunmustur (Barbour vd., 2004).
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V. chionophyllum, V. cilicicum (Boiss. et Heldr.) O. Kuntze, V. pterocalycinum var.
mutense, V. pycnostachyum, V. splendidum Boiss. turlerinin toprak iistii kisimlarinin
metanol ve etilasetat ekstreleri, 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaka yontemi ile
antimikrobiyal aktiviteleri Candida albicans ATCC 90028, Cryptococcus neoformans
ATCC 90113, Staphylococcus aureus ATCC 29213, metisilin rezistans S. aureus ATCC
43300, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Aspergillus fumigatus ATCC 90906 ve
Mycobacterium intracellulare ATCC 23068’a karsi; antimalaryal aktiviteleri ise
Plasmodium falciparum klonuna karsi in vitro test edilmis ve denenen ekstrelerin
hi¢birinde 6nemli bir antimikrobiyal ve antimalaryal aktivite goriilmemistir (Akdemir vd.,
2003). Ancak saf maddelerin etkilerini tek baslarina gosterebilecekleri de diisiiniilerek, V.
cilicicum, V. lasianthum ve V. pterocalycinum var. mutense tdrlerinin metanol
ekstrelerinden izole edilen sekonder metabolitlerin antimikrobiyal ve antimalaryal
aktiviteleri, mikrodiliisyon metoduyla, ayni suslar iizerinde ¢alistlmistir. Ilvensisaponin A
ve C Aspergillus fumigatus ATCC 90906’a kars1 antimikrobiyal aktivite gosterirken, diger
Gr (+), Gr (-) bakteriler ve mayalara kars1 herhangi bir aktivite géstermemistir. Denenen
diger bilesiklerin ise 6nemli bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadig: tespit edilmistir.
Plasmodium falciparum klonuna karsi antimalaryal etkisi test edilen bilesiklerin higbiri

antimalaryal aktivite gostermemistir (Tatli ve Akdemir, 2005).

Geleneksel olarak cilt hastaliklarinda kullanilan bitkilerden biri olan V. sinaiticum
Benth. tlrundn, cilt hastaliklarina sebep olan Gr (+) (Staphylococcus aureus) ve iki Gr (-)
(Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa) bakteriler ile Candida albicans,
Aspergillus niger ve Trichophyton mentagrophytes gibi funguslara karsi disk difiizyon
metodu ile antimikrobiyal aktivitesi test edilmis ve S. aureus, P. aeruginosa’ya karsi etkili

oldugu bulunmustur (Tadeg vd., 2005).

V. georgicum Bentham tiiriiniin metanol ekstresinin antimikrobiyal 6zelligi in vitro
acidan disk difiizyonu ve mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak aragtirilmistir. Candida
albicans izolatlarinin hepsine ve Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis, B. cereus, B.
pumilus, B. megaterium, B. lentimorbus, B. licheniformis, Pseudomonas putida, P.
syringae, E. coli tiirlerini i¢eren 10 farkli bakteri tiiriiniin 17 susunda 37,5-300 pg/ml

konsantrasyonlarda inhibisyon zonlari olusturdugu tespit edilmis, ancak ekstre, test edilen
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4 fungus tiiriiniin izolatlarina kars1 hicbir antifungal aktivite gostermemistir (Engul vd.,

2005).

V. sinuatum tiirtiniin ¢igekli kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresi ve bu
ekstreden izole edilen bilesiklerin Gr (+) ve Gr (-) bakterilere karsi antibakteriyel etkisi
arastiritlmis ve ekstre test edilen biitiin bakteri suslarina karsi inhibisyon gostermistir.
Genellikle Gr (+) bakterilerin ekstreye karsi daha hassas oldugu goriilmiis ve bunlar
arasinda S. epidermidis’e karsi en diisitk minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) degeri
15,5 pg/ml seklinde belirlenmistir. Ekstre, Gr (-) bakterilere karsi ise daha az hassas
bulunmustur. Fraksiyonlama sonucu elde edilen bilesiklerden verbaskozit, sinuatol, ajugol,
luteolin-7-O-f-glukozit ve okubin icinde, en yiksek antibakteriyel aktiviteyi verbaskozit
gosterirken, luteolin-7-O-f-glukozit antibakteriyel aktivite gostermemistir. Ayrica izole
edilen bilesikler, 0,01-1 pg/ml konsantrasyonlarda, Raphanus sativus L. (zerindeki
allelopatik aktiviteleri agisindan da incelenmistir. Sonug¢ olarak, okubin ve sinuatol saf
olarak en diisiik konsantrasyonda (0,01 pg/ml) inhibitér etkili bulunurken, ajugol ham

ekstreyle bitlikte uygulandiginda sinerjik etki gostermistir (Senatore vd., 2007).

V. bottae (Deflers) Hub.-Mor. tirinin agar difiizyon metoduyla antimikrobiyal
aktivitesine bakildiginda Gr (+) bakteriler igerisinde 6zellikle multirezistant olanlara karsi

etkili oldugu belirlenmistir (Mothana vd., 2008).

V. cariense Hub.-Mor., V. adenophorum Boiss., V. inulifolium Hub.-Mor., V.
vacillans Murb., V. chionophyllum, V. cilicium Boiss., V. trapifolium (Stapf) Hub.-Mor., V.
meinckeanum Murb., V. lyratifolium Kdchel, V. protractum Fenel ex Tchihat., V. bellum.
Hub.-Mor., V. dalamanicum. Hub.-Mor., V. pseudoholotrichum. Hub.-Mor., V. cymigerum
Hub.-Mor., V. cholorostegium Bornm. & Murb., V. linguifolium Hub.-Mor., V. pellitum
Hub.-Mor. ve V. gypsicola Vural & Aydogdu tiirlerinin metanol ekstrelerinin
antimikrobiyal aktiviteleri Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Bacillus cereus, Mycobacterium
smegmatis, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus, Candida albicans, Rhodotorula
rubra, Cryptococcus neoformans, Kluyveromyces fragilis, Debaryomyces hansenii ve
Hanseniaspora guilliermondii mikroorganizmalarina karsi disk diflizyon metodu ile

belirlenmistir. Ekstreler, Gr (+) bakteriler ve mantarlara karst etkili bulunurken, Gr (-)
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bakterilere karst etkili bulunmamistir (Dulger ve Gonuz, 2004; Dulger vd., 2005; Dulger
ve Ugurlu, 2005; Dulger, 2006; Dulger ve Hacioglu, 2008a; Dulger ve Hacioglu, 2008b).

V. bottae tiiriiniin sicak sulu ve metanol ekstrelerinin verimleri sirasiyla %19,7 ve
%14,8 seklinde belirlenmistir. Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus subtilis
(ATCC 6059), Micrococus flavus (SBUG 16), Escherichia coli (ATCC 11229),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ve Candida maltosa (SBUG) bakterilerine karsi
ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyonu metodu ile belirlenmistir. Ayrica,
Staphylococcus turlerinden; S. epidermidis 847, S. haemolyticus 535 ve S. aureus Kuzey
Alman Epidemik suslar1 (Institute of Hygiene of Mecklenburg-Vorpommern, Greifswald,
Germany) da test organizmalar1 olarak kullanilmigstir. Bitkinin metanol ekstresi S. aureus,
B. subtilis, M. flavus, S. epidermidis ve S. aureus Kuzey Alman Epidemik organizmalarina
kars1 diisiik aktivite gosterirken, sicak sulu ekstresi denenen ayni test organizmalarina karsi

herhangi bir etki gostermemistir (Mothana vd., 2010).

V. sinaiticum tiirintin ¢i¢ekli kisimlarindan hazirlanan etanol, metanol, su, butanol
ve n-hekzan fraksiyonlarinin {i¢ negatif bakteri, 2 pozitif bakteri ve 2 fungi tiiriine kars1

antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir (Talib ve Mahasneh, 2010b).

V. pinetorum Boiss. O. Kuntze tiriiniin ¢esitli fraksiyonlar1 antimikrobiyal
aktiviteleri bakimindan disk diflizyonu metodu ile arastirilmistir. Sonug olarak bitkiden
elde edilen fraksiyonlarin Haemophilus influenzae bakterisine karsi oldukga duyarli bir etki

gosterdigi belirlenmistir (Ozcan vd., 2011).

2.11.2.3. Antioksidan aktiviteleri

V. macrurum tiirliniin toprak Ustii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresi ve
metanol ekstresinden elde edilen farkli fraksiyonlarin, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
serbest radikalleri siipliriicii aktivite metodu ile antioksidan aktiviteleri belirlenmistir.
Ayrica, fraksiyonlarin dogal koruyucu olabilecegi diigiiniilerek Rancimat metodu ile
oksidatif ransiditeleri degerlendirilmistir. Sonugta, fenilpropanoid glikozidlerce zengin
olan fraksiyonun koruyucu oldugu belirlenmis ve referans madde olarak butil hidroksi

toluen (BHT) ve a-tokoferol kullanilmistir. Buna ek olarak, bitkinin metanol ekstresinden
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on farkli dogal bilesik medyum basingli likid kromatografisi (MPLC) ile izole edilmistir.
Polihidroksi fenilpropanoid glikozid tiirevi olan verbaskozit, hem ay¢icegi yagi ile
indiklenen oksidatif ransiditede hem de serbest radikalleri slpuriicu aktivitede bu 10

bilesik igerisinde en etkili bilesik oldugu belirlenmistir (Aligiannis vd., 2003).

V. wiedemannianum Fisch & Mey tirinin metanol ekstresinin antioksidan
aktivitesi; DPPH serbest radikal stpdricl etki ve pS-karoten/linoleik asit sistemlerinde
incelendiginde, ekstrenin DPPH analizinde ICso degeri 117+0,56 pg/ml; linoleik asit

oksidasyonunu inhibisyon derecesi ise %52,543,1 olarak bulunmustur (Tepe vd., 2006).

V. cilicicum, V. lasianthum, V. pterocalycinum var. mutense ve V. salviifolium
tdrlerinin metanol ekstrelerinden izole edilen sekonder metabolitlerinin radikal stpdricu
aktiviteleri DPPH metodu ile arastirilmistir. Neticede, izole edilen 6-O-vaniloilajugol,
ilvensisaponin A, ilvensisaponin C, verbaskozit, g-hidroksiakteozit, martinozit, poliumozit,
forsitozit B, angorozit A, dehidrodikoniferil alkol-9'-O-4-D-glukopiranozit, apigenin 7-O-
p-glukopiranozit, luteolin 7-O-p-glukopiranozit, luteolin 3'-O-f-glukopiranozit ve
krizoeriyol 7-O-f-glukopiranozit bilesiklerinin radikal siipiiriicii etkiyi doza bagimli bir
sekilde inhibe ederek antioksidan aktivite gdsterdikleri belirlenmistir (Tatli vd., 2007a).

V. bottae tlrinun DPPH radikal siipiiriicii etkisine bakildiginda oldukga yiiksek
antioksidan aktivite gosterdigi goriilmiistiir (Mothana vd., 2008). Diger bir ¢alismada ise,
yine ayn bitkinin sicak sulu ve metanol ekstrelerinin farkli dozlar1 kullanilarak DPPH
metodu ile antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Bitkinin sicak sulu ekstresi 10, 50, 100,
500 ve 1000 ng/ml dozlarda sirasiyla %0,0, %4,02, %13,00, %23,51 ve %29,00 inhibisyon
goriiliirken, metanol ekstresinde ayni dozlardaki inhibiyon sirasiyla %40,50, %46,70,
%53,40, %89,78 ve %93,30 seklinde bulunmustur (Mothana vd., 2010).

V. sinaiticum bitkisinden hazirlanan ekstre DPPH radikal siipiiriicti aktivite testi ile

antioksidan aktivitesi ICsp=41,7 pg/ml olarak belirlenmistir (Umer vd., 2010).

V. mucronatum tarinin sulu ekstresi ile sulu ekstreden elde edilen fraksiyonlar
DPPH radikal supuriict aktivite ve Demir (I11) iyonu indirgeme giici (FRAP) tayini
yontemleri ile antioksidan aktiviteleri, asetilkolinesteraz (AChE), butirilkolinesteraz
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(BChE) inhibitor aktiviteleri belirlenmistir. Yapilan fitokimyasal arastirmalarda ise dort
iridoid glikozid (ajugol, okubin, lasianthoside | ve katalpol), iki saponin (ilvensisaponin A
ve C) ve bir tane de feniletanoid glikozid (verbaskozit) tanimlanmistir. Feniletanoid
glikozid iceren fraksiyonun DPPH, FRAP ve AChE inhibisyonuna kars1 oldukca etkili
oldugu tespit edilmistir (Kahraman vd., 2010).

V. pinetorum tlrinin metanol ekstresinin antioksidan aktivitesi; DPPH radikal
stpdricu etki ve p-karoten/linoleik asit sistemlerinde incelendiginde, DPPH analizinde
ICso degeri 13,04 mg/ml; linoleik asit oksidasyonunu inhibisyon derecesi ise %89,39
olarak bulunmustur. V. pinetorum bitkisinin metanol ekstresinde iridoid glikozidler,

flavonoidler ve saponinler major dogal bilesikler olarak tanimlanmistir (Ozcan vd., 2011).

V. sinuatum tirinin etanol ekstresi DPPH serbest radikalleri stpdricl aktivitesi
1C50=263,52+5,98 pg/ml, FRAP 1C50=85,08+8,66 pg/ml ve total fenolik madde miktari
8,53+0,11 mg/g olarak saptanmistir. Antioksidan 6zelligi iyi bilenen gallik asit ise referans
madde olarak kullanilmistir. Sonug itibari ile, bu bitkinin dogal bir antioksidan olarak iyi

bir aday olabilecegi diisiiniilmektedir (Moein vd., 2012).

2.11.2.4. Antinosiseptif, antiinflamatuvar ve vara iyilestirici etkileri

V. lasianthum tirinin ¢igekli kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin
farelerde karragenan ile olusturulmus arka ayak 6demi ve p-benzokinon ile olusturulmus
kivranma testlerinde inhibe edici etkisi goriilmiistiir. Buradan hareketle, ekstreden izole
edilen ve oral yolla verilen okubin ve ilvensisaponin A’nin akut toksisite ya da gastrik
hasara yol agmadan 6nemli Glgide antiinflamatuvar ve antinosiseptif aktivite gosterdigi
tespit edilmistir (Kupeli vd., 2007). Ayn1t metodla, V. pterocalycinum var. mutense tirdndn
cicekli kisimlarindan metanol ekstresi hazirlanmis ve bu ekstreden izole edilen dért major
bilesigin antiinflamatuvar ve antinosiseptif aktiviteleri arastirilmistir. Neticede,
ilvensisaponin A ve C, karragenan ile olusturulmus arka ayak 6demi ve PGE2’nin
indiikledigi inflamasyona karsi inhibe edici etkileri bulunurken, ajugol ve pikrozit IV
bilesiklerinin her iki metoda karsi herhangi bir etkisi goriilmemistir (Kupeli-Akkol vd.,
2007).
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V. cilicicum, V. lasianthum, V. pterocalycinum mutense ve V. salviifolium tirlerinin
metanol ekstrelerinden izole edilen sekonder metabolitlerin hiicre agregasyonunu inhibe
edici aktiviteleri in vitro a¢idan arastirilmistir. Bu baglamda, 6-O-vaniloilajugol,
ilvensisaponin A, ilvensisaponin C, verbaskozit, g-hidroksiakteozit, martinozit, poliumozit,
forsitozit B, angorozit A, dehidrodikoniferil alkol-9'-O-4-D glukopiranozit, apigenin 7-O-
p-glukopiranozit, luteolin 7-O-p-glukopiranozit, luteolin 3'-O-f-glukopiranozit ve
krizoeriyol 7-O-p-glukopiranozit bilesikleri akim sitometrik yontem ile HL-60
hicrelerinde DFCH (2’,7’-diklorodihidrofloressin)’in ROS-katalize oksidasyonunu
inhibisyonu test edilmis, referans madde askorbik asit ile karsilastirildiginda verbaskozitin
en aktif bilesik oldugu tespit edilmistir. Yine izole edilen tiim bilesiklerin, bagisiklik
sistemi ve inflamasyon Uzerine etkilerinin tespiti icin, lenfosit fonksiyon antijeni-1 (LFA-
1) ve interselluler hiicre adezyon molekilu-1 (ICAM-1) araciligi ile, HL-60 ve Hela
hlcrelerinin agregasyon ve adezyonlarinin inhibisyonlari test edilmis, referans madde
Sitokalazin B ile karsilastirildiginda flvensisaponin A orta dereceli bir aktivite gdstermistir.

Diger bilesikler, belirtilen test metodlarinda aktif bulunmamugtir (Tatli vd., 2007b).

V. salviifolium tiriiniin toprak dstii kisimlarinin sulu ekstresinden izole edilen
flavonoidler ve feniletanoid ile neolignan glikozidlerinin antiinflamatuvar aktiviteleri
farelerde karragenan ile olusturulmus arka ayak 6demi, PGE: ile olusturulmus arka ayak
O6demi ve 12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat (TPA) ile olusturulmus kulak Odemi
modelleriyle; antinosiseptif aktiveleri ise p-benzokinon ile olusturulmus kivranma testiyle
arastirilmistir. Luteolin-7-O-f-glukopiranozit, luteolin-3'-O-f-glukopiranozit, apigenin-7-
O-p-glukopiranozit ve p-hidroksiakteozit bilesikleri 200 mg/kg dozda karragenan ile
olusturulmus ayak édemini 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir. Buna ek olarak, luteolin-7-O-f-
glukopiranozit, luteolin-3'-O-f-glukopiranozit ve p-hidroksiakteozit bilesikleri PGE: ile
olusturulmus arka ayak Odemine karsi antiinflamatuvar aktivite gostermistir. Fakat
bilesiklerin hi¢biri TPA ile olusturulmus kulak 6demi modelinde etki gostermemistir.
Ayrica luteolin-7-O-f-glukopiranozit ve luteolin-3'-O-f-glukopiranozit bilesiklerinin

antinosiseptif aktivite gosterdigi belirlenmistir (Tatli vd., 2008a).

V. chionophyllum, V. cilicicum, V. dudleyanum (Hub.-Mor.) Hub.-Mor., V.

latisepalum, V. pycnostachyum, V. salviifolium ve V. splendidum tiirlerinin farkli kisimlari,
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farelerde karragenan ile olusturulmus arka ayak 6demi, PGE; ile olusturulmus arka ayak
0demi ve TPA ile olusturulmus kulak O6demi modellerinde antiinflamatuvar aktivite
yonunden; p-benzokinon ile olusturulmus kivranma testinde ise antinosiseptif aktivite
yoniinden c¢alisgilmistir. V. chionophyllum ve V. pycnostachyum tarlerinin cicekli, V.
latisepalum ve V. salviifolium tdrlerinin ise toprak istii kisimlarinin metanol ekstreleri 200
mg/kg dozda herhangi bir gorinir akut toksisite ya da gastrik hasara yol agmadan 6nemli
Olclide antiinflamatuvar ve antinosiseptif aktivite gostermistir. Bunun yaninda, diger

tiirlerin ekstreleri belirgin bir aktivite géstermemistir (Tatli vd., 2008b).

V. chionophyllum, V. cilicicum, V. dudleyanum, V. lasianthum, V. latisepalum, V.
mucronatum, V. olympicum Boiss., V. pterocalycinum var. mutense, V. pycnostachyum, V.
salviifolium, V. splendidum, V. stachydifolium Boiss. & Heldr. ve V. uschackense (Murb.)
Hub.-Mor. tiirlerinden hazirlanan metanol ekstreleri erkek Sprague Dawley cinsi siganlarda
ve Swiss albino cinsi farelerde yara iyilestirici etkileri agisindan arastirilmis ve V.
olympicum, V. stachydifolium ve V. uschackense turlerinin metanol ekstreleri her iki deney

grubunda da yara iyilestirici etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Suntar vd., 2010).

V. mucronatum tiiriiniin antiinflamatuvar, antinosiseptif ve yara iyilestirici etkileri
tespit edilmistir. Antiinflamatuvar ve antinosiseptif etkilerinin tespit edilmesi amaciyla
karragenan ile olusturulmus arka ayak 6demi ve p-benzokinon ile olusturulmus agri testi
deney modellerinden  yararlanilmistir.  Yara  Ornekleri  histopatolojik  agidan
degerlendirilmistir. Bitkiden 4 tane iridoid glikozid (ajugol, okubin, lasianthoside ve
katalpol), 2 saponin (ilvensisaponin A ve C) ve 1 tane de fenilatinoid glikozid
(verbaskozit) izole edilmis ve bilesiklerin yapilar1 spektral tekniklerle goriintiilenmistir. Bu
bilesiklerden verbaskozitin herhangi bir akut toksisite ya da gastrik hasara neden olmadan
antinosiseptif, antiinflamatuvar ve yara iyilestirici aktiviteleri acisindan diger bilesiklere

gore en etkili bilesik oldugu belirlenmistir (Akdemir vd., 2011).

V. xanthophoeniceum Griseb. tiirliniin kaba ekstresi, bitkiden elde edilen farkli
fraksiyonlar ve izole edilen saf bilesikler hem in vitro hem de in vivo agidan
antiinflamatuvar etkinligi arastirllmistir. Biyoaktif metabolitler diisiik basingli gradyen
tinitesi kullanilarak izole edilmistir. Kaba metanol ekstresi, farelerde kobra venom faktOr

ile olusturulmus penge 6demi modelinde degerlendirilirken, bitkiden hazirlanan farkli



44

fraksiyonlar ve izole edilen maddelerin ise peritonal makrofajlarda NO ve sitokin tretimi
uzerindeki etkileri in vitro testlerle incelenmistir. Ayrica COX-1 ile COX-2 gen
ekspresyonlarinin diizeyleri de Olg¢lilmiistiir. Sonug olarak, nigroside VI IL-6 ve NO
uretimini, forsitozit B ise TNF-a tretimini yliksek oranda arttirmistir. Buna karsilik,
Leucosceptoside B, makrofajlarda NO salinimint ve COX-1 ekspresyonunu azaltmistir. Bu
bilgilerin 1s18inda V. xanthophoeniceum tiiriiniin biyoaktif molekiillerinden dolay1

antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir (Dimitrova vd., 2012).

V. xanthophoeniceum tiiriiniin kaba ekstresi, fraksiyonlar1 ve izole edilen akubin,
ajugol, harpagoside, nigroside Il1 ile nigroside V1 olan iridoid glikozidler ve verbaskozit ile
forsitozit B olan fenilatinoid glikozidler insan primer keratinosit hucre kultiriinde
antiinflamatuvar etkinlikleri degerlendirilmistir. Dolayisiyla, 1L-8, monosit kemoatraktan
protein-1 (MCP-1) ve induklenebilen protein-10 (IP-10) gibi proinflamatuvar kemokinlerin
gen ekspresyonlari, sentezleri ve salinimlari dormant ve interferon gamma (IFN-y)
aktiviteli NHK hiicrelerinde arastirilmig ve her bir ekstrenin, fraksiyonlarmin ve izole
edilen saf maddelerin ICso degerleri belirlenmistir. Bu baglamda, fenilatinoid
glikozidlerden verbaskozit ve forsitozit B tim kemokinlerin de novo sentezlerinde ve doz
bagimli  gen  ekspresyonlarinda  ekili  bulunurken, iridoid glikozidler ve
fenilpropanoidlerden aglikon rozmarinik asitin zayif ve selektif bir inhibisyonu
gorilmistiir. Sonu¢ olarak, fenilatinoid glikozidlerin kortikosteroid benzeri bir
inhibisyonla hem transkripsiyonel hem de translasyonel diizeyde rol oynadigi tespit

edilmistir (Georgiev vd., 2012).

V. phlomoides bitkisinin ¢i¢ekli kisimlar1 su ile ekstre edildikten sonra n-butanol
faz kismi elde edilmistir. Bitkinin total fenolik madde miktar1 spektrofotometrik agidan
degerlendirilmis ve bazi spesifik bilesikler yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC)’de tanimlanmustir. V. phlomoides bitkisinin antioksidan aktivitesi DPPH
(IC50=7,09 mg/ml) metoduna gore belirlenmistir. Ekstrenin total fenolik madde miktari
gallik asite esdeger olarak %4,18 seklinde belirlenmistir. Ekstrenin HPLC metoduna gore
ise major bilesikleri rozmarinik asit (14,93 mg/g), kafeik asit (39,96 mg/g), ferulik asit
(29,61 mg/g) ve kuersetin (17,29 mg/g) seklinde bulunmus ve verbaskozit tespit
edilmemistir. Ekstre 6nemli bir sekilde 100 ve 200 ug/ml dozda TNF-a ile stimile olan
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endotel hicrelerdeki ICAM-1 ekspresyonunu %55-58,8 inhibe ederken, aymi etki
sicanlarda olusturulan pence 6dem modelinde goriilmemistir. Sonug olarak, mullein
polifenolleri antioksidan aktivitede énemli rol oynarken, antiinflamatuvar aktivitede etkin

bulunmamaistir (Grigore vd., 2013).

2.11.2.5. immiinomodiilator aktiviteleri

V. phlomoides, V. thapsiforme, V. lychnitis L. ve V. nigrum L. tlrlerinin kimyasal
yapilar1 incelenmis ve bu bitkilerden flavonoidler, saponinler, fenilpropanoidler gibi
bilesikler izole edilmistir. izole edilen bilesiklerin sican dalak lenfositlerinin dogal
proliferasyonu Uzerine in vitro etkileri arastirilmistir. Bu baglamda, verbaskosaponin,
luteolin 7-O-glukozit, verbaskozit ve forsitozit B metabolitleri 100 mg/ml dozda sirasiyla
%87, %63, %54 ve %29 oranlarinda [3H]-timidinin DNA’e baglanmasini baskilayarak
antiproliferatif etki gostermislerdir. Ayrica, verbaskozit, forsitozit B ve specioside
bilesikleri diisiik konsantrasyonda (0,1 mg/ml) proliferasyonda énemli bir artisa (sirasiyla
%60, %64 ve %53) neden olmuslardir. Sonug olarak yapilan bu Ontaramalar bilesiklerin

immiinomodiilatdr aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Klimek ve Stepien,

1994).

2.11.2.6. Gastrik ulser aktiviteleri

V. cheiranthifolium var. cheiranthifolium tiriinin sulu ekstresi, farelerde etanol ile
olusturulmus gastrik iilsere karsi, oral yoldan verildiginde, ilser gelisimini %86,2 oraninda

inhibe etmis ancak ekstre farelerin hi¢gbirinde tamamen koruma saglayamamistir (Gurbuz

vd., 2005).

2.11.2.7. Antihepatotoksik aktiviteleri

V. thapsus tiirlinden hazirlanan sicak sulu ekstrenin farkli dozlari (15,6, 31,3, 62,5,
125, 250, 500, 1000 ve 2000 pg/ml) insan karaciger kanseri HepG2/C3A, SK-HEP-1,
HA22T/VGH, Hep3B ve PLC/PRF/5 hiicre hatlarina karsi denenerek, ekstrenin
antihepatoma aktivitesi bir hiicre proliferasyonu kiti ile degerlendirilmistir. Ekstre 2000

png/ml dozda HepG2/C3A ve HA22T/VGH hiicre hatlarina karsi sirasiyla %31 ve %69,9
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oranlarinda hiicre proliferasyonunu inhibe ederken, kalan diger hiicre hatlarina kars1 etkili

bulunmamastir (Lin vd., 2002).

V. sinaiticum tiiriinden hazirlanan ekstre karbon tetrakloriir (CCls) ile olusturulmus
karaciger deney hasar1 modelinde alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz
(AST) ve alkalin fosfataz (ALP) hepatik enzim diizeylerini azaltmasi ile ekstrenin
hepatoprotektif etkisi Swiss albino farelerde goriilmiistiir. Histopatolojik bulgular bitkinin
karaciger koruyucu aktivitesini de dogrulamigtir. Bitkinin hepatoprotektif etkisi, yiiksek
oranda antioksidan aktiviteye (ICso=41,7 pg/ml) sahip olmasi ile iliskilendirilmistir (Umer
vd., 2010).

2.11.2.8. Antihiperlipidemik aktiviteleri

V. thapsus tiiriiniin yapraklarindan elde edilen oligosakkaridler, siganlarda

olusturulmus hiperlipidemide kolesterol ve trigliserid diizeylerini 6nemli dl¢lide azaltmistir

(Aboutabl vd., 1999).

2.11.2.9. Antiditretik aktiviteleri

V. nigrum tiirtiniin timi, tohumlari, ¢igekleri, yapraklari ve saplar1 olmak tizere bes
farkli kisimdan hazirlanan etanol ekstreleri siganlara oral yolla (tek doz 50 mg/kg)
verilerek ditiretik aktiviteleri arastirilmistir. Uygulanan dozdan sonra, iiriner atilim ve
elektrolit igerigi 3. ve 6. saatlerde Olglilmiistiir. V. nigrum tiriiniin farkli kisimlarindan
hazirlanan ekstrelerin akut toksisiteleri ise farelerde belirlenmistir. Tohumlu kisimlardan
hazirlanan ekstre, diger kisimlardan hazirlanan ekstrelere gore en etkin antiditiretik
aktiviteyi gostermistir. Bitkinin diiiretik aktivite gostermesi, bitkinin flavonoid igerigi ile

iliskilendirilmistir (Kalinina vd., 2014).

2.11.2.10. Antitussif aktiviteleri

Laringofaringeal ve trakeobronsial mukoza alanlarinin trakesine cerrahi olarak
endotrakeal kaniil yerlestirilen bilinci agik kedilerde V. thapsiforme tiiriiniin karbonhidrath
icerigi spazmodik antitussif aktivitesi agisindan test edilmistir. Oksiirme refleksleri

istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Antitussif ilaglardan hem narkotik (kodein) hem de



47

narkotik olmayan (dropropizine) gruplar olusturularak, maddeler ayni kosullarda denenmis
ve diger gruplarla karsilastirabilmek i¢in kullanilmistir. Sonug¢ olarak, bitkiye ait
karbonhidratli igerigin antitussif aktivitesi kodeinden daha diisiik bulunurken,
dropropizineden ise daha yiiksek bulunmustur. Bitkisel ajanin oral yolla verilmesinden

sonra ise balgam olusum parametrelerinde diisiis gézlenmistir (Nosalova vd., 2005).

2.11.2.11. Antihelmintik ve antispazmodik aktiviteleri

V. chionophyllum, V. cilicicum, V. dudleyanum, V. lasianthum, V. latisepalum, V.
mucronatum, V. olympicum, V. pterocalycinum var. mutense, V. pycnostachyum, V.
salviifolium, V. splendidum, V. stachydifolium ve V. uschackense tirlerinin metanol
ekstreleri Swiss albino farelerde (20-25 g) antihelmintik agidan arastirilmistir. Yapilan
calismada, V. lasianthum, V. latisepalum, V. mucronatum ve V. salviifolum Boiss.
tirlerinin  Aspiculuris tetraptera (100 mg/kg)’ya karst inhibisyon gosterdikleri
belirlenmistir. Ayrica, V. dudleyanum ve V. pterocalycinum var. mutense tirlerinin de
olduke¢a yliksek antihelmintik etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Diger bitki ekstrelerinde
ise higbir aktivite goriilmemistir (Kozan vd., 2011).

V. thapsus tiiriinden hazirlanan kaba sulu metanolik ekstresi antispazmodik ve
antihelmintik aktiviteleri arastirilmistir. Bu ¢alismada, ekstre Ascaridia galli ve Raillietina
spiralis’e kars1 denenmis ve her bir kurt negatif kontrol grubuna (albendazol ya da V.
thapsus ile muamele edilen gruplar) yerlestirilmis, ardindan kurtlarin hasara ugramasi ya
da olim zaman1 dikkate alinmistir. Buna ek olarak, gevseme aktivite testleri tavsanlarin
jejenumlarinda test edilmistir. Ekstrenin aktivitesi, potasyum kloriir (KCl) ile olusturulan
kasilmalar ve gevsemeler baz alinarak degerlendirilmis ve atropin ile mukayese edilmistir.
Ayrica V. thapsus ekstresinde flavonoidler, saponinler, tanninler, terpenoidler, glikozidler,
karbohindratlar, proteinler ve yaglar tespit edilmistir. Bitki ekstresinin 10, 20 ve 40 mg/ml
dozlar1 A. galli ile olusturulmus kasilmalar tizerindeki etkisi sirasiyla 4,58, 3,41 ve 2,08
seklinde belirlenmistir. Ayrica, yine ayn1 dozlar R. spiralis izerinde benzer etki gostermis
ve V. thapsus ekstresinin yiiksek dozlarda kurt dldiiriicii etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
Gevseme ve KCl ile olusturulmus kasilma aktivitelerinin ICso degerleri sirasiyla 7,5+1,4
mg/ml (6,57-8,01, n=6) ve 7,9+0,41 mg/ml (7,44-8,46, n=6) seklinde bulunmustur (Ali vd.,
2012).
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2.11.2.12. Antitumor, antianjiyojenik ve sitotoksik aktiviteleri

V. chionophyllum, V. cilicicum, V. pterocalycinum var. mutense, V. pycnostachyum
ve V. splendidum tiirlerinden hazirlanan metanol ve etilasetat ekstreleri insan malin
melanoma kanseri (SK-MEL), skuamdéz karsinoma (KB), insan triple negatif meme kanseri
(BT-549) ve insan ovaryum kanseri (SK-OV-3) hiicre hatlarina kars1 sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi ig¢in arasgtirilmis fakat ekstrelerin higbirinin herhangi bir hiicre hattina karsi

kayda deger bir etkisi bulunmamaistir (Tatli ve Akdemir, 2006).

V. thapsiforme tiiriiniin yapraklarindan izole edilen flavonoliganlardan hidrokarpin
ve sinaitikinin ve flavonlardan krizoeriyol ve luteolin bilesiklerinin sitotoksik etkisi fare
I6semi P-388 hiicre hattinda denenmis ve tiim bilesiklerin bu hiicre hattina kars1 doza
bagimli sitotoksik etkisi belirlenmistir (Afifi vd., 1993). Baska bir calismada ise, V.
thapsiforme tiiriiniin yapraklarindan hazirlanan ekstre 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphentyltetrazolium bromide (MTT) metodu ile murin fibrosarkoma L929sA ve insan
meme kanseri MDA-MB231 ile MCF7 hiicre hatlarina kars1 denenmis ve ekstre sadece
L929sA hiicre hattina kars1 antitimor etki (ICs0=470+19 ng/ml) gostermistir (Kaileh vd.,
2007).

V. sinaiticum tiiriinden fraksiyonlanarak hazirlanan etanol, metanol, kloroform, n-
hekzan, distile su ve butanol ekstreleri MTT metodu ile HEp-2 (HeLa tirevi) karsinoma,
insan meme kanseri MCF-7 ve Vero hiicre hatlarina karsi antiproliferatif etkileri
arastiritlmistir. TLC ise aktif olan fraksiyonlarin tanimlanmasinda kullanilmistir. Aktif olan
fraksiyonlarin apoptotik aktiviteleri ise TUNEL kalorimetrik yontemi ile belirlenmistir.
Neticede, bitkinin tiim hiicre hatlarina kars1 ¢ok diisiik aktiviteye sahip oldugu ortaya
cikmistir (Talib ve Mahasneh, 2010a).

V. sinaiticum tirtiniin ¢igekli kisimlarindan hazirlanan etanol, metanol, kloroform,
n-hekzan, sulu ve butanol fraksiyonlart HEp-2, MCF-7 ve Vero hiicre hatlarina karsi
antiproliferatif etkileri MTT metodu, apoptotik aktiviteleri ise TUNEL metodu ile
belirlenmistir. TLC metodu ise aktif olan fraksiyonlarin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.
Oncelikle bitkinin etanol ekstresi (100 pg/ml) degerlendirmeye alinmis ve MCF-7 ve Hep-
2 hiicre hatlarina kars1 sirastyla %40+1,30 ve %66+11,06 degerlerinde antiproliferatif etki
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gostermistir. Daha sonra, 100 pg/ml dozdaki metanol, kloroform, n-hekzan, sulu ve
butanol fraksiyonlart MCF-7 hiicre hattina karsi denenmis ve antiproliferatif aktivite
degerleri sirasiyla %23,41+£1,61, %152,50+9,63, %120,16+0,49, %45,93+2,82 ve
%25,15+£2,52 seklinde belirlenmistir. Yine ayni fraksiyonlar Vero hiicre hattina karsi
sirastyla %21,394+0,97, %105,96+3,85, %77,01+10,86, %26,82+4,38 ve %17,68+1,01
degerlerinde antiproliferatif etki gosterirken, Hep-2 hiicre hattina karsi higbir etki
saptanmamustir (Talib ve Mahasneh, 2010b).

V. thapsus tiiriinden izole edilen 10 farkli bilesikten 10-deoxyeucommiol ve ajugol
bilesikleri harig geriye kalan diger bilesiklerin antianjiyojenik ve antiproliferatif aktiviteleri
arastirilmistir. Sonug olarak, luteolin ve 3-O-fucopyranosylsaikogenin F bilesiklerinin
akciger kanseri A549 hiicre hattinda apoptozisi indiikleyerek antiproliferatif etkiye sahip
olduklar1 belirlenmistir (Zhao vd., 2011). V. thapsus tiiriinden hazirlanan metanol
ekstresinin Vero hiicre hattinda sitotoksik aktivitesi belirlenmis ve ICsp degeri MTT

testinde 1426 pg/ml olarak bulunmustur (Escobar vd., 2012).

V. bottae tiiriiniin sicak sulu ve metanol ekstrelerinin farkli dozlar1 (10, 50, 100,
500, 1000 pg/ml) kullanilarak insan amniyotik epitelyal FL hiicre hattina karst NRU testi
ile 6nemli bir sitotoksik etki bulunmamistir (Mothana vd., 2010). Diger bir ¢alismada ise,
V. bottae tiiriiniin metanol ekstresinin insan akciger diploid MRC-5 hiicre hattina karsi

sitotoksisitesi belirlenmistir (Mothana vd., 2014).

V. xanthophoeniceum fenilatinoid ve iridoid metabolitlerce zengin bir bitki olup bu
metabolitlerin antiinflamatuvar etkinlikten sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu baglamda, V.
xanthophoeniceum tirinin kaba metanol ekstresi ve ekstreden izole edilen verbaskozit
insan prostat kanseri LNCaP hiicre hattinda incelenmis ve ekstre ile verbaskozit referans
madde olan Serenoa repens (W. Bartram) Small ekstresi ile mukayese edilerek
degerlendirilmistir. Ayrica ekstrenin ve verbaskozitin dihidrotestosteron (DHT) ile
olusturulmus serbest ve total prostat spesifik antijen (PSA) sekresyonu da arastirilmistir. V.
xanthophoeniceum ekstresinin ve verbaskozitin insan prostat kanseri LNCaP hicre
hattinda toksik olmadigi belirlenmis ve hem ekstrenin hem de verbaskozitin antiandrojen
etki gostererek, DHT ile olusturulmus serbest ve total PSA sekresyonunda inhibitor

aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Dahasi, endojen androjen DHT’in yoklugunda V.
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xanthophoeniceum ekstresinin androgen benzeri bir aktivite gosterdigi saptanmistir
(Marcoccia vd., 2014).

2.11.2.13. Diger aktiviteler

V. nobile Vel. tiriinden izole edilen ve bir alkaloid olan nobilinin hipotansif
aktivitede rol oynadigi bildirilmistir (Krushkov vd., 1970).

Psoriasis hastaligi, bulundugu yerde kizariklik seklinde kendini gosteren,
bliylimesiyle sedef renginde kabuklanmalar olusturan, derinin {ist tabakasinin
kalinlasmasina neden olan bir cilt hastaligidir. Geleneksel tipta, Sicilya florasinda V.
sinuatum Dbitkisi gibi bazi bitkilerin bu hastalikta kullanimi rapor edilmistir. Bahar
mevsiminde toplanan bitkilerin toprakiistii kisimlar1 %10’luk alkol ile dekoksiyonu

hazirlanmaktadir (Amenta vd., 2000).

Otitis media, bebeklik ile ¢ocukluk donemlerinde siklikla goriilen ve ¢ocuklarin
stirekli olarak hekim kontroliinde bulunmasi gereken bir rahatsizliktir. Bu ylizden,
cocuklara amoksilin iceren ya da icermeyen naturopatik bitkisel ekstrelerden olusan kulak
damlas1 (V. thapsus igeren) tahsis edilmis ve tedavide etkin oldugu goriilmiistiir (Sarrell
vd., 2003).

V. songaricum Schrenk tdrinin sulu ekstresi siyanobakteri Oscillatoria
perornata’ya karsi etkili bulunduktan sonra, sulu ekstrenin biyolojik aktivite rehberli

fraksiyonlanmasi ile algesit etkili bilesik olan okubine ulasilmistir (Kobaisy vd., 2006).

V. cheiranthifolium tiiriiniin ¢i¢ekli kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin,
bugday ve arpadaki yetiskin Rhyzopertha dominica’ya olan insektisidal etkisi
incelendiginde, %3 (a/h) oraninda, ekstrenin 14 giin sonunda bugday iizerinde %100, arpa
tizerinde ise %63 etkili bulundugu, hatta %0,25 (a/h) oraninda bile her iki iiriin lizerindeki

R. dominaca iiremesinde %100 baskilayici etkisi belirlenmistir (Khoshnoud vd., 2008).

Yol kenari, yerlesim yeri, ¢Oplik vs. gibi yerlerden toplanan V. bombyciferum
Boiss. tiiriiniin agir metal icerigi (Cd*2, Cr*3, Pb*? ve Zn*?) test edildiginde, yogun trafik

bolgelerinde toplanan Orneklerde metal iceriginin arttifi gozlenmistir. Bu durum, agir


http://www.sağlık.net/egzema.html
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metallerin  bitkideki birikiminin izlenmesi yoluyla, bitkinin biyoindikator olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Arslan vd., 2010).

V. latisepalum tiiriiniin toprak tstii kistmlarindan hazirlanan metanol ekstresi NO
Uretimi araciligi ile endotel bagimli relaksasyon etkisi si¢anlarin aortik halkalar1 tizerinde
denenmistir. Bitkinin metanol ekstresinden A-F olmak iizere 6 farkli fraksiyon elde
edilmistir. Fraksiyon D’den fenilatinoid glikozid olan verbaskozit izole edilmis ve spektral
tekniklerle verbaskozitin yapisi belirlenmistir. Sonu¢ olarak, bitkinin metanol ekstresi,
fraksiyon D ve verbaskozitin, ACh ile olusturulmus relaksasyon duyarlilig1 ve fenilefrin ile
onceden kasilmis sigan aortlarinda NO’in onciil maddesi olan L-arginin varliginda ve

yoklugunda denenerek inhibitdr etkileri bulunmustur (Bozkurt vd., 2014).

V. Dbottae turinin metanol ekstresi antiplazmodial, antileishmanial ve
antitripanozomal aktiviteleri ag¢isindan arastirilmistir.  Bitkinin  metanol  ekstresi,
Plasmodium falciparum’un eritrositik sizontlarina, Leishmania infantum ve Trypanosoma
cruzi’nin intraselliiler amastigotlarina ve T. brucei’nin serbest tripomastigotlara karsi test
edilmistir. V. bottae turiiniin metanol ekstresi L. infantum (ICs0=3,2 pg/ml, SI 10,2) ve T.
brucei (>14,1) tiirlerine kars1 aktivite gOstermistir. Arastirmacilar, bu sonuglarin halk

arasindaki kullanimini destekler nitelikte oldugunu vurgulamislardir (Mothana vd., 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Metanol (Sigma 34860), petrol eteri (Sigma 270709), siproheptadin hidroklorir
(Sigma C6022), L-NAME (Sigma N5751), nalokson (Inresa), tramadol hidroklorir (Sigma
42965), asetik asit (Sigma 320099), karragenan (Sigma C1013), indometazin (Sigma
17378), sigan TNF-a kiti (Invitrogen KRC3011), sigan IL-1p kiti (eBioscience BMS630).

3.2. Kullanilan Cihazlar

Doner buharlastiric1 (evaporator) (Heidolph Laborota 4002/4003 control), soxhlet
ekstraktoru, ultrasonik banyo (Z659584CH), liyofilizator, vorteks (Sigma Z258415),
bulldog clamp, tail flick (May 9604-A Tail Flick Unit, commat, Ankara, Tlrkiye), hot
plate (Ugo Basile Hot/Cold Plate 35100), mikrometrik kumpas (Ozaki Co, Tokyo,
Japonya), sogutmali santrifiij (Mse Mister 2000).

3.3. Bitkinin Toplanmasi ve Teshisi

Calismamizda, 2012 yilinin yaz mevsiminde yapilan arazi ¢aligmalartyla Manisa
yoresinde endemik yetisen V. exuberans tiirtiniin toprakiistii kisimlar1 Dog. Dr. Kamuran

Aktas tarafindan toplanmis ve teshisi yapilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. V. exuberans bitkisi (Aktas ve Ozdemir, 2013).

3.4. Bitkinin Kurutulmasi ve Toz Hale Getirilmesi

Toplanan bitki oncelikle ot ya da bocek gibi yabanct maddelerden armdirilmastir.
Daha sonra, bitkinin toprak iistii kisimlar1 serin ve golge olan bir ortamda masalarin
tizerine serilerek kurutulmustur. Kurutma siirecinde bitki sik sik ters yuz edilerek ¢tirimesi
engellenmistir. Iyice kuruyan bitkinin toprak {istii kistmlar1 dgiitiicii yardimi ile toz hale

getirilmistir.
3.5. Bitkinin Ekstraksiyonu ve izolasyonu

% Toz halindeki bitki materyali ¢ay poseti seklinde hazirlanan kurutma kagidina ilave
edilmis ve kurutma kagidinin ¢evresi iple dikilmistir.

¢ Dikilen kurutma kagidi 250 ml’lik soxhlet deney tiipli igine yerlestirilmig, darasi
bilinen 250 ml’lik ekstraksiyon balonuna ise 250 ml metanol konularak 55°C’de

soxhlet ekstraktoriinde 48 saat boyunca ekstre edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. V. exuberans bitkisinin soxhlet ekstraktoriinde ekstre edilmesi.

% Yogunlastirllmis metanol ekstresinin bulundugu ekstraksiyon balonu tartilarak
agirhigr belirlenmis ve darasi ¢ikarildiktan sonra verim hesaplamasi igin ekstrenin
agirlig1 not edilmistir.

¢ Daha sonra ekstre, homojen bir karisim elde edilinceye kadar yaklasik 15 ml distile
suda ¢ozdiiriilmiis (sulu ekstre) ve 250 mI’lik ayirma hunisine alinmistir.

% Ayirma hunisine alinan sulu ekstre {izerine esit hacimde petrol eteri eklendikten

sonra karigim ¢alkalanarak petrol eteri ve su fazinin ayrilmasi saglanmistir (sivi-sivi

ekstraksiyonu) (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. V. exuberans ekstresine ait s1vi-sivi ekstraksiyonu.
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¢ Daha sonra 100’er ml’lik iki adet ekstraksiyon balonundan birisinde sulu faz
digerinde petrol eteri faz1 toplanmastir.

% Swvi-sivi ekstraksiyon iglemi 5-6 kez tekrarlandiktan sonra klorofil ve lipofilik
bilesikler sulu ekstreden uzaklastiriimistir.

¢ Ardindan sulu ekstredeki su 55°C’de galistirilan doner buharlastiricida ugurularak

ekstre yogunlastirilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. V. exuberans bitkisine ait sulu ekstrenin yogunlagtirilmasi.

% Bitkiye ait yogunlastirilmis sulu ekstre ultrasonik banyoda, 10 ml distile suda
tamamen c¢oOzdurtlerek, 15 ml’lik etiketlenmis kapakli cam siseye alinmig ve
liyofilizasyon i¢in hazir hale getirilmistir.

% Liyofilizasyon islemi igin ekstre Oncelikle -80°C’deki derin dondurucuda

dondurulmustur.

3.6. Bitkinin Liyofilizasyonu

¢ Liyofilizasyon igin -80°C’deki derin dondurucuda muhafaza edilmis olan ekstre

sisesinin agzi bir parca pecete kagidi ile kapatilarak liyofilizatore yerlestirilmistir.
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% 48 saat sonra ekstre tamamen kuru hale getirilmis (liyofilize edilmis) bir sekilde

liyofilizatérden ¢ikarilmis (Sekil 3.5) ve ekstre oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

Sekil 3.5. V. exuberans bitkisine ait sulu ekstrenin liyofilizasyonu.

3.7. Deney Hayvanlari ve Ortam Kosullar

Deneysel ¢aligmamizda 3244 gram agirlikta, erkek saglikli eriskin Swiss albino
fareler ve 240420 gram agirlikta erkek saglikli erigkin Sprague Dawley siganlar
kullanilmistir. Tiim deney hayvanlar1 Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi
Deneysel Arastirma Merkezi’nden (TICAM) temin edilmistir. Deney siiresince hayvanlar
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali
Psikofarmakoloji laboratuvarinda 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda 22+2°C’de
barmdirilmigtir. Deneye baslanmadan 6nce hayvanlarin bir hafta siire ile ortam kosullarina
adaptasyonu saglanmistir. Bu adaptasyon siirecinde tiim fareler ve sicanlar polikarbonat

seffaf kafeslerde standard pellet yem ve ¢esme suyu ile beslenmistir (ad libitum). Bu
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calisma ESOGU Deney Hayvanlari Etik Kurulu’nun 22.11.2013 tarihli ve 333-1 nolu
karari ile kabul edilmistir (EK-1).

3.7.1. Deney gruplari

Akut antinosiseptif etkinliginin belirlenmesi i¢in deney hayvanlar1 arasindan
rastgele secimle her birinde 7 adet saglikli erkek Swiss albino fare olmak iizere toplam 7

farkli grup olusturulmustur (Cizelge 3.1)

Cizelge 3.1. Antinosiseptif etkinligin belirlenmesi i¢in olusturulan deney gruplari (32+4 g, n=7).

Grup no | Grup adi

1. Grup | Kontrol grubu: Serum fizyolojik (SF) grubu

Grup | V. exuberans ekstresi 250 mg/kg grubu

Grup | V. exuberans ekstresi 500 mg/kg grubu

Grup | Siproheptadin 50 pg/kg+250 ma/kg V. exuberans ekstresi kombinasyonu grubu

Grup | L-NAME 100 mg/kg+250 mg/kg V. exuberans ekstresi kombinasyonu grubu

Grup | Nalokson 1 mg/kg+250 mg/kg V. exuberans ekstresi kombinasyonu grubu

Nj@|a s~ W

Grup | Pozitif kontrol grubu: Tramadol 10 mg/kg grubu

Akut antiinflamatuvar etkinliginin belirlenmesi i¢in deney hayvanlar1 arasindan
rastgele se¢imle her birinde 8 adet saglikli erkek Sprague Dawley sican olmak {iizere

toplam 4 farkli grup olusturulmustur (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Antiinflamatuvar etkinligin belirlenmesi i¢in olusturulan deney gruplari (240+£20 g, n=8).

Grup no | Grup adi

1. Grup | Kontrol grubu: Kontrol grubu: Serum fizyolojik (SF) grubu

2. Grup | Karragenan grubu: 100 ul %1°lik karragenan+SF grubu

250 mg/kg V. exuberans grubu: 100 pl %1°lik karragenan+250 mg/kg V. exuberans ekstresi

3. Grup grubu

10 mg/kg indometazin grubu: Pozitif kontrol grubu: 100 ul %1°lik karragenan+10 mg/kg

4. Grup indometazin grubu
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3.7.2. Kimyasal maddeler ve verilis yollar:

V. exuberans tiiriiniin toprakiistii kisimlarindan elde edilen ekstre (250 ve 500
mg/kg), siproheptadin, L-NAME, nalokson, tramadol ve indometazin SF’te ¢ozdiiriilerek
hayvanlara i.p., yine SF’te c¢ozdiirilen karragenan ise sadece siganlarin sag arka
ayaklarimin subplantar dokularina s.c. yolla enjekte edilmistir. Biitiin hayvanlar, ilk
enjeksiyondan once tartilarak agirliklar1 saptanmis ve bdylece uygulanan ilag miktarlar

belirlenmistir.

3.8. Antinosiseptif Etkinin Belirlenmesi

Akut antinosiseptif etkinliginin belirlenmesi igin tail clip, tail flick ve hot plate
testleri ardisik olarak hem ila¢ vermeden Once hem de ila¢ verdikten sonra olmak tizere 2

kez yapilmistir.

Bu baglamda, oncelikle tiim gruplara hi¢bir madde uygulamasi yapmadan tail clip,
tail flick ve hot plate testleri sirasiyla uygulanmistir (ilag 6ncesi). Daha sonra SF, 250
mg/kg ve 500 mg/kg V. exuberans ve pozitif kontrol olarak kullanilan tramadol (10 mg/kg)
enjeksiyonu yapilmistir (Grupl, Grup 2, Grup 3 ve Grup 7). Bu kisim 0. dakika seklinde
kabul edilmistir. 60 dakika bekledikten sonra ayni testler santral antinosiseptif etkiyi

belirlemek iizere tekrar uygulanmistir (Cizelge 3.3).

Ekstrenin antinosiseptif etkisinin saptanmasiyla, tail clip, tail flick ve hot plate
testleri uygulanmis ve antinosiseptif etkide agri ile iligkili olan nitrerjik, serotonerjik ve
opiyoderjik yolaklari izerindeki rolii belirlenmistir. Daha agik bir ifadeyle, bir non-spesifik
NOS inhibitori olan L-NAME (100 mg/kg) nitrerjik yolagin, bir santral 5-HT’in
antagonisti olan siproheptadin (50 ug/kg) serotonerjik yolagin ve bir tam opiyat antagonisti
olan nalokson (1 mg/kg) opiyoderjik yolagin belirlenmesinde ekstrenin optimal dozu sz
konusu maddeler ile kombine edilerek farelere enjekte edilmistir. Oncelikle, belirlenen
gruplara hi¢bir madde enjeksiyonu yapilmadan ayni testler sirasiyla uygulanmistir (ilag
oncesi). Hemen ardindan, ekstrenin optimal dozu (0. dk.) ve 30 dakika bekledikten sonra
ise siproheptadin, L-NAME ve nalokson enjeksiyonu yapilmistir (Grup 4, Grup 5 ve Grup
6). 30 dakika sonra ayni testler sirasiyla uygulanarak ekstrenin optimal dozunun yolaklar

tizerindeki rolii degerlendirilmistir Cizelge 3.3).



Yapilan testlerin

sonuclarindan Olasi

maksimum etki

(%
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MPE) degeri

hesaplanmistir. Bu formiil ise, % MPE=[(Ila¢ sonras1 reaksiyon siiresi-Ilac &ncesi

reaksiyon siiresi)/(cut off siiresi-ilag dncesi reaksiyon siiresi)]x100 seklindedir.

Cizelge 3.3. Antinosiseptif etkinligin belirlenmesinde kullanilan maddelerin uygulanma protokolii (32+4 g,

n=7).

ruplar

1. Grup | 2. Grup 3.Grup 4, Grup 5. Grup 6. Grup 7. Grup
Sure
0. dk SE 250 mg/kg | 500 mg/kg | 250 mg/kg | 250 mg/kg | 250 mg/kg | 10 mg/kg
' Vex Vex Vex Vex Vex Tramadol

50 pa/kg | 100 mg/kg | 1 mg/kg

30. dk SF SF SF Siproheptadin | L-NAME Nalokson SF

*SF: Serum fizyolojik; Vex: V. exuberans ekstresi

3.8.1. Tail clip testi

Antinosiseptif etkinligi santral spinal seviyede degerlendiren bir testtir. Bulldog

clamp isimli standard basing uygulayan bir arter klempi ile hayvanin kuyrugu kistirilmis ve

hayvanin klempe verdigi yanit (6rnegin 1sirma ve donme) siiresi hesaplanmistir (Sekil 3.6).

Bu testte cut off siiresi 30 sn’dir. Tail flick testi, tail clip testinden sonra uygulanmistir
(Bianchi ve Franceschini, 1954; Dajani vd., 1999).

Sekil 3.6. Tail clip testi ve Bulldog clamp.
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3.8.2. Tail flick testi

Antinosiseptif etkinligi santral spinal seviyede degerlendiren bir testtir. Bu metotta,
kuyrugun belli bir bolgesi radyan 1siya maruz birakilmistir. Deney diizeneginin altinda
fotosel bir devre mevcuttur. Hayvanin radyan 1s1 verdikten sonra kuyrugunu cektigi ve
fotosel devrenin sondiigii siire hesaplanmistir (Sekil 3.7). Bu testte cut off siiresi 30 sn’dir.

Hot plate testi, tail flick testinden hemen sonra uygulanmistir (D’ Amour ve Smith, 1941).

Sekil 3.7. Tail flick testi.

3.8.3. Hot plate testi

Antinosiseptif etkinligi santral supraspinal seviyede degerlendiren bir testtir. Her
bir gruptaki hayvan hot plate cihazinda 55+0,1°C 1sitilmis bir plaka {izerine konulmus ve
her hayvanin pencelerini ¢ekip yaladigi siire hesaplanmistir (Sekil 3.8). Bu testte cut off
stiresi 30 sn’dir (Eddy ve Leimbach, 1983; Noble vd., 1994).
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Sekil 3.8. Hot plate testi.

Ekstrenin periferal antinosiseptif etkinliginin arastirilmasi i¢in asetik asit ile
olusturulan writhing testi (kivranma testi) yukarida belirtilen testlerden (tail clip, tail flick

ve hot plate) hemen sonra yapilmistir.

3.8.4. Asetik asit ile olusturulan writhing testi

Antinosiseptif etkinligi periferal seviyede degerlendiren bir testtir. Hayvanlara
%0,6’l1ik asetik asit (0,1 ml/10 g) soliisyonu enjekte edilerek peritonit olusturulmus ve
kivranma sayilari (Sirtin kabartilmasi, karin kaslarinda kasilma olusmasi, viicuttaki uzama
ve gerilme hareketi ve O6n ayaklarin ekstansiyonu) asetik asit enjeksiyonundan 5 dakika

sonra 10 dakika boyunca sayilmistir (Koster vd., 1959; Oskay vd., 1989).

3.9. Antiinflamatuvar Etkinin Belirlenmesi

Ekstrenin akut antiinflamatuvar etkinliginin degerlendirilmesi igin karragenan ile
olusturulmus arka ayak penge 6demi deney modeli kullanilmistir. Siganlara, V. exuberans
ekstresi (250 mg/kg) ve antiinflamatuvar etkinligi bilinen indometazin (10 mg/kg)
uygulandiktan 30 dakika sonra, 6dem olusturmak amaciyla, hayvanlarin sag arka
ayaklarinin subplantar dokularina 100 ul %1°lik karragenan soliisyonu enjekte edilmistir
(Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.4). Karragenan ile 6dem olusturmadan hemen 6nceki 6lgim O.
saat seklinde kabul edilmistir. Odem olusumu &ncesi ve sonrasinda 60 dakika ara ile her

hayvanin ayak kalinliklar1 mikrometrik kumpas yardimiyla 6 saat boyunca olgiilerek
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aralarindaki sisme farki  6dem miktarlari olarak kaydedilmistir. Karragenan
enjeksiyonundan O6nce (0. saat) ve 6. saatin sonunda ise, anestezi altinda si¢anlardan
intrakardiyak kan alimi (1,5-2 ml) yapilmistir. Alinan kan oOrnekleri kan tiiplerine
aktarilarak 3 dakika boyunca 10.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra serum ornekleri elde
edilmistir. Serum Ornekleri TNF-o ve IL-1B proinflamatuvar sitokinlerin diizeylerini

belirlemek (zere -80°C’de muhafaza edilmistir (Amdekar vd., 2012).

Cizelge 3.4. Antiinflamatuvar etkinligin belirlenmesinde kullanilan maddelerin uygulanma protokolii
(240£20 g, n=8).

Gruplar

Siire 1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup

0. dk (ip) Serum Serum 250 mg/kg V.| 10 mg/Kkg
' P fizyolojik fizyolojik exuberans Indometazin

30. dk (sc) Serum 100 pl %1°lik | 100 pl %1°lik | 100 pl %1°lik
' fizyolojik karragenan karragenan karragenan

3.9.1. Serum TNF-a diizeylerinin belirlenmesi

Elde edilen serum Orneklerinin  TNF-o diizeylerini belirlemek amaciyla
buzdolabinda (+4°C) muhafaza edilen kit ve igerisindeki soliisyonlar oda sicakligina
getirilmistir. Rat TNF-a standardi (750 pg/ml) kit prosediirii dogrultusunda 7 farkli
standard noktast (375, 187.,5, 93.8, 46,9, 23,4, 11,7 ve 0 pg/ml) olusturulmustur. Bu
verilerle standard egri grafigi cizilerek sicanlardan elde edilen serum o6rneklerinin TNF-a

diizeyleri hesaplanmistir (Sekil 3.9).



63

4 25 N
y =0,0029x+ 0,088
R>=0,9966
5 /
@ LS /
I
2 1
T
g
= /
0 T T T T T T T 1
0 11,7 234 46,9 93.8 187.5 375 750
TNF-a konsantrasyonu (pg/ml)
AN S

Sekil 3.9. Serum TNF-a diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan standard egri grafigi (n=8).

3.9.2. Serum IL-1p diizeylerinin belirlenmesi

Elde edilen serum Orneklerinin IL-1B diizeylerini belirlemek amaciyla
buzdolabinda (+4°C) muhafaza edilen kit ve igerisindeki soliisyonlar oda sicakligina
getirilmistir. Rat IL-1B standardi (4000 pg/ml) kit prosediirii dogrultusunda 7 farkli
standard noktas1 (2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 ve 31,3 pg/ml) olusturulmustur. Bu
verilerle standard egri grafigi cizilerek sicanlardan elde edilen serum orneklerinin IL-18

diizeyleri hesaplanmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Serum IL-1p diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan standard egri grafigi (n=8).

3.10. istatistiksel Analizler

Antinosiseptif etkinligin istatistiksel agidan degerlendirilmesinde IBM SPSS 21
Paket programi kullanilmistir. Shapiro-Wilk normalite testi elde edilen verilerin normal
dagilim uygunlugunu belirlemek i¢in kullanilmistir. Normal dagilim gosteren veriler i¢in
One Way ANOVA, normal dagilim gostermeyen veriler icin ise Kruskal Wallis H testi
kullanilarak gruplar arasinda karsilastirma yapilmistir. 1kili karsilagtirma testlerinde
varyanslar homojen oldugunda Tukey, varyanslar homojen olmadiginda ise Tamhane
testleri kullanilmistir. Normal dagilim gosteren degerler ortalama+SEM, normal dagilim
gostermeyen veriler ise M(Q1-Q3) seklinde gosterilmistir. Karsilastirma sonucunda ise

p<0,05 oldugunda ise anlamli olarak kabul edilmistir.

Antiinflamatuvar etkinligin istatistiksel agidan degerlendirilmesi ise SigmaSTAT
3.5 paket programi kullanilmistir. Bu baglamda, elde edilen tiim veriler Two Way
ANOVA testi (tek faktor tekrarl) kullanilarak degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki ikili
karsilagtirmalarda farkliliga neden olan gruplarin tespitinde ise Tukey testi kullanilmustir.

Veriler ortalama+SEM seklinde ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Bitkinin Lokalitesi

Manisa yoresinde endemik olarak yetisen V. exuberans tirinin lokalitesi Cizelge

4.1’°de verilmistir.

Cizelge 4.1. V. exuberans tlrunin lokalitesi.

Rakim (m) Bulundugu il

V. exuberans 110 Celal Bayar Universitesi Kampiisii, Fen-Edebiyat
(Endemik) Fakiiltesi girisi yol kenar1, Muradiye-Manisa

*Toplayan: Dog. Dr. Kamuran Aktas

4.2. Bitki Ekstresinin Verimi

Manisa yoresinden toplanan ve toprakdstii kisimlarindan hazirlanan V. exuberans

tiiriine ait ekstrenin verimi Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. V. exuberans ekstresinin verimi.

Metanol Metanolik
ekstraktin ekstraktin verimi

agirhin (2) | (%)

Toz haldeki
agirhg (g)

V. exuberans | 20,354 2,534 12,54
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4.3. Antinosiseptif Etki

4.3.1. Santral antinosiseptif etki sonuclari

Tail Clip testinden elde edilen bulgularin % MPE degerleri hesaplanmis ve
hesaplanan % MPE degerleri normal dagilim gosterdigi icin One Way ANOVA testi
kullanilarak gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki ikili
karsilastirmalarda 1se farkliliga neden olan gruplarin tespitinde Tamhane testi

kullanilmaistir.

Tail clip testi sonuglarina gore, 250 mg/kg V. exuberans ekstre grubu kontrol grubu
ile karsilastirildiginda aralarindaki farkin 6nemli oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Ancak, 500
mg/kg V. exuberans ekstre grubu yine kontrol grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki
farkin 6nemsiz oldugu belirlenmistir (p>0,05). V. exuberans ekstresinin her iki dozu da 10
mg/kg tramadol grubu ile karsilastirildiginda ise aralarindaki farkin 6nemsiz oldugu
bulunmustur (p>0,05). Tek doz seklinde uygulanan 10 mg/kg tramadol grubunun kontrol
grubuna gore aralarindaki farkin 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.1).

45 -
*
40 1
=
E 35 T
£ 30 |
- @ Kontrol
% 25 A
5 # 10 mg/kg Tramadol
E 20 - M250mg/kg V. exuberans
E 15 500 mg/kg V. exuberans
£ 10
c
5
0 _

Gruplar

Sekil 4.1. V. exuberans ekstresine ait Tail clip testi sonuglar1 (n=7).
* p<0,05 kontrol grubuna gore
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Tail clip testinde 250 mg/kg V. exuberans+L-NAME grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda aralarindaki farkin 6nemli oldugu gosterilmistir (p<0,05). Bu duruma
ek olarak, 250 mg/kg V. exuberans+L-NAME grubunun hem tramadol hem de 250 mg/kg
V. exuberans gruplarina gore aralarindaki farkin 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,05).
250 mg/kg V. exuberans+50 pg/kg siproheptadin ve 250 mg/kg V. exuberans+1 mg/kg
nalokson gruplart hem kontrol hem de tek basina uygulanan 250 mg/kg V. exuberans
gruplart ile karsilastirildiginda aralarinda 6nemli bir fark goriilmemistir (p>0,05) (Sekil
4.2).

70
60 E Kontrol
8
= 50 # 10 mg/kg Tramadol
°
=2 40 i 250 mg/kg V. exuberans
5]
£
g 30 ¥ 250 mg/kg V. exuberans + 50
E ng/kg Siproheptadin
§ 20 - # 250 mg/kg V. exuberans + 100
Z mg/kg L-NAME
5 107 & 250 mg/kg V. exuberans + 1
0 mg/kg Nalokson

Gruplar

Sekil 4.2. V. exuberans ile kombine verilen ilag gruplarina ait Tail clip testi sonuglart (n=7).
* p<0,05 kontrol grubuna gore
+ p<0,05 V. exuberans 250 mg/kg grubuna gore
x p<0,05 tramadol grubuna gore

Tail flick testinden elde edilen bulgularin % MPE degerleri hesaplanmis ve
hesaplanan % MPE degerleri normal dagilim gostermedigi i¢in Kruskal Wallis H testi
kullanilarak gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirilmistir. Sonug itibari ile, 10 mg/kg
tramadol grubu kontrol grubu ile karsilagtirildiginda aralarindaki farkin 6nemli oldugu
gosterilmistir (p<0,05). Diger gruplar arasinda ise fark bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.3,
Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. V. exuberans ekstresine ait Tail flick testi sonuglar1 (n=7).
* p<0,05 kontrol grubuna gore

-
120 h
8
. 100 H Kontrol
:
# Tramadol
é 80
% 250 mg/kg V. exuberans
5 60
"z H250mg/kg V. exuberans + 50
E 40 ng/kg Siproheptadin
= 250 mg/kg V. exuberans + 100
g mg/kg L-NAME
20 4250 mg/kg V. exuberans + 1
mg/kg Nalokson
0
Gruplar
N\ J

Sekil 4.4. V. exuberans ile kombine verilen ilag gruplarina ait Tail flick testi sonuglari (n=7).
* p<0,05 kontrol grubuna gore

Hot plate testinden elde edilen bulgularin % MPE degerleri hesaplanmis ve % MPE
degerleri normal dagilim gosterdigi igin One Way ANOVA testi kullanilarak gruplar
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arasindaki farkliliklar degerlendirilmistir. Yapilan ikili karsilastirmalarda ise farkliliga

neden olan gruplarin tespitinde Tamhane testi kullanilmistir.

Hot plate testi sonuglarina gore, tek doz seklinde uygulanan 250 ve 500 mg/kg V.
exuberans ekstre gruplari tramadol grubu ile karsilagtirildiginda aralarindaki fark 6nemsiz
bulunmustur (p>0,05). Bu duruma ek olarak, V. exuberans ekstresinin her iki dozu birbiri
ile karsilastirildiginda aralarinda fark bulunmamustir (p>0,05). Ayrica, V. exuberans
ekstresinin her iki doz grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda da aralarinda bir fark

goriilmemistir (p>0,05) (Sekil 4.5).

60 ®

50
=)
E 40
& @Konftrol
% 30 # 10 mg/kg Tramadol
S 250 mg/kg V. exuberans
é 20 #3500 mg/kg V. exuberans
E
= ].0 B
=
e

0 _

Gruplar

Sekil 4.5. V. exuberans ekstresine ait Hot plate testi sonuglar1 (n=7).
* p<0,05 kontrol grubuna gore
x p<0,05 tramadol grubuna gore

Hot plate testi sonuglarina gore, 250 mg/kg V. exuberans ekstresi ile birlikte verilen
nalokson, siproheptadin ve L-NAME gruplari hem kontrol hem de tek basina uygulanan
250 mg/kg V. exuberans gruplar ile karsilastirildiginda gruplar arasinda 6énemli bir fark
bulunmamastir (p>0,05) (Sekil 4.6).
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@ Kontrol
® 10 mg/kg Tramadol
4250 mg/kg V. exuberans

H250 mg/kg V. exuberans + 50
ng/kg Siproheptadin

M250 mg/kg V. exuberans + 100
mg/kg L-NAME

M250mg/kg V. exuberans + 1
mg/kg Nalokson

Sekil 4.6. V. exuberans ile kombine verilen ilag gruplarina ait Hot plate testi sonuglari (n=7).

4.3.2. Periferal antinosiseptif etki sonuclari

* p<0,05 kontrol grubuna gore

Asetik asit ile olusturulan writhing testinden elde edilen veriler normal dagilim

gosterdigi icin One Way ANOVA testi kullanilarak gruplar arasindaki farkliliklar

belirlenmistir. Yapilan ikili karsilagtirmalarda ise farkliliga neden olan gruplarin tespitinde

Tambhane testi kullanilmistir.

Asetik asit ile olusturulan writhing testinde 250 mg/kg V. exuberans, 500 mg/kg V.

exuberans ve 10 mg/kg tramadol gruplart kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar

arasindaki farkin ileri diizeyde 6nemli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.7) (p<0,001).
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Sekil 4.7. V. exuberans ekstresine ait asetik asit ile olusturulan writhing testi sonuglar1 (n=7).
* p<0,001 kontrol grubuna gore

250 mg/kg V. exuberans ekstresi ile birlikte verilen siproheptadin, L-NAME ve
nalokson gruplart kontrol grubuna gore ileri diizeyde bir fark gostermistir (p<0,001). 250
mg/kg V. exuberans ekstresi ile kombine verilen nalokson ve L-NAME gruplar tek basina
verilen 250 mg/kg V. exuberans grubu ile karsilastirildiginda yine ileri diizeyde bir fark
bulunmustur (p<0,001). Ancak, 250 mg/kg V. exuberans ile birlikte verilen siproheptadin
grubu tek basia uygulanan 250 mg/kg V. exuberans ekstresi ile karsilagtirildiginda 6nemli
bir fark goriilmemistir (p>0,05) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. V. exuberans ile kombine verilen ilaglarin asetik asit ile olusturulan writhing testi sonuglar1 (n=7).
* p<0,05 kontrol grubuna gore
+ p<0,05 V. exuberans (250 mg/kg) grubuna gore

Cizelge 4.3. Santral ve periferal antinosiseptif aktivite testlerine ait betimsel istatistikler (32+4 g, n=7).

tinosiseptif testler | i) clip | Tail Flick** Hot Plate* | Writhing*
Gruplar
Kontrol 9,50+8,01 | 45,00(30,00-53,36) | 20,07+15,78 | 40,43+6,53
250 mg/kg V. exuberans 31,10+10.48 | 100,00(15,24-100,00) | 19,43+11,85 | 9,86+3,58
500 mg/kg V. exuberans 19,04+13,80 | 17,83(8,81-100,00) 14,76+16,27 | 4,14+2 54
250 mg/kg V. exuberans+50 | 15 16,1090 | 50,00(43,71-100,00) | 14,49+198 | 11,86+2,26
Ho/kg Siproheptadin
250 mg/kg V. exuberans+100 R
ok L NAME 50,04+1,94 | 47,37(32,54-74,61) | 26,22+18,84 | 0,86+1,21
250 mg/kg V. exuberanstl | a5 01190 19 | 38,51(27,01-100,00) | 27,27+13,76 | 2,57+1,72
mg/kg Nalokson
10 mg/kg Tramadol 38.43+7,63 | 0,000,00 55314256 | 0,0040,00

*Ortalama deger+standard sapma, **M(Q1-Q3) seklinde ifade edilmistir.
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4.4. Antiinflamatuvar Etki Sonuclar

4.4.1. Karragenan ile olusturulmus pence 6demi modeli etki sonuclari

Kontrol grubundan elde edilen Ol¢iimler kendi igerisinde degerlendirildiginde 1.
saatteki Ol¢timlerin 0., 5. ve 6. saatlerdeki Ol¢limlere gore aralarinda onemli bir farkin
oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Geriye kalan saatlerdeki Ol¢iimler kendi igerisinde
karsilastirildiklarinda ise aralarindaki farkin 6nemsiz oldugu belirlenmistir (p>0,05).
Karragenan grubunda ise 4. ve 5., 4. ve 6., ve 5. ve 6. saatlerdeki él¢glimler birbirleriyle
karsilastirildiklarinda aralarindaki farkin 6nemsiz oldugu tespit edilmistir (p>0,05). Geriye
kalan saatlerdeki Ol¢limler kendi igerisinde karsilastirildiklarinda ise aralarindaki farkin
ileri diizeyde onemli oldugu bulunmustur (p<0,001). 10 mg/kg indometazin uygulanan
grupta, 1. saatteki Olctimler 0. ve 6. saatteki olcimler ile, 3. saatte dlcumler 1., 5. ve 6.
saatteki Olcumler ile, 4. saatteki olcimler 0., 1. ve 6. saatteki olctimler ile, 5. saatteki
Olciimler 0. ve 6. saatteki Olglimler ile karsilastirildiklarinda aralarindaki farkin 6nemli
oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Geriye kalan saat dl¢limleri birbirleriyle karsilagtirildiginda
aralarinda 6nemli bir farkin olmadigi goriilmiistiir (p>0,05). 250 mg/kg V. exuberans ekstre
grubunda 3. saatteki dlciimler 2. ve 4. saatteki dlcimler ile, 5. saatteki dlcumler 1., 2., ve 4.
saatlerdeki Olgiimler ile karsilastirildiklarinda aralarindaki farkin 6nemsiz kabul edilmistir
(p>0,05). Ayrica, 0. ve 6. saatteki Ol¢timler birbirleriyle karsilagtirildiklarinda aralarinda

onemli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 4.9. Gruplarin saatlere gore 6dem miktarlarini gdsteren ¢izgi grafigi (n=8).

Karragenan ile 6dem olusturulmadan hemen onceki Slgiim 0. saat seklinde kabul
edildigi i¢in gruplar arasinda herhangi bir fark bulunmamistir (p>0,05). Birinci, 2. ve 3.
saatlerde yapilan oOl¢imlerde, 250 mg/kg V. exuberans, 10 mg/kg indometazin ve
karragenan gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda gruplar arasindaki farkin
onemli oldugu bulunmustur (p<0,05). Birinci ve 2. saatlerdeki ol¢iim sonuglaria gore,
karragenan ve 250 mg/kg V. exuberans gruplart 10 mg/kg indometazin grubu ile
karsilastirildiklarinda gruplar arasindaki fark 6nemli bulunmamustir (p>0,05). Ugiincii
saatte yapilan olglimlerde, 250 mg/kg V. exuberans grubunun karragenan ve 10 mg/kg
indometazin gruplarma gére dnemli bir farkin oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Ugiincii ve 5.
saatlerdeki Olglimlerde, 10 mg/kg indometazin ve karragenan gruplart birbirleriyle
karsilastirildiklarinda aralarindaki fark 6nemli bulunmamistir (p>0,05). Dérdiincii ve 5.
saatlerdeki Ol¢limlerde, karragenan ve 10 mg/kg indometazin gruplariin kontrol grubuna
gore ileri diizeyde 6nemli bir farkin oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Ayrica, 4. ve 5.
saatlerde 250 mg/kg V. exuberans ve 10 mg/kg indometazin gruplari karragenan grubu ile
karsilagtirildiklarinda gruplar arasindaki farkin ileri diizeyde 6nemli oldugu gozlenmistir

(p<0,001). 250 mg/kg V. exuberans grubu 10 mg/kg indometazin grubu ile
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kargilastirildiginda (4. saat) aralarindaki farkin ileri diizeyde oldugu goriilmiistiir
(p<0,001). Besinci saatte yapilan 6l¢iimlerde ise 250 mg/kg V. exuberans grubu kontrol
grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda bir fark bulunmamistir (p>0,05). Altinci
saatte yapilan dlgiimlerde hem 250 mg/kg V. exuberans hem de 10 mg/kg indometazin
grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda aralarinda énemli bir farkin olmadig: (p>0,05),
yine ayni gruplar karragenan grubu ile karsilastirildiginda aralarinda ileri diizeyde 6nemli
bir farkin oldugu gézlenmistir (p<0,001). Bu duruma ek olarak, 6. saatte yapilan dl¢timler
sonrasinda 250 mg/kg V. exuberans ve 10 mg/kg indometazin gruplari birbirleriyle
karsilastirildiginda aralarindaki fark oOnemsiz bulunmustur (p>0,05). Diger taraftan,
karragenan grubu kontrol grubu (6. saat) ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki farkin

ileri diizeyde oldugu saptanmistir (p<0,001).

H (), gaat

B ], gaat
B 2. gaat
| 3 gaat

4, gaat

Odem miktarlar: (pum)

5. gaat

6. saat

Kontrol Karragenan 10mg/kg Indometazin 250mgkg V.
exuberans

\_ J

Sekil 4.10. Gruplarin saatlere gére 6dem miktarlarmi gosteren siitun grafigi (n=8).
* p<0,05 kontrol grubuna goére
+ p<0,05 karragenan grubuna gore
x p<0,05 indometazin grubuna gore
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Cizelge 4.4. Antiinflamatuvar aktivite modeline gore gruplara ait betimsel istatistikler (240+20 g, n=8).

Saat crupler Kontrol Karragenan ilr(l)dometazr?ng/kg gigberrggnlsk o
0. saat 0,44+0,03 0,46+0,03 0,46+0,03 0,49+0,02
1. saat 0,49+0,04 0,55+0,03 0,54+0,05 0,54+0,04
2. saat 0,4740,02 0,58+0,01 0,58+0,02 0,56+0,03
3. saat 0,46+0,02 0,60+0,03 0,58+0,01 0,51+0,06
4. saat 0,46+0,02 0,65+0,04 0,58+0,02 0,47+0,02
5. saat 0,45+0,03 0,67+0,02 0,55+0,06 0,45+0,01
6. saat 0,45+0,03 0,68+0,01 0,46+0,02 0,45+0,02

*Veriler ortalama£SEM seklinde ifade edilmistir.

4.4.2. Serum TNF-a diizey sonuclari

Sifirmer  saatteki TNF-o diizey sonuglarina gore gruplar arasinda bir fark
bulunmamistir (p>0,05). Altincr saatteki TNF-o diizey sonuglarina gore ise, karragenan
grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmustur
(p<0,05). Ayrica, 10 mg/kg indometazin ve 250 mg/kg V. exuberans gruplarmin kontrol
grubuna gore 6nemli bir farkin olmadigi belirlenmistir (p>0,05). 250 mg/kg V. exuberans
grubu 10 mg/kg indometazin grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki farkin ileri diizeyde

onemli oldugu goriilmiistiir (p<0,001) (Sekil 4.11).



77

20
18 *
16
14
12 -
10 -

H (. saat

B 6. saat

TNF-a diizeyleri (pg/ml)

== R L
|

Kontrol Karragenan 10mgkg  250mg/kg V.

Indometazin exuberans
N /

Sekil 4.11. Gruplarin saatlere gore serum TNF-a diizey sonuglari (n=8).
* p<0,05 kontrol grubuna goére
+ p<0,05 karragenan grubuna gore
x p<0,05 indometazin grubuna gore

4.4.3. Serum IL-1p diizey sonuglari

Sifirmer  saatteki IL-1B  dilizey sonucglarma gore gruplar arasinda bir fark
bulunmamistir (p>0,05). Altinci saatteki IL-1B diizey sonuglarina gore ise, karragenan
grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda énemli bir fark bulunmustur
(p<0,05). Ayrica, 10 mg/kg indometazin ve 250 mg/kg V. exuberans gruplarinin kontrol
grubuna gore 6nemli bir farkin olmadigi belirlenmistir (p>0,05). 250 mg/kg V. exuberans
grubu 10 mg/kg indometazin grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki farkin ileri diizeyde
onemli oldugu gorilmiistiir (p<0,001) (Sekil 4.12).
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Bitkilerle tedavi oldukca sik bir sekilde ele alinmaktadir. Ozellikle bazi
hastaliklarin tedavisinde farmakopelere girmis olan droglar uzmanlar tarafindan da tavsiye
edilerek kullanilmaktadir. Ulkemizde genis yayilis gdsteren Verbascum tiirlerinin birgok
hastaligin tedavisinde halk arasinda yaygin bir sekilde kullanildig1 yapilan arastirmalarla
rapor edilmistir (Baytop, 1999; Tuzlaci ve Erol, 1999; Sezik vd., 2001; Giirhan ve Ezer,
2004; Turker vd., 2004; Akdemir vd., 2011; Arituluk ve Ezer, 2012). Buradan hareketle,
giintimiizde halk arasinda kullanilan tibbi bitkilerin hastaliklarin tedavisinde dogru bir
sekilde kullanilabilmeleri i¢in deneysel acidan degerlendirilmeleri gerekmektedir. Literatiir
verilerine gore, iilkemizde yayilis gosteren bazi Verbascum tirlerinin ve s6z konusu
tirlerden izole edilen saf maddelerin p-benzokinon ile olusturulan kivranma testi yontemi
ile periferik diizeyde antinosiseptif etkili olduklar1 bildirilmistir (Kupeli-Akkol vd., 2007;
Tatli vd., 2008a; Tatli vd., 2008b; Akdemir vd., 2011).

Bu bilgilerden hareketle, V. exuberans tiiriiniin toprakiistii kisimlarindan elde edilen
sulu ekstrenin akut santral ve periferal antinosiseptif etkinligini, bu etkide serotonerjik,
nitrerjik ve opiyoderjik yolaklar Uzerindeki rolunid ve akut antiinflamatuvar etkisini
belirlemek Uzere in vivo deney modelleri olusturarak farmakolojik agidan arastirilmasi
amaglanmistir. Calismamizda, toplanan V. exuberans bitkisinin toprakiistii kisimlar1 serin
ve golge bir ortamda kurutulduktan sonra toz hale getirilmistir. Toz haldeki toprakiistii
kisimlar1 metanol ile ekstre edilmis ve yogunlastirilmistir. Yogunlastirilan metanol ekstresi
suda ¢ozdiiriildiikten sonra esit hacimdeki petrol eteri ile partisyona tabi tutulmus ve kalan

sulu faz liyofilize edilerek ekstre hazir hale getirilmistir.

Deney hayvanlarinda uygulamak amaciyla ¢esitli nosiseptif agri modelleri
gelistirilmistir. Farelerde en ¢ok kullanilan agri modellerinden bazilari tail clip, tail flick,
hot plate ve asetik asit ile olusturulan writhing testleridir. Tail clip (Bianchi ve
Franceschini, 1954; Dajani vd., 1999) ve tail flick (D’Amour ve Smith, 1941) testleri
nosisepsiyonu santral spinal dizeyde, hot plate (Eddy ve Leimbach, 1953; Noble vd.,
1994) testi santral supraspinal diizeyde, asetik asit ile olusturulan writhing testi (Koster vd.,

1959; Oskay vd., 1989) ise nosisepsiyonu periferik dizeyde belirlemektedir. Tail clip testi
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basing yoluyla, tail flick ve hot plate testleri ise akut termal yol ile nosisepsiyon olusturan
deney modelleridir (Barrot, 2012). Calismamizda, Tail clip testinden elde edilen % MPE
verilerine gore, tek doz seklinde uygulanan 250 mg/kg V. exuberans ekstresinin santral
spinal dlizeyde antinosiseptif etkili oldugu belirlenirken (p<0,05), ekstrenin 500 mg/kg’lik
dozunda bu etki gozlenmemistir (p>0,05). Tail flick testinden elde edilen % MPE
sonuglarina gore V. exuberans ekstresinin her iki dozu (250 ve 500 mg/kg) kontrol ve
tramadol gruplarma gore hem santral spinal hem de santral supraspinal diizeyde etki
gostermemistir (p>0,05). Hot plate testinde ise V. exuberans ekstresinin her iki dozu da
tramadol grubuna gore santral spinal etkisi anlamsiz bulunmustur (p>0,05). Asetik asit ile
olusturulan writhing testinde V. exuberans turinun her iki dozunun da kontrole gore
periferik antinosiseptif etkisi bulunmustur (p<0,001). Ozellikle ekstrenin 500 mg/kg’lik
dozu s6z konusu testteki kivranma sayilarimi 250 mg/kg’lik doza goére onemli Olciide

azaltmistir (p<0,05).

Tramadol zayif opiyat 6zelligi olan santral ve periferal etkili bir analjezik olup bu
etkisinin opiyoderjik, noradrenerjik ve serotonerjik sistemlere aracilik ettigi bilinmektedir
(Yalcin ve Aksu, 2004). Calismamizda pozitif kontrol olarak kullanilan tramadoliin tail
clip ve tail flick testlerinde kontrol grubuna goére santral spinal (p<0,001), hot plate testinde
ise santral supraspinal diizeyde etkili oldugu gosterilmistir (p<0,05). Ayrica, asetik asit ile
olusturulan writhing testinde tramadol kivranma sayilarini kontrol grubuna gore biiyiik

oranda azaltarak periferik diizeyde antinosiseptif etkili oldugu belirlenmistir.

Deneysel verilerimize gore, V. exuberans ekstresinin 250 mg/kg’lik dozu etkin doz
seklinde belirlenmis ve bu etkin dozun nosisepsiyonda rol oynayan serotonerjik, nitrerjik

ve opiyoderjik yolaklar iizerindeki roli belirlenmistir.

5-HT ve 5-HT reseptorlerinin nosiseptif reflekslerin modiilasyonunda karmasik bir
sekilde rol oynadiklari yapilan in vivo deneysel calismalarla ortaya konmustur. 5-HT
reseptorleri, nosiseptif uyaranin tipine, reseptoriin alttipine ve doza bagimli olarak
agonistik ya da antagonistik sekilde nosiseptif siirecin inhibisyonunda ya da
aktivasyonunda rol oynadiklar1 bilinmektedir. Ozellikle 5-HT> ve 5-HTs reseptorlerinin
nosiseptif transmisyonun modiilasyonunda etkili oldugu rapor edilmistir (Tokunaga vd.,

1998). Bu duruma ek olarak, 5-HT reseptoriintn santral diizeyde antinosiseptif, periferal
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duzeyde ise pronosiseptif etkili oldugu bildirilmistir (Kilic vd., 2011). Calismamizda,
nonselektif bir 5-HT> reseptor antagonisti olan siproheptadin V. exuberans ekstresi ile
kombine edilerek ekstrenin antinosiseptif etki ile iliskili serotonerjik yolak iizerindeki rolii
arastirtlmistir. Bu baglamda, tail clip, tail flick ve hot plate testlerine gére 250 mg/kg V.
exuberans+50 pg/kg siproheptadin grubu hem kontrol hem de 250 mg/kg V. exuberans
gruplaria gore istatiksel acidan farkli bulunmamistir (p>0,05). Siproheptadinin latens
strelerine kars1 gosterdigi tepkinin dual oldugu rapor edilmistir. Siproheptadinin diisiik
dozlarda (0,01, 0,03, 0,3 ve 1 mg/kg) latens siirelerini azalttig1, yiiksek dozlarda (10 ve 30
mg/kg) ise latens stirelerini arttirdigi gosterilmistir (Ramabadran ve Jacob, 1982).
Caligmamizda, siproheptadinin 0,05 mg/kg’lik dozu kullanilmistir. Dolayisiyla, V.
exuberans ekstresinin siproheptadin ile kombinasyonunda tail clip, tail flick ve hot plate
testlerinin latens siirelerini uzatma potansiyeline bagli olarak ekstrenin nosisepsiyondaki
roliiniiniin ortaya konmasi amaglanmistir. Neticede, V. exuberans ekstresi siproheptadin ile
birlikte verildiginde s6z konusu testlerin latens siireleri iizerine anlamli bir etki
olusturmadig tespit edilmistir. Asetik asit ile olusturulan writhing testinde 250 mg/kg V.
exuberans  ekstresi+50 pg/kg  siproheptadin  grubu  kontrol grubuna gore
degerlendirildiginde periferal diizeydeki etkisi ileri diizeyde dnemli bulunurken (p<0,001),
tek basina uygulanan 250 mg/kg V. exuberans grubuna gore bu etkide anlamli bir fark
belirlenmemistir (p>0,05). Ayrica, siproheptadin (50 pg/kg) tek doz seklinde farelerde
uygulanmadigi i¢in V. exuberans ekstresinin serotonerjik sistemdeki rolii agik bir sekilde
ifade edilememistir. Bulgularimiz dogrultusunda, 250 mg/kg V. exuberans ekstresinin hem
santral hem de periferal nosisepsiyonda serotonerjik sistemle iligskili olmadigi tespit
edilmistir. Bu duruma ek olarak, V. exuberans tiiriiniin sulu ekstresinde serotonerjik yolagi

indiikleyen sekonder metabolitlerinin olmamasi diger olasiliklar arasinda bulunmaktadir.

L-arginin-NO-cGMP-Katp kanalinin aktivasyonu sonrasinda antinosiseptif etkinin
olustugu ve bu siiregte NO donorlerinin antinosiseptif etkiye katkida bulundugu rapor
edilmistir (Soares vd., 2000). NO, K* kanallarin1 agarak ve cGMP sistemini aktive ederek
agr siirecinde rol oynamaktadir (Soares ve Duarte, 2001). Calismamizda, selektif bir NOS
inhibitord olan L-NAME V. exuberans ekstresi ile kombine edilerek ekstrenin agri ile
iligkili olan nitrerjik yolak tizerindeki etkisi aragtirllmistir. Tail clip testinden elde edilen %

MPE verilerine gore, 250 mg/kg V. exuberans+100 mg/kg L-NAME grubunun santral
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spinal diizeyde etkisi kontrol grubuna gore ileri diizeyde 6nemli bulunmustur (p<0,001).
Ayrica, 250 mg/kg V. exuberans+100 mg/kg L-NAME grubunun 250 mg/kg V. exuberans
ekstre grubuna gore santral spinal diizeydeki rolii anlamli bulunmustur (p<0,05). Ancak,
tail flick ve hot plate testlerinde V. exuberans ekstresinin L-NAME ile kombinasyonunda
V. exuberans ekstresinin santral nosisepsiyonda nitrerjik yolakla iligkili anlamli sonuglar
elde edilmemistir (p>0,05). Asetik asit ile olusturulan writhing testi sonuglarina gore, 250
mg/kg V. exuberans ekstresi+100 mg/kg L-NAME grubu hem kontrol hem de 250 mg/kg
V. exuberans gruplarina gore kivranma sayilarini onemli oranda azaltarak periferik
nosisepsiyonda etkili olmustur (p<0,001). Sonu¢ olarak, 250 mg/kg V. exuberans
ekstresinin santral spinal ve periferal antinonosiseptif etkide nitrerjik yolak Gzerinden etkili

oldugu bu ¢alismayla ortaya konmustur.

Opiyoderjik sistemin aktivasyonu giiglii bir analjezik etkinin varligimi
gostermektedir. Calismamizda, opioid reseptdr antagonisti olan nalokson V. exuberans
ekstresi ile kombine edilerek ekstrenin agr1 ile iligkili opiyoderjik yolaktaki rolii
belirlenmistir. Hot plate testinden elde edilen % MPE verilerine gore, 250 mg/kg V.
exuberans ekstresi+1 mg/kg nalokson grubu tramadol grubuna gore santral supraspinal
diizeyde etkili bulunurken (p<0,05), kontrol ve 250 mg/kg V. exuberans ekstre gruplari ile
karsilastirildiginda etkisiz bulunmustur (p>0,05). Dolayisiyla, 250 mg/kg V. exuberans
ekstresinin tail clip, tail flick ve hot plate test sonuglarina goére ekstrenin santral
antinosiseptif etkide rol oynamadigini ve bu etkinin opiyoderjik yolakla iliskili olmadig
belirlenmistir. Asetik asit ile olusturulan writhing testinde, 250 mg/kg V. exuberans
ekstresi+1 mg/kg nalokson grubu kivranma sayilarini azaltarak hem kontrol hem de tek
basina verilen 250 mg/kg V. exuberans grubuna gore ileri diizeyde anlamli bulunmustur
(p<0,001). Sonug olarak, 250 mg/kg V. exuberans ekstresinin periferal antinosiseptif etkide
opiyoderjik yolak iizerinden etkili bir sekilde rol oynadigi diistiniilmektedir.

Bulgularimiz, V. exuberans ekstresinin (250 mg/kg) santral spinal diizeyde ve
ekstrenin (250 ve 500 mg/kg) periferal diizeyde antinosiseptif etkili oldugunu gostermistir.
Bu bilgilere ek olarak, V. exuberans ekstresinin (250 mg/kg) periferal antinosiseptif etkide
hem nitrerjik hem de opiyoderjik yolaklara aracilik ettigi belirlenmistir. Ayrica, V.

exuberans ekstresinin (250 mg/kg) santral spinal diizeyde nitrerjik yolak Uzerinden etki
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gostermistir. V. exuberans ekstresinin s6z konusu yolaklart tercih etmesi ekstredeki

sekonder metabolitlerin bu yolaklar1 indiiklemesi ile agiklanabilir.

Sican pengesinde karragenanla olusturulan deney modeli, 6dem ve hiperaljezi
olusumunu gosteren klasik bir model olup, baskin bir PGE; cevabi olusturmaktadir
(Albelda vd., 1994; Guay vd., 2004). Bunun yaninda bu deney modelinde 1. ve 3. saatler
arasinda PGE; seviyesinin dort kata kadar yiikseldigi ve birka¢ saat daha yiiksek kaldigi
bildirilmistir (Zhang vd., 1997). Ayrica, karragenan enjeksiyonundan sonra olusan
inflamatuvar cevap yaklasitk 3 saat sonra pik yapmaktadir (Romero vd., 2005).
Calismamizda, tek basina uygulanan karragenan grubunun 3. saatteki 6dem miktarlar
kontrol grubuna gore dnemli bir farkin oldugu tespit edilmis (p<0,05) ve ilerleyen saatlerde
O0dem miktarlarinda artis gozlenmesine ragmen 4. ve 5., 4. ve 6., ve 5. ve 6. saatlerdeki
Olcimler birbirleriyle karsilagtirildiklarinda aralarindaki farkin 6nemsiz oldugu tespit
edilmistir (p>0,05). Calismamizda tek basina uygulanan karragenanin 6dem miktarini 3.
saatte pik yaptirmast Romero ve arkadaslarmin (2005) calismasiyla uygunluk

gOstermektedir.

Karragenan ile olusturulan arka ayak penge odem modelinin nonsteroidal
antiinflamatuvar ilaglarin ve selektif COX-2 inhibitérlerinin gelistirilmesinde kullanilan bir
model oldugu rapor edilmistir (Ibuki vd., 2003). PG’ler, AA yolag: iirlinleridir ve COX
enzimi tarafindan inflamasyon stresince dretilirler (Suleyman vd., 2007). COX enziminin,
COX-1, COX-2 ve COX-3 izoformlarin oldugu bilinmektedir: COX-1, normal yapidaki
hiicre ve dokularin ¢ogunda aktif olarak bulunur. COX-2 ise, dokularda proinflamatuvar
ajanlar tarafindan induklenir (Krenzischek vd., 2008). Literatur verilerine gore karragenan
ile olusturulan arka ayak penge 6dem modelinde proinflamatuvar sitokin diizeylerini
gosteren az sayida calisma mevcuttur. Ayrica, bu modelde proinflamatuvar ve
antiinflamatuvar sitokinlerin dengesi ile ilgili herhangi bir c¢aligmaya rastlanmamuistir.
Calismamizda, karragenan grubunda proinflamatuvar bir sitokin olan TNF-a ve IL-1B

diizeylerinde belirgin bir artis gdzlenmistir (p<0,05).

Besinci saatteki Olglim sonuglarina gore, 250 mg/kg V. exuberans ekstresi
uygulanan grubun karragenan ile olusturulan 6dem miktarlarini kontrol grubu diizeyine

getirerek ekstrenin antiinflamatuvar etkili oldugu belirlenmistir (p>0,05). Altinct saatte
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yapilan Olgiimlerde ise hem 250 mg/kg V. exuberans hem de 10 mg/kg indometazin
gruplarinin kontrol grubundan farkli olmadigi bulunmustur (p>0,05). Dolayisiyla, 250
mg/kg V. exuberans ekstresinin pozitif kontrol olarak kullanilan indometazine gore
antiinflamatuvar cevabi daha erken baslattigi hatta daha giiclii antiinflamatuvar etkisi
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica, V. exuberans ekstre grubunda TNF-a ve IL-1P
diizeyleri acisindan degerlendirildiginde ekstre grubunun antiiflamatuvar etkisine paralel
bir sekilde azalma gézlenmistir (p<0,05). Bulgularimiz dogrultusunda, 250 mg/kg V.
exuberans ekstresinin karragenan ile olusturulan inflamasyona kars1 indiiklenen TNF-o, ve
IL-1pB diizeylerini azaltarak indometazine gore daha giiclii bir antiinflamatuvar etkiye sahip

oldugu belirlenmistir.
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