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SEROTONIN RESEPTORLERI 5-HT3 VE 5-HT7 NIN SICANLARDA MORFIN
ANALJEZISI VE TOLERANSINA ETKILERI
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Doktora Tezi
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Danisman: Dog. Dr. Ercan OZDEMIR

OZET

Morfin, akut ve kronik agr1 tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilir. Ancak, analjezik
etkisine karsi tolerans gelisimi kullanimini sinirlamaktadir. Serotonerjik sistem
aktivasyonunun morfine karsi tolerans gelisiminde etkili olabilecegi calismalarda
bildirilmektedir. Bu ¢alismada amacimiz, morfin analjezisi ve tolerans gelisiminde
serotonin 5-HTs ve 5-HT7 reseptor etkilerini analjezi testleri ve immiinohistokimyasal

yontemler kullanarak arastirmaktir.

Calismaya 90 adet (220-260 gr) Wistar Albino sican dahil edildi. Morfine kars1
tolerans indiiklemek i¢in sicanlara 3 giin boyunca morfin (50 mg/kg, s.c) verildi ve 4. giin
son doz morfin sonrasi analjezi testleri ile tolerans degerlendirmesi yapildi. 5-HT3
reseptor agonisti 1-phenylbiguanide (PBG), 5-HT3 reseptor antagonisti ondansetron
(ODN), 5-HT7 reseptor agonisti AS 19 ve 5-HT7 reseptor antagonisti SB-269970’in
morfinin analjezisi ve toleransina etkileri tail-flick ve hot-plate analjezi testlerinde 30
dakika araliklarla (0, 30, 60, 90 ve 120. dk) 6l¢iildii (n=6). Tiim gruplara ait sicanlar,
analjezi 6l¢iimlerinden sonra immiinohistokimyasal analizler i¢in servikal dislokasyon ile

sakrifiye edilerek dorsal kok gangliyonlari izole edildi.

ODN ve AS 19 morfinin analjezik etkisini istatistiksel olarak anlamli artirdi
(p<0,05). SB-269970, morfin analjezisi {izerine anlamli bir etki gostermezken, PBG
morfinin analjezik etkisini anlamli olarak azaltti (p<0,05). Morfin tolerant siganlara ODN
ve AS 19 verilmesi ile morfinin analjezik etkinliginde anlamli artis goriildii (p<0,05).
Dorsal kok gangliyonlarindaki 5-HT3 ve 5-HT7 ekspresyonlari, morfin tolerant

gruplarinda anlamli olarak artig gosterdi (p<0,01).

Sonug olarak, elde edilen bulgular 5-HT3 ve 5-HT7 reseptor sisteminin morfinin
analjezik etkisine karsi tolerans gelisiminde onemli bir rol oynadigini goéstermistir.
Ayrica, 5-HT3 ve 5-HT7 reseptor ekspresyonlarinin morfin tolerant gruplarda artisi,

tolerans gelisiminin spinal kord seviyesinde oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar Sozciikler: Morfin, Tolerans, Serotonin, 5-HT3 reseptor, 5-HT7 reseptor
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ABSTRACT

Morphine is widely used for treatment of acute and chronic pain. However,
development of tolerance to the analgesic effect limits it’s use. The recent studies has
been reported that serotonergic system activation may be effective in development of
tolerance to morphine. The aim of this study is to investigate the effects of serotonin 5-
HTs and 5-HT7 receptor agonists and antagonists on morphine analgesia and tolerance
using analgesia tests and immunohistochemical methods.

The study was carried out with ninety wistar albino (220-260) rats. To induce
tolerance to morphine, rats were given morphine (50 mg/ kg, s.c) for 3 days, and tolerance
assessment was performed by post-morphine analgesia tests on day 4. Effects of 5-HT3
receptor agonist 1-phenylbiguanide (PBG), 5-HTz receptor antagonist ondansetron
(ODN), 5-HT7 receptor agonist AS 19 and 5-HT7 receptor antagonist SB-269970 on
morphine analgesia and tolerance tail-flick and hot-plate analgesia tests were performed
at 30 min intervals (0, 30, 60, 90 and 120 min) (n = 6). After analgesia measurements, all
groups of rats were sacrificed by cervical dislocation and dorsal root ganglia were isolated
for immunohistochemical analysis.

ODN and AS 19 significantly increased the analgesic effect of morphine (p<0.05).
When morphine is combined with both ODN and AS 19, the analgesic effect of morphine
showed a significant increase (p<0.05). SB-269970 showed no statistically significant
difference on morphine analgesia, but that PBG significantly reduced the analgesic effect
of morphine (p<0.05). The analgesic efficacy of morphine was significantly increased in
morphine tolerant rats given ODN and AS19 (p<0.05). Expressions of 5-HT3 and 5-HT7
in dorsal root ganglia increased significantly in morphine tolerant groups (p <0.01).

In the conclusion, the results showed that the 5-HT3 and 5-HT7 receptor system
plays an important role in the development of tolerance to the analgesic effect of
morphine. In addition, increase of 5-HT3 and 5-HT7 receptor expressions in morphine
tolerant groups revealed that the development of tolerance was at the spinal cord level.

Keywords: Morphine, Tolerance, Serotonin, 5-HT3 receptor, 5-HT+7 receptor
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1. GIRIS
Agr1, olast bir doku hasaria karst viicudu uyarmak icin sinyaller iireten sinir
sisteminin hayati fonksiyonu ve ger¢ek ya da potansiyel doku hasariyla iliskili hos
olmayan duyusal ve duygusal deneyimdir. Agr1, nosisepsiyon iginde bir algilama olup
kisiye ve kosullara gore degisen bir duygulanim seklidir (1). Nosisepsiyon ise bedenin bir
bolgesinde olusan doku hasari bilgisinin, 6zellesmis sinir uglari (nosiseptdr) ile merkezi
sinir sistemine (MSS) gotiiriilmesi, algilanmasi ve fizyolojik, biyokimyasal ve psikolojik

Onlemlerin harekete gecirilmesidir.

Opioidler, akut ve kronik agr1 durumlarini tedavi etmek i¢in etkili analjeziklerdir.
Uzun siireli opioid kullanimi analjezik etkisine karsi tolerans gelismesi gibi yan etkilere
neden olur (2). Tolerans, bir ilacin zamanla etkisinde azalma ile sonug¢lanan degisimlere
adaptasyon durumu olarak tanimlanir. Opioid ilaglarin tekrarl kullanimi, opioid duyarh
noronlarin cevabini degistirmesine neden olan birka¢ adaptif ve modiilatér mekanizmay1
baslatir (3). Opioid agonistlere tolerans gelismesi, opioid reseptdr down regiilasyonu, N-
metil-D-aspartat (NMDA) reseptor aktivasyonu, nitrit oksit sentaz (NOS) artis1, protein
kinaz aktivasyonu, adenilat siklaz (AC) asir1 duyarliligi, G proteinleri ile opioid
reseptorlerin ayrilmasit ve G proteinlerine bagli opioid reseptdrlerin etkinliginin
degismesi gibi farkli mekanizmalar araciligi ile gelisir (4-8). Literatiirde, morfin tolerans

gelisiminde ndrotransmitter ve reseptor arasinda cesitli iligkiler gosterilmistir.

Morfin klinikte analjezik olarak kullanilan opioid bir ilagtir. Bu ilacin 6forik
etkisinden dolay1 uzun siireli kullanim1 bagimlilik ve tolerans gelisimine neden oldugu
icin klinik kullanimi smirhidir (9). Morfin tolerans gelisim mekanizmalar1 arasinda
serotonin Ozellikle ¢ok calisilmis ve bu noérotransmitterin morfinin analjezik etkisinde

araci rol oynadigi gosterilmistir (10).

Serotonin, (5-hidroksitriptamin, 5-HT), periferal ve MSS’de yaygin olarak
bulunan bir monaamindir. Uyku/uyaniklik dongiisii, lokomosyon, termoregiilasyon,
istah, agri, migren ve cinsel davranis kontrolii 5-HT’nin ana fizyolojik o6zellikleri
arasindadir. Serotonin, akut ve kronik agrida modiilatér olarak rol oynar (11).
Serotonerjik sistemler, inen agr1 inhibitor yolaklarin ana bilesenlerinden biridir (12, 13).

Opioid analjezisinde rol alan 5-HT, spinal kordda nosiseptif transmisyonun énemli bir



noromodiilatoriidiir (14). Cesitli analjeziklerin antinosiseptif aktivitesinin, inen
serotonerjik sistemin biitiinliigiine bagl oldugu goriilmektedir. Sistemik ve supraspinal
opioid uygulamasi, omurilikte 5-HT salinimini uyarir (15). Sistemik morfinin, spinal
korda inen serotonerjik sistemin aktivasyonu aracilifiyla ve dorsal boynuzundaki
serotonerjik reseptorlere etki ederek nosisepsiyonu modiile ettigi gosterilmistir. 5-HT
reseptorlerinden birka¢ alt tipinin, 5-HT’nin antinosiseptif etkisine aract oldugu
gosterilmistir. Spinal kordda tanimlanan 5-HT reseptorlerinin 7 ailesinin  (5-HT1.7)
aktivasyonu, periferal, spinal ve supraspinal bolgelerde agr1 sinyali {izerine ¢esitli etkiler
olusturur (16). Elektrofizyolojik davranis ¢aligmalari, spinal 5-HT reseptorlerinin, spinal
kordda nosiseptif informasyonun transmisyonunda, rafe nukleusundan inen 5-HT

yolunun inhibitor etkisine aracilik ettigini gostermistir (17).

Morfinin analjezik etkisinde, serotonerjik reseptdr alt tiplerinin rolii tartismalidir.
Morfinin analjezik etkisi tizerine 5-HT reseptor alt tipleri, farkli etkiler gosterir. 5-HT3a
reseptorii visseral agri ile inflamasyonda rol oynar ve hiperaljezi, tolerans ve bagimlilik
gibi kronik morfin analjezinin etkilerine katki saglar (18). Ayrica, 5-HT3 reseptorlerin,
omurilikte nosiseptif sinyal iletimine katildigina dair bircok bilgi vardir. Bunun disinda,
5-HT3 etkisinin, opioid tolerans ile nosiseptif sinyali kolaylastirdig1 da gosterilmistir (19).
5-HT7 reseptorii, 5-HT reseptor ailesinin son zamanlarda tanimlanan tiyesidir. 5-HT7
reseptoril aktivasyonu, doza bagli olarak antinosisepsiyona neden olur ve morfinin
antinosiseptif etkisini artirir (20). Sistemik morfin kullanimi, spinal kordda inhibitér
enkefalinerjik ya da y-aminobutirik asiterjik (GABAerjik) internoronlar iizerinde lokalize
olan 5-HT7 reseptorlerini aktive eder ve primer afferent liflerin terminaline presinaptik ya
da postsinaptik bolgelerde nosisepsiyonu inhibe eden y-aminobutirik asit (GABA) ve
enkefalin salinimini uyarir (21). 5-HT7 antagonisti, morfin antinosiseptif etkisini inhibe

eder (22). 5-HT7 reseptorii aktivasyonu ise bu etkiyi artirmaktadir (20).

Son bilgiler 5-HT reseptorlerin morfine karsi tolerans gelisiminde etkili
olabilecegini gostermistir. Ancak, 5-HT3 ve 5-HT7 reseptorlerin morfin toleransi lizerine
etkisine dair simdiye kadar ayrintili bir calismaya rastlanilmamistir. Bu c¢aligmada
amacimiz, serotonin 5-HT3 ve 5-HT7 reseptor agonist ve antagonistlerin, morfin analjezisi

ve toleransina etkilerini analjezi testleri ve immiinohistokimyasal analiz ile arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. AGRI

Uluslararas1 agr1 arastirmalart dernegi (IASP) 1996°da agriyi, gercek ya da
potansiyel doku hasari ile iligkili veya bu hasar ile tanimlanabilen hos olmayan duyusal
ve duygusal deneyim olarak tanimlamistir. Agri, bireye 0zgii algilama ve yiiksek
merkezlerden diizenlenen sinyal sistemleri arasindaki karmasik etkilesimin sonucudur ve
hasarla olusan fiziksel ve psikolojik cevaplardan meydana gelen hosa gitmeyen bir
deneyimdir. Periferden gelen agr1 mesajlari, yiiksek merkezler tarafindan kontrol edilen

merkezi sinir sistemine kompleks bir yol ile iletilir (23).

Agri, sadece hosa gitmeyen bir duygu degil ayn1 zamanda yasam icin gerekli
karmasik bir duyudur. Doku hasarina neden olan potansiyele sahip uyaranin belirlenmesi
icin sinir sistemi mekanizmasiin, doku hasarini 6nlemek i¢in davranigsal siirecleri
baslatmas1 ¢ok Onemlidir. Mekanik kuvvet, asir1 sicaklik, oksijen azalmasi ve belli
kimyasallara maruz kalma gibi doku hasarina neden olan uyaranlara karsi refleks
reaksiyonu ile cevap verilir (24). Agri reaksiyonundan sorumlu sinir devreleri, agri
sistemi olarak adlandirilabilir. Bu agri sistemleri; periferik ndronlar, nosiseptorler, sayisiz
merkezi ndronal baglantilar ve omurilik c¢esitli seviyelerinde nosiseptif bilgileri

diizenleyen biitlinlestirici néron kiimeleridir (25).

Agrmin algilanmas1 ilk olarak, zarar verici mekanik, kimyasal ve sicaklik
uyaranlarin1 ileten nosiseptorlerin periferik sonlanmalar1 iizerinde gergeklesir.
Nosiseptorler, rahatsiz edici olan i¢ veya dis uyaranlar hakkinda bilgiyi omurilikte yer
alan ikinci dereceli ndronlara ve beyin sapina iletir. Nosiseptif sinyaller, daha sonra agr1
sisteminin projeksiyon ndronlar1 tarafindan beyin sapindaki entegrasyon yerlerine
aktarilir. Duyusal bilgi i¢in birincil entegrasyon bolgesi talamustur, ancak bir¢ok beyin
sap1 bolgesi ve daha yiiksek beyin yapilar1 agriya cevap veren biitiinlestirici néronal
devrelere katilmaktadir. Koruyucu somatik ve otonom refleksler, endokrin eylemler,
duygusal tepkiler olaylarla ilgili 6grenme ve agrinin kortikal farkindaligini igeren ¢esitli

koordineli agr1 reaksiyonlari iiretirler.

Omurilik devresinde agri inhibisyonuna, genellikle “endojen analjezi sistemi”

olarak adlandirilan inen yollar aracilik eder. Merkezi sensitizasyon veya kolaylastirma,
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agr1 ve agn reaksiyonlarindan sorumlu olan yollar, periferik nosiseptorler, omurilik,
beyin sap1 ve yiikksek merkezlerde yanit artisina neden olur. Devredeki pozitif ve negatif

degisikliklerin net etkisi, “ac1” nin algisal deneyimine yol agar (25).

Agrn algisi; norofizyolojik, biyokimyasal, psikolojik, etnokiiltiirel, dinsel, bilissel,
ruhsal ve ¢evresel etkenlere bagh degiskenlik gosterir (1). Agrinin meydana gelis bigimi
ve olustugu dokuya bagli olarak nosiseptif ve ndropatik olmak tizere iki farkli agr1 tipi
vardir. Nosiseptif agri, dokulardaki hasar sonucu ortaya c¢ikan agridir; somatik veya
visseral doku kaynakli olabilir. Noropatik agr1 ise somatosensoriyel sistemde lezyon veya
hastalik sonucu ortaya ¢ikar. Periferik sinir sistemi tutulmussa, periferik noropatik
agridan; spinal kord veya beyin gibi merkezi yapilar tutulmussa, santral noropatik agridan
s0z edilir. Baglica ndropatik agrili durumlar; diyabetik néropati, postherpetik nevralji,
HIV, alkol, postravmatik veya cerrahi sonrasi sinir hasar1 sonucu gelisen kronik agr1 ve

kanserdir (26). Bir¢cok agrinin ise karigik nosiseptif ve noropatik etiyolojisi vardir (27).

Nosiseptif agri, viicudun herhangi bir yerinde inflamasyon veya doku hasari
sonucunda geligebilir. Hasarli alanda immiin hiicrelerden salinan; kalsitonin geni ile
iligkili peptit (CGRP), norokinin A, histamin, bradikinin, substans P (SP) ve
prostaglandin gibi pek ¢ok algojenik madde, periferik nosiseptorleri uyararak spinal
korda agri impulslarinin iletilmesine neden olur. Ayrica, ortama salinan bu kimyasal
mediyatorler, kapiller permeabiliteyi etkileyip vazodilatasyona neden olarak, dokuda
O6dem ve hassasiyete yol acar. Sik karsilasilan nosiseptif agrili durumlar baslica, kas-

iskelet sistemi bozukluklari, malignite durumlar1 ve post-travmatik patolojilerdir (28).

Agri, akut ve kronik agri olarak da ikiye ayrilir. Akut agri; travma, cerrahi veya
doku hasar1 sonrasi olusan, analjezik ilaglarla kontrol altina alinabilen, iyilesme siireci
sonunda kaybolan bir bulgudur. Dolayisiyla, akut agr1 koruyucu fonksiyonu nedeniyle
canlt i¢in yararl bir biyolojik uyarandir. Kronik agri ise genellikle {i¢ aydan uzun bir
siiredir var olan, iyilesme siirecinden bagimsiz, beraberinde affektif, bilissel ve
motivasyonel bozukluklarin da eslik ettigi, fonksiyonel azalma ve yasam kalitesinde

bozulmaya yol acan, multimodal tedavi gerektiren bir maladaptif siire¢ veya bir hastaliktir
(29).



Agr1 duyusu olusturan faktorler (24):

1. Sinirlerin inflamasyonu (temporal ndrit vb.)

2. Sinir hasar1 ve sinir uglarinda skar olusumu (cerrahi operasyon veya disk sarkmasi
vb.)

3. Kanser (brakial pleksopati vb.)

4. Agn bilgisinin iglendigi spinal kord, talamus ya da kortikal bolgelerde olusan
hasar (spinal travma vb.)

5. Agri duyusu olarak algilanan sinir ¢evresinde anormal aktivite (fantom agrisi vb.)
2.1.2. Agr1 Reseptorleri ve Primer Afferentler

Agril1 uyaranlar, nosiseptorler olarak bilinen birincil afferent duyusal ndronlarin
0zellesmis uclarinda meydana gelir. Nosiseptorler, dokuda spesifik agrili bir uyaran
tarafindan aktive edilen reseptorlerdir. Agrili uyaran bilgisi, bu reseptorler tarafindan
elektriksel sinyale dontstiiriiliir ve akson boyunca periferden merkezi sinir sistemine
(MSS) iletilir (23). Zararli inputlarin alimi cildin, kaslarin (30), eklemlerin (31), i¢
organlarin (32) ve duranin (33) fonksiyonel olarak 6zellesmis serbest sinir uglarinda

meydana gelir.

Nosiseptif sonlanmalar, ayrica kan damarlarinin fasyasi ve adventisyasinda da yer
almaktadir (34). Glutamat reseptorleri, mu (p) ve delta () opiatlar, SP, somatostatin ve
vanilloid reseptorleri derideki sinir liflerinin periferik uglarinda immiinohistokimyasal

olarak tanimlanmustir (35).

Nosiseptorler, beyinde agr1 duyusunun yorumlandigi ve sinir impulslarinin ¢esitli
uyaranlara doniistiiriildiigii serbest sinir uglaridir. Nosiseptorlerin siniflamasi, terminal ug
kisminin siniflandirilmasina dayanir. 2 tip sinir lifi vardir. 1. Kiigiik ¢apli, sinir impuls
iletimi yavas, miyelinsiz C tipi lifler 2. Biiylik c¢apli, sinir impuls iletimi hizli, hafif

miyelinli Ad tipi lifler (23) (Tablo 1).



Tablo 1. Afferent liflerin karakteristik ozellikleri

Lif tipi Ad (Miyelinli) C (Miyelinsiz)
Lif cap1 2-5 um <2 um
Iletim hizx 5-15 m/sn 0.5-2 m/sn
Dagilimi (yayilumi) Viicut yiizeyi, kaslar, Birgok doku
eklemler
Agr1 duyusu Hizl, delici, lokalize Yavas, yaygin, donuk, agrili
Spinal kord dorsal Lamina | ve V Lamina Il (substantia jelatinosa)

boynuzdaki sinaps pozisyonu

C tipi nosiseptor lifler, termal, mekanik ve kimyasal uyaranlara cevap veren
polimodal liflerdir. Ad tipi nosiseptorler, mekanik ve mekanotermal uyaranlara cevap
verir. Bu iki sinir lifi tipinde, sinir impulslarinin yayilma hizlart farklidir. Noronal
impulslart hizli ileten A9 tipi lifler, keskin, hizli agri duyusu olusturken, daha yavas C
tipi nosiseptor lifler gecikmeli, donuk agr1 duyusu iretirler (24).

Afferent lifler periferden koken alan, biiyiik ¢apli, miyelinli, vibrasyon ve hafif
dokunma gibi agrisiz uyaranlara cevap veren, lateral yolda iletilen, A liflerinden de
olusur. AP ve C lifleri omurilige girdikten sonra sinir kokleri bir ya da iki dorsal boynuz

segmentine girebilen inen ve ¢ikan dallara ayrilir (23).

AP lifleri, temel olarak vibrasyon, hareket veya hafif dokunus gibi nosiseptif
olmayan girdilerin iletilmesinde rol oynar. AP lifleri, hizli iletimli biiyiik miyelinli
liflerdir (35-75 m/sn). Nosiseptif olmayan sinyalin iletilmesinin yani sira, A liflerinin
uyarilmasi, ayni spinal segmentte nosiseptif girisi inhibe eden, spinal kordun dorsal
boynuzunun substantia jelatinosunda inhibe edici internéronlar1 uyarir. Bu mekanizma,
kap1 kontrol teorisinin temel bilesenlerinden biridir (36). AB lifleri, nosiseptif girdi
tizerinde tonik bir engelleyici olarak rol oynamaktadir. Girdinin bu biiytik liflerden bloke

edilmesi, nosiseptif uyaranlara kars1 artan bir cevapla sonuglanir (37).
Nosiseptorler heterojendir ve bes kategoride siniflandirilir (38):

1. Cilde uygulanan agrili mekanik uyaranlara cevap veren, “yiiksek esikli”
mekanoreseptorler
2. Agnli termal, mekanik ve kimyasallara cevap veren “polimodal” nosiseptorler

3. Zararli mekanik ve 1s1ya cevap veren “mekanotermal” nosiseptorler
Y p p



4. Zararh disiik sicakliga ve mekanik uyaranlara cevap veren “mekanik soguk”
nosiseptorler

5. Iltihapli eklem kapsiilinden kdken alan, lokal inflamasyon ile (veya histamin)
duyarl hale getirildiginde, yalnizca mekanik uyaranlarla uyarilabildigi ortaya

¢ikan "sessiz" nosiseptorler
2.1.3. Nosisepsiyon

Nosisepsion, ger¢ek veya potansiyel doku hasari ile ilgili sinirsel bilgilerin, agri
duyusu olarak algilanan yiiksek beyin merkezlerine iletildigi, doniistiiriildiigl, kodlandigi
ve belirlendigi bir siiregtir. Nosisepsion terimi, latince “nocere” kelimesinden tiiretilmistir
ve “yaralanmak” anlamina gelir. Nosiseptor, aslen 1932'de Nobel &diillii Charles
Sherrington (1906) tarafindan Onerilen nosisepsiyon kavramina dayanir. Charles
Sherrington, dokunun bozulmasina neden olan ya da biitiinliigiine fiziksel bir tehdit tegkil
eden olaylarn, tabiatlarina bakilmaksizin, zararli olarak nitelendirilebilecegini One

stirmiistiir (39).

Nosisepsiyon, zararli bir uyaranin agr1 yolagi ile transdiiksiyon ve transmisyonuna
neden olan noral bir siirectir (23). Ayrica, viicudun bir bolgesindeki doku yaralanmasinda
uyarinin 6zellesmis sinir uglari ile (nosiseptdr) alinip merkezi sinir sistemine gotiiriilmesi,
belirli bolgelerde ve noral yapilarda entegre edilmesi, bu zararli tehdidin algilanmasi,
buna kars1 fizyolojik, biyolojik ve psikolojik Onlemlerin harekete gecirilmesidir.
Nosisepsiyon, doku hasar1 ile agrinin algilanmasi arasinda olusan karmagik
elektrokimyasal olaylarin bir biitlintidiir. Agr1, nosisepsiyon i¢inde bir algilama olayidir;
travmatik veya agrili stimulasyona verilen noral cevaptir. Nosiseptorlerden gelen tiim

uyarilar agri olusturur, fakat tiim agrilar nosisepsiyondan kaynaklanmaz (40).

Agrl1 duysal uyaranin beyni uyardig1 nosisepsiyonu ileten sinir yolagi, agrili
olmayan duysal uyaran bilgisinin beyne iletildigi sinir yolagindan ayrilir. Nosiseptorlerin
sinir hiicre govdeleri dorsal kok gangliyonunda ya da trigeminal gangliyonda bulunur. Bu

sinirler bir dalin1 perifere diger dalin1 spinal kord ya da beyin sapina gonderir (24).

Nosiseptif primer afferent sonlanmalar, sinaptik transmisyon ve nosiseptif bilgi
aktarimi i¢in kiiglik, yuvarlak ve berrak glutamat vezikiilleri igerir (41). Diger biiyiik,
glomeriiler tipte afferent sonlanmalarin ise tipik olarak, biiyiik ve yogun ¢ekirdekli peptid
iceren vezikiilleri bulunur. Primer afferent nosiseptorlerin, primer ndrotransmitteri

glutamattir. Etkisi, terminal uglarda birlikte saliman noéropeptitler ve aktivasyon
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molekiilleri tarafindan modiile edilir. CGRP, SP, nérokinin A, galanin, somatostatin, VIP
ve kolesistokinin (CCK) periferik olarak ndrojenik modiilasyon ve inflamasyona neden
olarak, omurilikte nosisepsiyonda spesifik modiilator rol oynar (42). Afferent sinir uglari,
ayrica timor nekroz faktori-alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-6 (IL-6) gibi
inflamatuar medyatorler tarafindan da aktive edilir (43). Diger aktivatorler, kiigiik
molekiillii adenosin, adenosin trifosfat (ATP), nitrik oksit (NO) ve diger reaktif oksijen
tiirlerini igerir. Biitlin bu maddeler terminal bolgelerde, dorsal kok gangliyonda (DKG)
ve dorsal boynuzda tanimlanmustir (44). Nosiseptorlerin periferik aktivasyonu, hiicresel
bir hasardan sonra iiretilen ya da salinan birgok kimyasal madde ile modiile edilir (40)

(Tablo 2).

Tablo 2. Doku hasarina neden olan uyaranlar ile salinan kimyasal maddeler

Madde Kaynak Sinir Sonundaki Etkileri
Substans P Sinir terminalleri Sensitizasyon

Bradikinin Plazma kininojen Aktivasyon

Serotonin Trombositler Aktivasyon

Histamin Trombositler, mast hiicresi Aktivasyon

Protonlar (diisiik pH) Iskemi, zedelenmis hiicreler Aktivasyon
Prostoglandinler Arasidonik asit, zedelenmis hiicreler ~ Sensitizasyon

Lokotrienler Arasidonik asit, zedelenmis hiicreler ~ Sensitizasyon

Interlokinler Mast hiicreleri Aktivasyon ve sensitizasyon
TNF-a Mast hiicreleri Aktivasyon ve sensitizasyon

Medyatorler sinir aktivite derecesini etkiler ve bu yiizden siddetli agr1 duyusu
olusur. Tekrarli uyaranlar, agr1 esinin diismesine ve spontan agriya sebep olan periferik
sinir liflerinin sensitizasyonuna yol agar. Ornegin, deride giines yanmig1 olusmasi cilt
hassasiyetine neden olur. Ayrica, SP gibi lokal salinan kimyasallar ve mast hiicrelerinden
salinan histamin vazodilatasyona sebep olur ve 6dem meydana gelir. Bu kompleks
kimyasal sinyal mekanik ya da diger uyaranlardan bu bdlgeyi uzak tutan davraniglar
treterek hasarli alani korur. “Agrinin koruyucu fonksiyonu” ile kan akimi artis1 ve
inflamasyon meydana gelmesi ile enfeksiyona karsi korumaya ve iyilesmeye tesvik edilir
(24).



Hipersensitivitenin belirli durumlarda ayrimi yapilir:
a) Allodini: Agriya neden olmayan bir uyaranin agr1 olusturmasi
b) Disestezi: Spontan ya da uyarilmis anormal hosa gitmeyen duyu
¢) Hiperaljezi: Normal agrili bir uyarana cevabin artmasi

d) Hiperestezi: Ozel duyular harig, uyaranlara hassasiyetin artmasi

Norokimyasal olarak, nosiseptorler peptiderjik ve non-peptiderjik iki alt
popiilasyona ayrilir. Peptiderjik Tip 1 C lifleri CGRP ve SP gibi peptidler igerir. Bu
liflerden salgilanan peptidler, periferik sinirde veya cevrede istirahat halinde bulunan
mast hiicrelerini aktive ederek bu hiicrelerden histamin salgilanmasina yol agar.
Vazoaktif bir peptid olan histamin, lezyon bolgesinde kizariklik, 6dem ve deride
hiperaljezi gibi lokal inflamasyon belirtilerine neden olur. Tip 2 C lifleri ise, SP veya
CGRP gibi peptidler tasimadiklari i¢in, non-peptiderjik C lifleri adini alir. Peptiderjik
nosiseptorler, merkezi terminallerini lamina I'e yansitirken, non-peptiderjik nosiseptorler,

merkezi terminallerini, spinal dorsal boynuz lamina II'nin i¢ kismina yansitir (45).

1997'de, transient potansiyel vanilloid reseptorii 1'in  (TRPVI1) ilk
klonlanmasindan bu yana termal nosisepsiyonun hiicresel ve molekiiler mekanizmalari
kademeli olarak ¢oziilmiistiir (45). Kapsaisin reseptdrii olarak da bilinen, yiiksek Ca*?
gecirgenligine sahip non-selektif bir katyon kanali olan TRPV1, termal nosisepsiyon
sensorii olarak dnerilen ilk molekiildiir. TRPV1, kapsaisin (‘ac1’ biber i¢indeki ana etken
madde), zararl 1s1 (>42 °C) ve proton ile aktive edilir. TRPV1'i sifreleyen genler, Ad ve
C liflerini ve trigeminal gangliyonlar1 innerve eden primer duyusal ndronlarda fazla
miktarda eksprese edilir. Bir bagka tanimlanmis termal nosiseptdr olan TRPV2, 52 °C'den
yiiksek sicaklikta aktivite olur ve kapsaisine duyarli degildir. Soguk ve mekanik
nosisepsiyon altinda yatan, hiicresel ve molekiiler mekanizmalar, termal nosisepsiyon
i¢in bilinenler kadar net degildir. TRPA1 ve TRPM&'in soguk nosiseptor kanali olduguna
inanilirken, TRPV1, purinerjik reseptorler (P2X3 ve P2Y1) ve asit duyarli iyon kanallar
kimyasal nosiseptor kanallaridir. Bazi voltaj kapili sodyum kanallarinin alt tipleri
(Navl.7, Nav1.8, Nav1.9 vb.), voltaj kapili kalsiyum kanallar1 (N tipi, P / Q tipi vb.) ve
voltaj kapili potasyum kanallar1 ve iki por domainli potasyum kanallar1 (TRAAK,
TREK1/2 vb.) bir transdiiser ve nosisepsiyon kodlayici kanal olarak 6nerilmektedir (46).



2.1.4. Agrimin Algilanmasi

Periferde bulunan agriya hassas nosiseptorlerin aktivasyonu veya hasar gormiis
dokudan salinan mediyatorler tarafindan medulla spinalise afferent transmisyon ile dorsal

boynuz iizerinden yiiksek merkezlere ileti asamalari ile agr1 algilanmasi gergeklesir (47).
Agr1 4 asamada algilanir;

1. Transdiiksiyon: Sinirlerin sensoryal uclarinda, esik degeri asan cesitli
uyaranlarin (termal, mekanik, kimyasal vb.) elektriksel aktiviteye doniistiirildiigi

agsamadir.

2. Transmisyon: Impulslarin noral yolaklar araciligiyla {ist merkezlere iletilmesi

olayidir.

Bu yolaklar {i¢ gruba ayrilir;
I. Primer sensoryal afferent néronlarin, elektriksel aktiviteyi spinal korda iletmesi
II. Uyarmin spinal kordda, ¢ikan ileti sistemi ile beyin sap1 ve talamusa iletilmesi
I11. Talamokortikal projeksiyon

3. Modiilasyon: Nosiseptif transmisyonun inen yolaklar araciligiyla spinal kord

seviyesinde modifiye olmasidir. Burada ileti zayiflatilabilir veya gii¢clendirilebilir.

4. Persepsiyon: Ust merkezlere iletilmis uyarinin algilanmas1 asamasidir. Bireyin
psikolojisi ile etkilesimi ve subjektif emosyonel deneyimleri sonucu gelisen,

uyarinin algilandigi son asamadir (Sekil 1).

Spinal veya belirli kranyal sinirlerdeki C lifleri veya Ad liflerindeki elektriksel
impulslar spinal kord veya beyin sapina gider. Bir seri kompleks kimyasal etkilesimler
ile sinaptik bileskeyi gectikten sonra, sinyal nosiseptif spesifik yiiksek MSS seviyelerine
elektriksel olarak geger ya da agriya daha az spesifik genis dinamik alan (wide dynamic
range, WDR) noronlarina gider (48).
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PERSEPSIYON
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Periferik Sinir

Spinal Kord

Sekil 1. Nosisepsiyon asamalart (27). Agri; transdiiksiyon, transmisyon, modiilasyon ve
persepsiyon olmak iizere dort asamada algilanir. Transdiiksiyon; nosiseptorlerde agrili uyaranin
elektriksel aktiviteye dontistiiriildiigi agsamadir. Transmisyon; nosiseptif impulsun sinir sistemi
boyunca iletilmesidir. Modiilasyon; nosiseptif transmisyonun ndéral etkenlerle modifiye
olmasidir. Persepsiyon ise uyarinin algilandigi son asamadir.

2.1.5. Agn Teorileri

Agn gelisim mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in bir¢ok teori ileri stiriilmiistiir.

Bu teorilerden baslicalari sunlardir (38, 46):

1. Ozgiilliik teorisi: Ozgiilliik teorisi tarihte en etkili agr1 teorilerinden biridir. Bu
teoriye gore, dokunma ve agr1 uyaranlari ayr1 yollardadir ve 6zellesmis duyu organlari
nosiseptorler tarafindan kodlanir. Nosiseptorlerin daha giiglii agrili uyaranlarla
aktivitesi artar. Bu ozel periferik afferent néronlarin belirli spinal ve beyin sapi
projeksiyon noronlari ile segici baglantilar1 vardir. Her bir modalite i¢in impulslar,
beyindeki dokunma ve agri merkezlerine projekte olan farkli yollarla iletilir (Sekil
2A).
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2. Yogunluk teorisi: Bu teori, periferal duyu organlarinin diisiik veya yiiksek esikli
olarak ayrilmadigini varsaymaktadir. Aksine, ndronlardaki impuls sayisi, uyaranin
siddetini belirler. Afferent liflerin, belirli bir aktivite seviyesi iireterek zararsiz
uyaranlar1 (deri basinci gibi) ilettigini, ancak zararli uyarilarin ise daha biiylik bir
akimla iletildigini soyler. Siddeti kodlayan primer afferent lifler, omuriligin dorsal
boynundaki WDR projeksiyon noronlarii aktive eder. WDR projeksiyon
noronlarinin zayif aktivasyonlari, zararsiz uyaranlar1 kodlar, gili¢lii aktivasyonu ise

agrili uyaranlar1 kodlar (Sekil 2B).

3. Patern teorisi: Agrinin patern teorisi, somatik duyu organlarinin genis bir cevap
araligma sahip oldugunu 6nermektedir. Farkli duyu organlari uyaranlara kars1 farkl
duyarlilik seviyelerine sahiptir. Stimulasyonun modu ve odagi, belirli bir viicut
bélgesinden gelen liflerin bilesik aktivitesi ile gosterilir. Impuls spinal korda girdikten
sonra, agr1 duyusunun baglamasi i¢in uyaranin birikmesi gerekir. Santral projeksiyon
ndronlari, uyarilarin yapisini ve yerini, desarjlarin sekli ve dagilimina goére kodlar

(Sekil 20).

4. Kapi kontrol teorisi: Bu teori, ilk sinaptik iletinin primer afferentler ile spinal dorsal
boynuzun lamina I1'deki (substantia gelatinosa, SG) transmisyon hiicresi (agr1 sinyal
noronlar) arasinda, bir 'gegit' oldugunu One siirmektedir. Primer afferent ve
projeksiyon noronlari arasindaki substantia jelatinosadaki presinaptik gecit, A ve C
lifleri arasindaki aktivite dengesi ile kontrol edilir. SG hiicrelerinin, transmisyon
hiicrelerinde primer afferent lif terminallerine uygulanan inhibitor etki, Af Lif
aktivitesi ile artar ve C lif aktivitesi ile azalir. SG hiicrelerinin uyarilmasi, transmisyon
hiicrelerinin frenleyici etkisini artirmakta, inhibe edilmesi ise transmisyon hiicrelerini
uyarmaktadir. Kalin A lifler, SG hiicrelerini uyararak iletimi inhibe etmekte (kapiy1
kapatmakta), ince lifler (Ad ve C) ise SG hiicrelerini inhibe ederek iletimi
kolaylastirmaktadir (kapiyr agmakta). C lif girisi, AP liflerinden daha agir basarsa,
kapt acilir ve projeksiyon ndronlarinin aktivasyonuna izin verilir. MSS

mekanizmalarinin, inen kontrol gec¢idi modiile etmesi 6ngoriilmektedir (Sekil 4D).
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Sekil 2. Agr teorileri (38). A. Ozgiilliik teorisi B. Yogunluk teorisi C. Pattern teori D. Kap1
kontrol teorisi (DKG, dorsal kok gangliyonu; SG, substantia gelatinosa; T, transmisyon; WDR,
genis dinamik alan).
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2.1.6. Agr1 Mekanizmalari

Sekonder hiperaljezi, MSS i¢erisinde sensitizasyonu meydana getiren bir olgudur
(49). Bir hasar1 takiben C liflerinin tekrarli uyarimi, sekonder néronlarin membranlarinin
cevabini degistirerek merkezi sensitizasyona neden olur. Tekrarli uyaran artis1 veya tonik
stimulasyon ile C liflerinin yiiksek frekansta uyarimi (50), stimulasyon siddeti sabit kalsa
bile algilanan agrida bir artisa neden olacaktir. Bu spinal sensitizasyon dakikalar, saatler
ve hatta giinlerce devam edebilir. N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptorlerinin uzun
stireli aktivasyonu, hizli sekilde eksprese edilen genlerin (c-fos, c-jun) transkripsiyonunu

uyarir ve nosiseptorlerin sensitizasyonuna neden olur (51).

Temporal sumasyon, Ad ve C liflerinde sinyal iletiminde 6nemlidir. C liflerinin
yavag iletimi ile yiiksek frekanstaki stimulasyonlar, bu liflerde temporal sumasyonu
olusturur. Temporal sumasyon, Ad lifleriyle ilgili ilk agr1 algisin1 degistirmeden, C lif
aktivitesiyle ilgili olan ikinci agrinin algilanan yogunlugunda bir artigla sonuglanir.
Nosiseptif aktivite artisi, santral sensitizasyona neden olan omurilik ikinci néronunun

uyarilabilirliginde gegici bir degisiklik tiretir (52).

MSS'deki bir diger 6énemli fenomen, spasyal sumasyondur. Biiyiik bir bolgenin
uyarilmasi, daha kiigiik bir alanin uyarilmasindan daha fazla nosiseptdr toplayarak daha
siddetli agr1 algilamasina neden olacaktir. Hem wuyarict hem de inhibe edici

mekanizmalarin uyardig1 yiizey alaninda artis meydana gelir (53).
2.1.7. Spinal Kord

Ad ve C lifleri sinyallerini omurilige tasidiginda, burada ilk olarak dorsal
boynuzda ikinci sira ndronlarla sinaps yapar (54). Omurilige gelen hem nosiseptif hem
de nosiseptif olmayan afferentler, ikinci sira noronlarla {ist merkezlere projekte olmadan
once nosiseptif sinyali modiile eden inhibitdr ve eksitatdr internéron agi ile sinapstik

baglanti kurar (49).

Sekonder ndronlar iki sinifa ayrilir: Nosiseptif spesifik ndronlar ve WDR néronlar
(49). Nosiseptif spesifik noronlar, sadece nosiseptif stimulasyona cevap verir. Ad ya da
Ab ve C liflerinin kombinasyonu ile uyarilar1 iletmesine bagli olarak iki alt sinifa ayrilir
(51). WDR noronlar, zararsiz uyarandan nosiseptif uyarana degisen stimuluslara
kademeli olarak yanit verir. Hem zararsiz hem de nosiseptif uyaranlara cevap verme

kapasiteleri, Ad, C ve ayrica AP liflerinden bilgi almalari ile ilgilidir. WDR n&ronlarin
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reseptif alanindaki degisiklikler, iyon membran gegirgenligi ve ndronlarin desarj frekansi

agriin kroniklesmesinde 6nemli bir rol oynar (55).

Primer afferent lifler tarafindan iletilen agrili uyaranlar, omuriligin dorsal
boynuzundaki ndronlar tarafindan alinir. Dorsal boynuz, hem lokal internéronlar1 hem de
beyindeki daha yiiksek islem merkezlerine bilgi saglayan projeksiyon noéronlarini igerir
(25). Omuriligin ¢ekirdegindeki gri madde, duyusal bilginin islenmesi ve
entegrasyonunun ilk asamasin1 olusturan sinaptik sonlanmalarin ve hiicrelerin
matriksidir. Gri madde, Rexed (56) tarafindan topografik olarak 10 laminaya ayrilmistir
(Lamina I-X) (25).

D1s marjinal tabaka veya lamina I, kordun uzunlugu boyunca uzunlamasina
yerlestirilmis hiicrelerin dendrit aglarini igerir. Hiicrelerin ¢ogu interndronlardir, fakat
beyin sapi, talamus ve hipotalamusa aksonal projeksiyon yapan lamina I hiicreleri de
bulunur (57). Lamina II, veya temel olarak SG, projeksiyon néronlarin1 modiile eden hem
eksitator hem de inhibitor interndronlar igerir. Lamina II interndronlari, glutamat ve vy-
aminobutirik asit (GABA) gibi eksitator veya inhibitor nérotransmitterler sentezler (58).
Lamina Il ve IV, mekanik dokunma ve visseral nosiseptif bilgiyi ileten, spinoservikal ve
postsinaptik dorsal kolon yollarinin biiyiik projeksiyon ndronlarini ve interndronlari
igerir. Derin lamina IV ve VI’da, nosiseptif bilgiyi beyin sapi, talamus ve hipotalamusa
ileten projeksiyon noronlar1 ve interndronlar bulunur. Bu hiicrelerin projeksiyonlari
spinoretikiiler, spinotalamik ve spinohipotalamik yollart olusturur (59). Lamina X ve
bitisik laminalar III, IV, V, VII ve VIII otonomik islem alamidir. Bu bdélge, viicut
cekirdegindeki visseral ve somatik agri hakkinda bilgi ileten ikinci sira projeksiyon

noronlarini da igerir (60).

Nosiseptif bilgi tasiyan birincil afferent liflerin ¢ogu, omuriligin siiperfisiyal
dorsal boynuz lamina I ve II’yi innerve eder (Sekil 3). Somatik C lif afferent uglari,
omurilikte, esas olarak lamina I ve II'de sonlanir. Visseral C lifleri ise, ipsilateral lamina
L, 11, V ve X ve kontralateral V ve X laminalarinda genis 6l¢tide dagilir (61). Ad mekanik
nosiseptorler, ipsilateral lamina I, V ve X’da ve kontralateral olarak dorsal boynuzda
sonlanir. Agrili kutandz girdi, lamina I, IV ve V projeksiyon ndronlar1 tarafindan, talamus
ventral posterolateral nukleusa (VPL) ve posterior talamusa giden, ¢apraz spinotalamik
yola iletilir (62).
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Sekil 3. Nosiseptorlerin spinal kordda anatomik gosterimi (63). Somatosensor sinir hiicreleri,
spinal kolon ve medulla boyunca yer alan periferik gangliyonlarda bulunur. Nosiseptorlerin ¢cogu
kiigiik capli, miyelinsiz (C-lifleri, kirmizi) aksonlardir. Periferik afferentler deriyi uyarir (dermis
velveya epidermis) ve dorsal boynuz yiizeysel lamina I ve II'e yansir. A-lif nosiseptorler
miyelinlidir ve yiizeysel lamina I ve V'e projekte olur (mavi).

2.2. AGRI YOLAKLARI

2.2.1. Santral Cikan Yollar

Omurilikteki nosiseptif transmisyon ndronlari, beyindeki dorsal kolon ¢ekirdegi,
dorsal ve ventral mediiler retikiiler formasyon, dorsolateral pontin lokus seruleus/
parabrakial bolge, orta beyin periakuaduktal gri madde (PAG), medial ve lateral talamus
bolgesi, anterior pretektal nukleus, hipotalamus ve amigdala bolgesi de dahil olmak tizere,
beyindeki birgok duyu isleme bolgesine aksonal lif projeksiyonlar1 gonderir (64) (Sekil
4).
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Sekil 4. Agr sinyallerinin iletimi ve modiilasyonunda rol oynayan yollar (65). Primer afferent
néronlar, omuriligin dorsal boynundaki sekonder ndronlarla sinaps kurar. ikinci sira ndronlarin
aksonlar1 orta hatt1 gecip, talamusa, rostral ventromedial medulla (RVM) ve periakueduktal gri
madde (PAG) dahil medulla oblongata, pons ve orta beynin gesitli bolgelerine projekte olur.
Ugiincii sira noronlar, talamustan, agrinin duyusal-ayirt edici yonlerinden (siddet, lokasyon ve
nitelik) sorumlu olan somatosensoryal kortekse ve anterior singulat, insular gibi limbik kortikal
alanlara ve agrinin duygusal bilesenlerini iceren prefrontal kortekse projekte olur. Talamik
ndronlar ayrica, hem agr1 hem de &diil-motivasyon davranisina aracilik eden nukleus akkumbens
ile etkilesime giren amigdalaya yansir. Cesitli beyin bolgeleri, RVM'deki rafe nukleus araciligiyla
inen agr1 modiilator projeksiyonlar gonderen PAG’a ve lokus seruleusa lif gonderir (PAG,

periakueduktal gri madde; RMV, rostral ventromedial medulla)
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Birbirine paralel medial ve lateral agri yollart tanimlanmistir. Lateral agr1 yolagi
spinotalamik yol (STT), lateral talamus ve daha sonra birincil (SI) ve ikincil (SII)
somatosensoriyel kortekslere agrili uyaranin lokasyonu, niteligi ve siddeti hakkinda ayirt
edici bilgiyi iletir. Medial agr1 sistemi, agr1 olusumuna duygusal, motivasyonel ve
otonomik tepkileri aktive etmek igin, 6n singulat korteks dahil, limbik yapilarla
etkilesime giren orta hat beyin sapi, hipotalamus, amigdala, medial ve intralaminar
talamusa nosiseptif  bilgiyi iletir. Medial agr1 yolaklari, spinoamigdalar,
spinohipotalamik, medial spinotalamik ve spinoretikiiler yolaklar1 igerir ve 6n singulat,

prefrontal ve insular limbik kortekslerle baglantilar1 bulunur [65].

2.2.1.1. Spinotalamik Yol

STT ndronlari, duyusal bilgi i¢in biiylik bir entegrasyon bolgesi olan talamusa
spinal korddan nosiseptif bilgi saglayan primer role hiicreleridir. Ayni viicut bolgesinden
gelen dokunsal bilgiler, ayn1 talamik néronlara konverje olur. Lateral talamusta bu bilgi
alimy, spesifik viicut bolgesinin kortikal gosterimi tizerine, bilginin spesifik lokalizasyonu
icin somatotopik kodlama saglar. Bu, nosiseptif bilginin kdkeninin tam olarak
belirlenmesini saglar. Agrili kutandz ve sicaklik girisi alan STT hiicreleri, biiyiik oranda
lamina I'de yer alir ve lamina IV ve V dorsal boynuz noronlarinda da bulunur (62). Diger
STT noronlari derin dorsal boynuz ve ara bolge (lamina X) boyunca ve ventral boynuzun
lamina VII'sinde yayilir. Derin laminalardaki STT hiicrelerinin ¢ogu, hem kutan6z hem

de visseral nosiseptif bilgi alirlar (66).

STT hiicrelerinin aksonlari, spinal orta hat boyunca karsiya gecer ve beyaz
maddenin anterolateral ya da ventrolateral kisminda medulla ve ponsdan gegerek yukari
cikar. STT hiicrelerinin aksonlar1, posterior ventrobazal talamik komplekste lateral olarak
veya medial ve intralaminar talamusta medial olarak sonlanir. Lamina I STT ndronlari,
talamusun ventral posteriyor ve medial dorsal nukleusunun yanisira, talamusun ventral
medial nukleusunun posterior kisminda sonlanmasi igin orta lateral funikulusa aksonal

projeksiyonlar gonderir (67).
2.2.1.2. Postsinaptik Dorsal Kolon Yolu

Omurilik dorsal kolonu, postsinaptik dorsal kolon ndronlarmin ve ayrica
dokunma, basing ve titresim duyusunu ileten birincil afferent néronlarin, ilk sira ¢ikan

aksonlarini icerir. Ikinci sira projeksiyon ndronlari, agrili visseral inputlara cevap verir.
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Bu hiicrelerin birgogunun hiicre gévdeleri, lamina III ve IV’de bulunur (68), ancak lamina
X'da da bulundugu gosterilmistir (69). Postsinaptik dorsal kolon ndéronlari, dorsal
medulladaki dorsal kolon g¢ekirdeklerine caprazlasmadan dogrudan projeksiyonlar
gonderir. Sakral spinal seviyedeki hiicreler, grasilis ¢ekirdeginde sonlanir ve torasik
spinal seviyelerdeki hiicreler hem grasil hem de kuneat ¢ekirdeginde son bulur. Lamina
X postsinaptik dorsal kolon noronlari, visseral nosiseptif bilgiyi talamusa iletir ve deriden
ve diger somatik yapilardan nosiseptif bilgi alan, ayni talamik hiicrelerin bazilar ile

birlesir (70).
2.2.1.3. Spinoretikiiler Yollar

Omurilikten gelen birgok projeksiyon aksonu, inen agr1 modiilasyonu, otonomik
cevap, uyari yaniti, kagis cevabi ve limbik ve kortikal aktivasyon dahil olmak {izere,
agriyla iligkili aktivitelerde yer alan beyin sapi bolgelerine dogrudan ve kollateral
innervasyon saglar. Toplu olarak, bu noronlar spinoretikiiler sistem olarak adlandirilir.
Bu biitiinlestirici bolgeler, agri durumunu belirleyen karsilikli yliksek beyin baglantisiyla,

nosisepsiyon tizerindeki uyarici ve inhibe edici néronal etkileri modiile eder (57, 71).

Dorsal spinomediiller yol, lamina I, IV ve X'daki hiicrelerden dogar ve dorsal
medullanin kuneat ve solitar c¢ekirdegine, dorsal mediiller retikiiler formasyonun,
retikiilaris dorsalis ¢ekirdeginde bilateral olarak sonlanir (72). Bu ¢ekirdek, azalan
inhibisyonun dengelenmesinde ve nosiseptif islemlerin kolaylastirilmasinda aktif beyin

sap1 bolgesidir (73).
2.2.1.4. Spinotalamik, Limbik ve Kortikal Baglantilar

Agrniya genellikle, aci, endise, dikkat ve uyarilma, kalp hizi ve kan basincinin
artmasi, endokrin ve otonomik tepkilerdeki degisiklikleri iceren duygusal tepkiler eslik
eder. Medial ve lateral agri yollari, duygusal ve ayirt edici agr1 hissi olusturur.
Ventrolateral STT, agr1 ve sicaklik, somatotopik lokalizasyon ve kutandz agrinin siddeti

ve niteligi hakkinda spesifik olarak ayirt edilmesinde bilgi saglar.

Spinohipotalamik ve spinoamigdalar yolaklar, agriya verilen otonomik ve
duygusal cevaplarlailgilidir (74). Bu yolaklarin ¢ikan aksonal projeksiyonlari, esas olarak
spinal kord lamina I ve X’dan kaynaklanmaktadir ve lateral hipotalamus ve amigdalanin

merkezi c¢ekirdeginde sinaps yaparlar. Her iki bolge de antinosiseptif etkilere, ayrica
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medial talamus ve limbik sistemin diger boliimleriyle baglantilar yoluyla nosiseptif

girdilere, otonomik ve duygusal (affektif) tepkilerde rol oynar (25).
2.2.2. inen Yollarin Agr1 Modiilasyonu

Davranigsal, elektrofizyolojik ve morfolojik calismalara dayanan bulgular
antinosisepsiyonun, rostral ventromedial medullaya (RVM) ve omurilige iletilen PAG
yoluyla gerceklestigini gostermistir. Daha sonraki bulgular, siirecin daha karmasik
devrelere aracilik ettigini agiga ¢ikarmistir. Kapsamli davranissal ve elektrofizyolojik
caligmalar, bulbospinal kolaylastirict projeksiyonlarin ve 6zellikle RVM'den inen
yollarin, dokunsal ve termal hiperestezi sagladigini gostermistir (75). RVM, orta hat rafe
sistemi ve bitisik ventral retikiiler formasyondan olusur. Dorsolateral ponsun
noradrenerjik noronlar1 ve nukleus rafe magnus arasindaki eksitatér SP ve inhibitor

enkefalinerjik baglantilar, inen agr1 kontrol sisteminin ana kismin1 olusturur (76).

Nosiseptif siirecin kolaylastirict ve inhibe edici modiilasyonunun olugmasinda,
inen kontrol sistemlerin supraspinal devresindeki spesifik norotransmitterler rol oynar.
Dorsolateral ponstan omurilige inen noradrenerjik girisin akut agrili uyaranlara verilen
yanitlar1 sinirladigi gosterilmistir. Ancak, lokus seruleusun inhibe edilmesi, uzun siireli
nosiseptif aktivasyon saglamistir (77). Spinal nosisepsiyonun inhibisyonu, inen aksonal
projeksiyonlar yoluyla PAG'dan baglar (78). Dorsolateral ponslarda noradrenerjik ve

serotonerjik hiicre gruplar1 omurilige inhibe edici geribildirim saglar.

Analjezi sisteminde PAG’dan koken alan pek ¢ok sinir lifi sonlanmasi enkefalin
salgilar. Rafe magnus nukleusunda sonlanan liflerin gogundan enkefalin serbestlenir. Bu
nukleustan koken alan ve omuriligin dorsal boynuzunda sonlanan lifler, serotonin salgilar
ve lokal omurilik néronlarinin enkefalin salgilamasina yol acar. Enkefalin hem C tipi hem
de AJ tipi liflerin dorsal boynuzda sinaps yaptiklar1 yerde, presinaptik ve postsinaptik
inhibisyona yol agar. Boylece analjezi sistemi ile agr1 sinyalleri omurilige ilk giris

noktasinda bloke edilir (79) (Sekil 5).
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Sekil 5. Endojen agr1 modiilasyon sistemi (80). PAG’dan ve tigiincii ventrikiile yakin bolgelerden
inen yollar, ventromedyal medulladaki néronlardan NA ve 5-HT salimimi ve omurilikte agri
sinyallerini baskilayan enkefalin salgilayan ndronlarin varligi gosterilmistir (5-HT, Serotonin;
NA, Noradrenalin; PAG, Periakuaduktal Gri madde)
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2.3. AGRI OLCUMUNDE KULLANILAN DENEYSEL MODELLER

Deneysel agr1 aragtirmalarinda amag¢ ya agrinin Ozelliklerini ve dogasini
aciklamaktir ya da herhangi bir maddenin agrinin algilanmasi iizerine olasi etkisinin
arastirilmasidir. Hayvanlarda agri esiginin ve analjezinin degerlendirilmesi oldukca
zordur. Agr1 kavraminin tek basina subjektif olmasinin disinda, hayvan davraniglar ile
iliskilendirilmesi hala yeterince tanimlanabilmis degildir. S6zli olarak kendini ifade
edemeyen hayvan, benzer durumlarda benzer motor davranislarla kendini ifade edecektir.
Yanit ¢ogu kez basit bir refleks, bazen vokalizasyon veya kagma olabilir. Onemli olan bu
davraniglarin, dogru degerlendirilerek hayvanin agriyr ne zaman algiladigini tespit

edebilmektir (81).

2.3.1. Termal Uyaranin Kullanildig1 Testler
Tail-Flick ve Tail Iimmersiyon Testleri:

Tail-flick testi ilk kez D’ Amour ve Smith tarafindan 1941°de (82), tail immersiyon
testi ise Ben-Bassat tarafindan 1959’da (83) tanimlanmistir. Tail-flick testinde hayvanin
kuyrugunun belirli bir noktasina radyant 1s1 uygulanir. Hayvan agriyr hissettigi an
kuyrugunu ceker ve bir fotosensor araciligiyla devre kapanir. Uygulamanin basladig
andan itibaren, kuyrugun 1s1 uygulanan noktadan ¢ekilmesine kadar gecen siire tespit
edilir. Kuyruk ¢ekme siiresi olarak degerlendirilen bu spinal refleks, o hayvanin agri
esigini belirler. Test, spinal nosiseptif refleksin degerlendirilmesinde kullanilir. Bir
farenin normal reaksiyon siiresi, ortalama 2 ila 10 saniye arasinda degisir. Doku hasarina
sebep olacagi i¢in radyant 1sinmn 15 saniyeden fazla uygulanmasi tavsiye edilmez. Bu

nedenle uygulama i¢in mutlaka bir sonlandirma siiresi (cut-off time) belirlenmelidir (84).

Tail immersiyon testinde ise, hayvanin kuyrugu bir termostat vasitasiyla sabit
1sida tutulan suya (veya prensip olarak <0°C’da sivi olarak kalabilen herhangi bir
soliisyona) batirilir. Kuyrugun sicak suya batirilmasi birkag¢ saniye i¢inde kuyrugun bazen

de tiim bedenin ¢ekilmesi ile sonlanir. Reaksiyon siiresi hayvanin agr1 esigini belirler
(84).

Hot-Plate Testi:

Eddy ve Leimbach tarafindan, 1953 yilinda gelistirilmistir (85). Hot-plate testi
temel olarak 50-56°C’ye 1sitilmis bir yiizeyden (bakir veya aliiminyum) olusur. Hayvanin

isitilan  ylizey iizerinde belli bolge simirlarinda kalmasi i¢in hareket kabiliyetini
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simirlamayacak biiylikliikte cam veya pleksiglas silindirler kullanilir. Yiizeye farenin
birakilmasindan, hayvanin arka ayagmi g¢ekmesine kadar gecen siire tespit edilir.
Davranis sadece arka ayagin c¢ekilmesi olabilecegi gibi ayak c¢ekme ve yalama,
tekmeleme, sallama, dansetme veya sigrama seklinde de olabilir. Daha az siklikla hayvan
sadece On ayaklarini yalayabilir veya on ayaklarla baslayan reaksiyon arka ayagin
yalanmasiyla sonlanabilir. Bir farenin normal reaksiyon siiresi, ortalama 5 ila 20 saniye
arasinda degisir. Doku hasarina sebep olacagr igin test 30 saniyeden fazla

uygulanmamalidir (86).

2.3.2. Mekanik Uyaranin Kullanildig: Testler
Ayak Cekme Testi (Paw Withdrawal/ Paw Pressure Test):

1957 yilinda, Randall ve Selitto tarafindan gelistirilmistir (87). Mekanik uyaran
hayvanin pengesine (metatarsal arasinda bir noktaya), bir pedal yardimiyla giderek artan
oranda basin¢ uygulanir. Hayvanin gésterecegi tepki davranisi ile uygulama sonlandirilir.
Temel yanit vokalizasyondur, ¢ogu kez vokalizasyona ayak ¢ekme davranist da eslik
eder. Bu model akut agr1, kronik agri, ndropati ve uzun siireli inflamasyonun eslik ettigi

hiperaljezi durumlarinda kullanilir.
Kuyruk Sikistirma Testi (Tail Pinch/Tail Clip Test):

Haffner tarafindan 1929’da tanimlanmistir (88). Uygulanan basincin biiyiikliigiine
bagli olarak, ya ¢ok kisa siirede (<2 saniye) ya da daha uzun siirede kuyruga/klipse tepki
gosterilir. Aragtirmada farkli siddette uyart saglayan farkli klipsler ve belli bir Klips ile

esik/esik st siire tespit edilebilir.
2.3.3. Kimyasal Uyaranin Kullanildig: Testler:

Karin Germe/Kivranma (Writhing) Testi:

1950’lerde tanimlanmis ve siklikla kullanilmisg bir testtir. Temel davranis,
fenilkinon veya asetik asit gibi enjekte edilen maddeye kars1 karin kaslarinin kasilmasi
ve onu izleyen arka ayaklarda ekstansiyondur. Daha ¢ok zayif analjezi potansiyeli olan

maddelerin etki giiciinii tespit etmekte kullanilir (89).
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Formalin Testi:

1977°de Dubuisson ve Dennis tarafindan gelistirilmistir (90). En ¢ok kullanilan
kimyasal uyarandir. Yiizde 37°lik formalin soliisyonu subkutan olarak arka ayagin dorsal
veya ventral ylizeyine enjekte edilir. Enjeksiyonu izleyen temel davranis, hayvanin

ayagini yalanmasi ve/veya isirmasidir (91).

2.4. OPiOID ANALJEZIKLER

Opioidler, agr1 ve ilgili hastaliklarin tedavisinde kullanilan en yaygin ve etkili
analjeziklerdir. Opiatlar, agr1 tedavisi i¢in binlerce yildir kullanilmaktadir. Son yiizyilda,
reseptor farmakolojisi ve tibbi kimya alaninda dogal olarak olusan opioidlerden elde
edilen opiatlarin gelistirilmesinde biiyiilk adimlar atilmistir. Opioidler, agrinin yanisira,
ishal, oksiiriik, ameliyat sonrasi agr1 ve kanser de dahil olmak iizere bir¢ok rahatsizligin

tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (92).

Merkezi sinir sisteminde opioid baglanan bolgeler ve endojen opioidler, izole
beyin dokuda radyo ligand kullanilarak, memeli beyin dokusunda 1970’li yillarda
gosterilmistir (93). Endojen opioid sistem, farkli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir.
Endojen opioid peptitler proopiomelanokortin, proenkefalin, prodinorfin ve
pronosiseptin/orfanin FQ 4 prokiirsorlerinden olusur. Her biri, opioderjik noronlarmn
sinaptik terminallerinden salinan biyolojik olarak aktif peptitleri olusturur. Bu peptitler
opioid ve opioid hedef noronlarin pre- ve postsinaptik membranlarinda bulunan opioid

reseptor ile etkilesime girerek fizyolojik etkilerini gosterir (94).

Opioid sistemler, agri davranigi ve antinosisepsiyon modiilasyonunda kritik
oneme sahiptir. Opioid analjezikler, cerrahi miidahale ya da hastalikla iliskili akut ve
kronik agriy1 tedavi etmek icin yaygin kullanilir. Opioidlerin solunum depresyonu,
sedasyon, kusma, 6fori ya da disfori, gastrointestinal sistemde motilite azalmasi ve kasinti

gibi ¢esitli yan etkileri vardir (95).
2.4.1. Opioid Reseptorler

Opioid peptidler ve reseptorleri, 6diil ve duygularla iligkili beyin yapilarini igeren
merkezi sinir sisteminin bolgelerine ek olarak, nosiseptif noral devre boyunca eksprese

edilmistir. Bugiine kadar dort farkli opioid reseptor sistemi Mu (), Delta (9), Kappa (x),
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Nosiseptin/Orfanin FQ reseptorleri (NOR/ORL1) ve genleri, hiicresel, molekiiler ve
farmakolojik seviyelerde tanimlanmistir (96, 97) (Tablo 3).

Tablo 3. Opioid reseptor alt tipleri, lokasyonu ve fonksiyonlari

Reseptor Alt tip Lokasyon Fonksiyon
Mu (p), MOR pl, p2, u3 Korteks Analjezi
Talamus Intestinal motilite
PAG Solunum depresyon
Spinal kord Fiziksel bagimlilik
Periferik duyu néronlar1 Ofori
Intestinal yol Miyozis
Vazodilatasyon
Delta (6), DOR o1, 82 Pontin nukleus Analjezi
Amigdala Konvulsan etkiler
Olfaktor bulb Antidepresan etkiler
Periferik duyu ndronlart Fiziksel bagimlilik
Kappa (K), KOR k1, k2, k3 Beyin Analjezi
Hipotalamus Depresyon
PAG Disfori
Spinal Kord Miyozis
Periferik duyu néronlari Noroprotektif
Sedasyon
Stres
Nosiseptin Reseptor, = ORL1 Korteks Istah
NOR Hipokampus Anksiyete
Amigdala Depresyon
Hipotalamus
Spinal kord

Opioid reseptorleri, G protein bagh reseptor (GPCR) siiperfamilyasina ait, 7 kez
membrani kat eden serpentin reseptorleridir. GPCR'ler, kisa loplar ile birbirine bagh yedi
hidrofobik transmembran alani igerir ve ekstraselliiler bir N-terminal alan1 ve intraselliiler
C-terminal kuyrugundan olusur. Mu, delta ve kappa reseptorleri, transmembran bolgeleri
ve intraselliiler loplari ile olduk¢a homologtur. Ancak, hiicre dis1 loplar1 ve N- veya C-

terminal kuyruklar biiyiik 6l¢iide farklilik gosterir (98).
2.4.2. Opioid Reseptor Alt Tipleri

2.4.2.1. Mu Opioid Reseptor (MOR)

Opioid reseptor ligandlar1 ile yapilan farmakolojik ¢alismalar, opioidlerin
terapotik ve yan etkileri ile ilgili, primer medyatdr olarak MOR reseptoriinii
tanimlamistir. MOR, GPCR siiper ailesine ait transmembran bir proteindir ve pl, p2 ve

u3 olarak ii¢ reseptor alt tipinden olusur. MOR serebral korteks, amigdala, kaudat
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putamen ve PAG'da yogun bulunur. MOR, omuriligin dorsal boynuzunda, primer afferent
ndronlar lizerinde presinaptik terminallerde lokalizedir ve Ad ve C liflerinden gelen agr1
uyarilariin  transmisyonunu Onler (99). MOR'lar, ayrica immiin fonksiyon,
termoregiilasyon, kalp, vaskiiler sistem, gastrointestinal sistem ve endokrin sistem

tizerinde de etkilidir (100).

2.4.2.2. Kappa Opioid Reseptor (KOR)

KOR (x1, k2, k3), klonlanan opioid reseptor alt tiplerinden ikincisidir. Agr1 algisi
ve bilinci, ruh hali ve motor kontrol iizerine etkilere sahiptir. KOR agonistleri, giiglii
analjezik ajanlardir ve klinikte siddetli ve kronik agrinin tedavisinde kullanilir. KOR
agonisti ile yapilan klinik deneylerde, disfori, sedasyon ve ditirez gibi yan etkilere neden
olmustur (101). KOR agonistlerinin, glutamat salinimini Onlemesinden dolayz,
noroprotektif aktiviteye sahip olabilecegi one siirlilmiistiir. KOR agonistlerinin olumsuz

etkileri, etkili klinik kullanimlarini sinirlamistir (97).

2.4.2.3. Delta Opioid Reseptor (DOR)

DOR (381, 82), ilk klonlanan opioid reseptordiir ve beyin korteksi, nukleus
akkumbens, amigdala ve kaudat putamende yogun bulunur. Bu reseptorler, opioidlerin
hem spinal hem de supraspinal bolgeler yoluyla analjezik etkilerine katilir. DOR
agonistlerinin, ayrica bagirsak peristaltik hareketlerini azalttigi ve solunum sistemi
izerine de yan etkilere neden oldugu 6ne siiriilmistiir (102). DOR nakavt fareler ile
yapilan caligmalarda, lokomotor aktiviteyi artirdiklart ve depresif ve anksiyojenik

davranis sergiledikleri bildirmistir (103).

2.4.2.4. Nosiseptin Orfanin FQ Reseptorleri (NOR/ORL1)

NOR (ORLI1 reseptorleri), opioid reseptor ailesinin en geng iiyeleridir. NOR,
dopamin (DA) endojen antagonisti olarak gorev yapar ve agri iletimi, beslenme, hafiza,

Ogrenme, stres ve kaygi diizenlenmesi gibi bir¢ok beyin aktivitesinde rol oynar (104).

NOR’un hiperaljezik veya anti-analjezik etkiye sahip oldugu gosterilmigtir. NOR
agonistleri, supraspinal olarak uygulandiginda pronosiseptif etkiler iiretir. Ancak, yiiksek
dozlarda spinal uygulanan NOR agonistleri, analjeziye neden olur. NOR agonistlerinin
anti-analjezik etkisinin, endojen opioidlerin inhibisyonuna neden olan supraspinal

hiperaljezik etkisi ile olustugu ileri siiriiliir (105).
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2.4.3. Opioid Reseptorlerin Molekiiler Mekanizmasi

Opioid reseptorlerin, endojen ve eksojen agonistler tarafindan aktivasyonu ile Ga
ve Gy alt birimleri birbirlerinden ayrisir ve ¢esitli hiicre ici effektor yolaklar tizerine etki
eder. Guanozin trifosfat (GTP) gibi guanin niikleotidleri, modiile edilir ve GTPaz
aktivitesi uyarilir (106). Ayrica, opioid reseptorlerin uyarilmasi ile GPCR’ler siklik
adenozin monofosfat (cAMP) iiretimini inhibe eder. Opioid reseptorlerin, cAMP sinyal
yolagi inhibisyonu, G protein alt tipi Goi'ye baglh olarak gergeklesir (107).

Opioid reseptérii sinyal iletiminde, Ca*? ve K" iyon kanallar1 modiile edilir.
GBy'dan Gai ayrismasmin ardindan, Gao protein alt birimi dogrudan G protein kapili
potasyum kanali K3 ile etkilesime girer. Kanal deaktivasyonu, GTP'yi guanozin
difosfata (GDP) hidroliz eder ve Gp, kanaldan ayrilir. Bu islem, hiicresel
hiperpolarizasyona neden olur ve tonik noéral aktiviteyi inhibe eder. Opioidlerin noral
uyarilabilirlik iizerindeki inhibitor etkilerine, G proteini ile regiile olan potasyum kanali

(Kir3) aracilik eder (108) (Sekil 6).

Dért opioid reseptorii aktive oldugunda, Ca*? akimlarinda bir azalmaya neden
olur. Opioid reseptoriin indiikledigi kalsiyum iletkenligi inhibisyonuna, G, alt biriminin
dogrudan kanala baglanmasi aracilik eder. Opioid agonistlerinin akut uygulamasi,
sinaptik vezikiiller ve sinaptozomlardaki Ca*? igerigini azaltir (109). Ayrica, p-, 8 ve k
opioid reseptorlerinin aktivasyonu ile adenilat siklaz (AC) aktivitesi inhibe edildigi i¢in,

cAMP'ye bagh Ca*? akis1 da azalir (92).

U, 0 ve k opioid reseptorlerinin fosforilasyonu, arrestin 2/3 aracili meydana gelir.
Arrestin molekiilleri, reseptor aktivasyonu ve duyarsizlagsmasini regiile etmek igin
fosforlanmis reseptorleri baglayan anahtar proteinlerdir. Opioid reseptorleri, arrestin-2
(B-arrestin 1) ve arrestin-3 (B-arrestin 2) baglanmasiyla diizenlenir. Arrestin molekiilii

reseptorlerin internalizasyonunda araci rol oynar (110).

Bir opioid reseptoriin fosforilasyonu, arrestin ve hiicresel tolerans
mekanizmalarina iligkin aktivasyonu mitojen aktiviteli protein kinaz (MAPK) sinyal
yolagi ile gergeklesmektedir (92). MAPK yolagi, hiicre i¢i ve hiicre dig1 sinyalleri aktarma
kapasitelerine sahip, hiicresel tepkileri yonlendiren cesitli sinyal kaskadlaridir (111).
MAPK ailesi, ekstraselliiler sinyal regiile kinaz 1 ve 2 (ERK 1/2), ¢c-jun n-terminal kinaz
1-3 (JNK1-3) ve p38 (a, B, v, 0) kinaz igeren 12 ila 15 gen {iriniinden olusur.
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Sekil 6. Opioid reseptor sinyal mekanizmasi (92). Opiod reseptérii sinyal iletim yolagi sirasiyla
gosterilmistir. Genel olarak, dort opioid reseptdr alt tipinin tiimil (mu (p), delta (8), kappa (k) ve
opioid reseptorii benzeri-1 (NOR)) bu ortak yollar1 paylasir. Her bir opioid reseptoriindeki segici
ligandlar, opioid reseptorlerinin, bu sinyallesme olaylarinin bir veya daha fazlasi yonlendirir.
Oklar, aktivasyon adimlarmi, T ¢izgileri, blokaj veya fonksiyon inhibisyonunu gosterir (B, G
protein B-, altbirim; cAMP, siklik adenozin monofosfat; ERK, ekstraselliiler sinyal regiile kinaz;
JNK, c-jun N-terminal kinaz; MAPK, mitojen aktiviteli protein kinaz; P, fosforilasyon)

En ¢ok incelenen opioid kaynakli MAPK kaskadi, ERK 1/2'dir. Opioid reseptor
stimiilasyonunun astrosit kiiltiirlerinde ve transfekte edilmis hiicre hatlarinda ERK 1/2
fosforilasyonunu baslattig1 gosterilmistir. JNK MAPK yolu, stres, iltihaplanma, sitokin
aktivasyonu ve noropatik agri gibi ¢evresel tetikleyiciler tarafindan aktive edilir (112).
GPCR'ler ve opioid reseptorleri tarafindan JNK aktivasyonu ayrintili olarak
incelenmemis, ancak tiim opioid reseptorii alt tiplerinde gosterilmistir (113). p38 MAPK
yolagi ise cevresel stres ve iltihaplanmada onemli bir rol oynar ve sitokin {iretimi ile
aktive olur. Opioid-indiiklii p38, iyon kanallarinin modiilasyonu ve transkripsiyon

faktorlerini iceren birkag potansiyel hedefe sahiptir (114).
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2.4.4. Opioid Tolerans Mekanizmasi

Opiat ila¢ formiilasyonlari, agr ile iliskili akut, kronik ve kansere bagl ¢esitli
tedavilerde etkili olmustur. Opioidlerin klinik faydasi, yan etkilerinden dolay1 sinirlidir.
Opiatlarin periferik (kabizlik, idrar retansiyonu, iirtiker, bronkospazm) ve merkezi etkileri
(mide bulantisi, sedasyon, solunum depresyonu, hipotansiyon, miyozis) en sik goriilen
yan etkileridir (115). Opioid tolerans, Klinikte analjezik etkilerini korumak i¢in dozu
arttirma ihtiyaci olarak tanimlanmaktadir. Bununla birlikte, dozdaki bu artis, yukarida
belirtilen yan etkilerin kalic1 sorununu daha da artirabilir. Bu siirekli analjezi ve yan
etkiler dongiisii, opioidlerin klinikte kullanilmasinin en biiyiik zorluklar1 arasindadir. Bu
klinik problemler, opioid reseptdr toleransi, regiilasyonu ve sinyal iletiminin molekiiler
ve farmakolojik mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi i¢in devam eden ihtiyaci daha da

vurgulamaktadir (92).

Opioid toleransinin iki ana teorisi, opioid reseptorlerindeki degisiklikleri igerir.
[lk teori, reseptorlerin, opioidlere uzun siire maruz kalmasiyla reseptor aktivasyonunun
azalmas1 veya reseptor duyarsizlagmasi meydana gelmesidir. Diger teori ise, opioid

reseptor down-regiilasyonudur (116).

Duyarsizlagma mekanizmasi, opioid reseptorlerinin fizyolojisindeki degisiklikleri
igerir. Opioid reseptore baglandigi zaman, G proteinlerinin aktivasyonu, agr1 yollarindaki
noronlarin hiicre zarlar1 boyunca uyarilabilirliginin azalmasina yol acar. cAMP azalir,
Na* ve Ca*? kanallar1 baskilanir ve analjezi meydana gelir. Zamanla, G protein aracili
mekanizmadaki degisiklikler, opioid reseptorde olusan duyarsizlagsma ile analjezinin
azalmasima neden olur (117). Reseptor duyarsizlasmasi, sicanlarda morfin tolerans ile

iliskilendirilmistir (118).

Opioid toleransindan sorumlu olduguna inanilan, ikinci bir mekanizma, opioid
reseptOriiniin hiicre zarinda internalizasyonu ile olusur. Opioid reseptorlerin yogunlugu,
endositoz ile kontrol edilir. Burada hiicre zar1, reseptoriin etrafini kapatir, etkili bir sekilde
reseptOriin etrafinda bir hiicre zar1 olusturur ve hiicre igine ¢eker. Reseptor intraselliiler
ortama girdikten sonra, fonksiyonunu kaybeder ve down-regiile olur. Down-
regiilatdrlerden (B-arrestin2) yoksun olan hayvanlarda, morfin kaynakli analjezi devam
ederken, bu down-regiilator bulunmasi, analjezik etkilere kars1 "tolerans" gelistirmistir
(110).
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Reseptor duyarsizlagtirmada B-arrestin rolii, uzun siireli analjezi gelisen B-arrestin
nakavt farelerde tanimlanmistir (110). B-arrestin, klatrin ortiilii gukurlarda klatrin reseptor
kompleksini baglayan adaptor proteinlerini alarak endositoz ile tolerans1 modiile edebilir.
Internalizasyonun ardindan, reseptdr, resensitize edilmis bir reseptdr olarak plazma
membranina geri doniistiiriiliir veya yikim i¢in lizozoma gonderilir. Bu nedenle, agonist
baglanmasi, antinosisepsiyon ve tolerans baslangicina aracilik eden ¢esitli hiicresel

adaptasyonlara neden olur (119).

Kronik opioid kullanimi ile ayrica, adenilat siklaz aktivasyonu ile cAMP
yolaginin uyarilmast, iyon kanali iletkenliginde degisiklikler, ndrotransmitter saliniminda
artis ve CREB fosforilasyonu ve ekspresyonundaki degisimler ile gen ekspresyonunun
degisimi meydana gelir (120). Opioidlerin dogrudan etkilerine ek olarak, dopamin,
serotonin ve glutamin gibi norotransmitterler, opioid toleransi ve antinosisepsiyon
mediyatdrleri olarak da gdsterilmistir (121-125). Ozellikle, NMDA duyarli glutamat
reseptori lizerinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. MOR ve NMDA reseptor sistemleri
arasindaki iliski, kismen merkezi dokularda ortak lokalizasyona sahiptir (126). Glutamat
ve inorganik iyonlarin sinaptik araliktaki konsantrasyonlarinda kiigiik degisiklikler, Ca*2
akigina izin verir ve L-arjinin'den nitrik oksite (NO) doniistiiren noronal nitrik oksit
sentazi (NOS) aktive eder. Son olarak, NO, toleransta aract bir medyatér olan guanil
siklaz yoluyla, GTP'nin, siklik guanozin monofosfata (¢cGMP) doniisiimiine aracilik eder.
Kronik opioide maruz kalma, opioid toleransinin gelismesine katkida bulunan hiicre igi
Ca*2, NO ve cGMP seviyelerini artirarak, NMDA reseptor fonksiyonunu arttirir.
Antinosisepsiyonu artirmak ve toleransi geciktirmek i¢cin NMDA reseptor
antagonistlerinin veya L-argininden NOS iireten inhibitorlerin kullanilmasinin etkili

oldugu kanitlanmustir (127).

Spinal kord seviyesinde meydana gelen birkac patojenik siire¢, opioid tolerans
gelisimine katkida bulunmaktadir. NO ve siiperoksit tlirevli peroksit nitrit iretimi asiri
DNA hasarina neden olan oksidatif stresi, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin
salimimin igerir ve ndronal apopitozisi indiikler. Antinosiseptif tolerans gelisiminde,
proinflamatur sfingolipit seramidin de dnemli bir sinyal mediatorii oldugu gosterilmistir
(128). Kronik morfin kullanim1 ile endojen proapoptotik mediatdrlerden biri olan seramid

tiretimi, TNF-a gibi sitokinlerin artmasina neden olur (129).
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2.5. SEROTONIN

Serotonin, (5-hidroksitriptamin, 5-HT) periferal ve MSS’de yaygin olarak
bulunan bir monaamindir. Serotonin, ilk 6nce enterokromaffin hiicreler tarafindan
sentezlenen bir ¢evresel vazokonstriktor madde olarak izole edilmistir. Merkezi sinir
sisteminde ve beyinde heterojen dagilimina gore nérotransmitter olarak islev gordigi

onerilmistir (130).

5-HT, MSS'de sinirli sayida noéronda (beyin sapindaki B1-B9 cekirdekleri)
sentezlenmesine ragmen, etkisi tim MSS'de yaygindir. Uyku/uyaniklik dongiisii,
lokomosyon, termoregiilasyon, istah, kognisyon, agri, migren, duygudurum Kontrolii,
depresyon, jeneralize anksiyete ve cinsel davranis kontrolii 5-HT’nin ana fizyolojik
Ozellikleri arasindadir. Periferde 5-HT, gastrointestinal peristaltizm, hemostaz ve kan
basincinin regiilasyonu gibi bir¢ok fizyolojik ve homeostatik siirece katilir. 5-HT ayrica
gastroenterik hastaliklar (irritabl barsak sendromu gibi) ve kardiyak aritmi, iletim blogu

veya valviiler fibroplazilerde rol oynar (131).

5-HT reseptor genlerinin asamali klonlanmasi ile 5-HT reseptorleri yapisal ve
transmisyon karakterlerine gore 7 sinifa ayrilir (5-HT1.7) (132) (Tablo 4). 7 sif 5-HT
reseptoriiniin en az 15 alt tipi tanimlanmistir. 5-HT reseptdrleri heterotrimerik G protein
bagl reseptorlerdir (133). 5-HT1 reseptorleri (1A, 1B, 1D, 1E ve 1F) G; proteinlerine
bagli, adenilat siklazi inhibe eden reseptorlerdir ve hipokampus, bazal ganglionlar ve rafe
nukleusunda lokalizedir. 5-HT> reseptorleri (2A, 2B ve 2C), Gq protein reseptorii aracili
fosfolipaz C kaskad1 aktive eder ve korteks, hipokampus, bazal ganglionlar ve medulla
spinalisde lokalizedir (134). 5-HT3 reseptorii, ligand kapili iyon kanallarina aittir (135).
5-HT3 reseptorleri, hem periferik hem de merkezi néronlarda, omurilikte substantia
jelatinosada, beyin sap1, korteks ve entorinal korteks ile hipokampus ve amigdala gibi
limbik bolgelerde bulunur (134). 5-HT4, 5-HTe ve 5-HT7 reseptorleri, Gs proteinlerine
baglanir ve adenilat siklazi aktive eder. 5-HT4 reseptorii alt tipleri temel olarak
hipokampus ve bazal gangliyonlarda, 5-HTe reseptorleri, hipokampus, amigdala, striatum
ve kortekste, 5-HT7 reseptorleri ise amigdala, hipokampus ve hipotalamustan eksprese
edilir. Ayrica, 5-HTs (5A ve 5B) reseptoriiniin alt tipleri ise hipotalamus, hipokampus,
serebellum ve kortekste lokalizedir ve Gi proteinlerine bagli, adenilat siklazi inhibe
ederek etkisini gosterir (97, 133).

31



Tablo 4.

Serotonin reseptdr alt tipleri yapisi, fonksiyonu ve karakteristik 6zellikleri

Reseptor

Reseptor
alt tipi

Kromozom/
Geni

Sinyal
Mekanizmasi

Lokasyon

Norotrasmisyon
Etkisi

Toropatik
Hedefi

5-HT1

5-HT1a

5-HT1s

5q11.2-g13

6q13

Gi, |cAMP
G-protein
bagimli-K* akis1

Gi, |cAMP

MSS, néron

MSS ve
baz1
periferik
sinirler

1 Asetilkolin
tNoradrenalin
tDopamin

I5-HT

1 Asetilkolin
|Glutamat
{Dopamin

Depresyon
Anksiyete/stres
Panik
Agresyon
Kognisyon
Depresyon
Anksiyete
Agresyon
Migren

Ilag bagimlilig

5-HT>

5-HTip
5-HT1e
5-HT1r
5-HT2a

5-HT2s

5-HT2c

1p34.3-36.3
6014915
3g11
13914921

2036.3—
2937.1

Xq24

Gi, |cAMP
Gi, |cAMP
Gi, |cAMP
Gg, 1PLC

Gg, 1PLC

Gq, 1PLC

MSS
MSS
MSS
Vaskiiler
diiz kas

Periferal

MSS,
koroid
pleksus

|Glutamat

1Glutamat
tDopamin

|Dopamin

Migren
Bellek
Migren
Depresyon
Anksiyete
Sizofreni
Kognisyon
Yeme
Bozuklugu
Uyku
Bozuklugu
Depresyon
Anksiyete
Uyku
Bozuklugu
Migren
Anksiyete
Obezite
Kognisyon

5-HT3

5-HT3

11g23.1-23.2
(A)

11g23.1 (B)
3427 (C/DIE)

Iyon iletkenligi
(K*, Nat,
C a+2)

Periferal ve
merkezi
noronlar

15-HT
tDopamin
[ Asetilkolin

Emezis
Anksiyete
Kognisyon

Ila¢ Bagimhlig
Analjezi
Kronik
Yorgunluk
Sendromu

5-HT4

5031933

Gs, TcAMP

GIS yollar,
MSS, kalp,
mesane

1 Asetilkolin
tDopamin

Kognisyon
Anksiyete

5-HTs

5-HTsaA

5-HTse

70936

2011-13 (fonk
siyonel degil)

Gi, |cAMP
Ca*? mobilizas
yon, K* akist
Gi, |cAMP

MSS

MSS

15-HT

Lokomosyon
Uyku

Lokomosyon
Uyku

5-HTs

1p35-36

Gs,TcAMP

MSS

| Asetilkolin
| Dopamin
|Glutamat

Kognisyon
Sizofreni
Depresyon
Anksiyete /Stres
Epilepsi
Obezite

5-HT7

10q21-q24

Gs,TcAMP

MSS

115-HT

Depresyon
Sizofreni
Uyku
Bozuklugu
Epilepsi
Kognisyon

(cAMP, siklik adenozin monofosfat; MSS, merkezi sinir sistemi; PLC, fosfolipaz C)
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2.5.1. Serotonin Reseptorlerinin Agr1 Modiilasyonu

Serotonin, ¢esitli akut ve kronik agri durumlarinda modiilator olarak rol oynar
(11). Periferde proinflamatuar mediyatorlerle (prostaglandinler, histamin, bradikinin,
laktik asit) birlikte, 5-HT inflamasyon agrisina katkida bulunan aktif komponentlerden
biridir.

5-HT noronlari inen agri yollarinin kontroline katkida bulunur. Rafe
nukleusundan kaynaklanan serotonerjik noronlar, agr1 yollarinin diizenlemesinde 6nemli
bir rol oynar (136). RVM noéronlar, dnemli kolaylastirici ve inhibe edici serotonerjik
projeksiyonlara yol agar. Rafe magnus, rostroventral medulla, nukleus
paragigantoseliilaris (nPGi) ve nPGi ventral kisimlarindan inen serotonerjik néronlar,
nosiseptif sinyali ileten spinal kordun dorsal boynuz laminasi ikinci sira ndronlarda
projekte olur. Spinal korda projekte olan serotonerjik noronlarin alt tipleri, birkag
noropeptit (SP, somatostatin, enkefalin, tiroksin salgilatict peptit), inhibitér (GABA) ve
eksitator (glutamat) amino asit norotransmitterler ile birlikte bulunur ve birlikte salinir

(137).

5-HT’nin sistemik (subkutan ya da intravendz) enjeksiyonu ise nosiseptif
noronlarda eksitasyon, sensitizasyon ve hiperaljeziye katkida bulunur (11). 5-HT’nin
periferal pronosiseptif rolii tartismalidir (138, 139). Ornegin formalin testine maruz kalan
sicanlarda, intratekal yolla diislik doz 5-HT enjeksiyonun antinosiseptif etkileri uyardigi,
yiiksek doz enjeksiyonun ise pronosiseptif etkileri indiikledigi bildirilmektedir (139). Bu
kompleks rol, periferal ve MSS’de eksprese edilen ¢esitli 5-HT reseptorlerinin bulunmasi
ile iligkilidir.

5-HT reseptorlerinin alt tiplerinin (5-HT17) aktivasyonu periferal, spinal ve
supraspinal bolgelerde agr1 sinyal mekanizmasi lizerine ¢esitli etkiler olusturmustur (16).
Hayvan modellerinde, 5-HT1g, 5-HT2c, 5-HT3 ve 5-HT4 reseptorlerinin 5-HT aracili
analjeziye katildigi onerilmektedir (14). Spinal 5-HT1a, 5-HT4 ve 5-HTs reseptorleri
nosisepsiyonu modiile etmezken, spinal 5-HTig ve 5-HT2a reseptorlerinin sinirh
antinosiseptif aktivitesi oldugu gosterilmistir (138). 5-HT.a ve 5-HTs agonistleri,
sicanlarda 5-HT-indiiklii hiperaljeziyi taklit etmis, fakat antagonistleri hiperaljeziyi
azaltmistir (140). Cesitli calismalar, 5-HT7 reseptoriiniin nosiseptif roliine isaret
etmektedir (138, 141). 5-HT7 reseptorlerinin, ¢esitli kronik agri modellerinde,

antinosiseptif etkileri gdzlenmistir (142).
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2.5.2. 5-HT3 Reseptorleri

5-HT3 reseptorii, 1991°de klonlanmistir ve ekstraselliiler N-terminal domainine
bagh sistein (Cys)-loop ve 4 transmembran domain (M1- M4) igeren, Zn-aktiviteli
pentamerik ligand kapili iyon kanal ailesinin bir iiyesidir. 5-HT3 reseptorleri, sodyum,
potasyum ve Kkalsiyum gegisine izin veren, iyonotropik 5-HT reseptor alt birimidir.
Stimiilasyon, iyon kanalinin agilmasina, katyon akisinin aracilik ettigi hizli bir membran
depolarizasyonuna neden olur. 5-HTz A, B, C, D ve E olarak kodlanan 5 alt tip genleri
klonlanmustir (143).

5-HT3 reseptorii, esas olarak beyin sapinda, kusma merkezi nukleus traktus
solitarius, area postrema, trigeminal sinirin spinal yolak nukleusunda ve omuriligin dorsal
boynuzunda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. On beyinde, amigdala ve hipokampus,

frontal, piriform ve entorinal kortekslerden diisiik seviyelerde eksprese edilir (144).

5-HT3 reseptor aktivasyonu, NO sentaz uyarilmasina ve cGMP'ye bagli Cl akisini
indiikleyen cGMP iiretimine neden olur (145) (Sekil 7). 5-HT3 reseptor aktivasyonu ile
fosfolipaz C aktivitesi artar ve noronal uyarim kuvvetlenir. 5-HTs reseptorlerinin
fonksiyonu lokalizasyonlarina baghdir. 5-HT3z reseptorleri aktivasyonu, sinir
terminalinde 5-HT, DA veya GABA gibi ¢esitli norotransmitterlerin salinimina yol

acarken (146), postsinaptik aktivasyonu hizli sinaptik iletimde rol oynar (147).

5-HT3 reseptorii, kusma, agri, inflamasyon, hiperaljezi, anksiyete, ila¢ bagimliligi
ve diger psikiyatrik bozukluklarin altinda yatan noronal mekanizmalarda rol oynar.
Ayrica 5-HTs3, gastrointestinal kanalda, peristaltizmi, sekresyonu ve motiliteyi regiile eder
(148). Enterik sinir sistemi igerisinde peristaltik ve sekresyon uyarici etkisinin, 5-HT3
antagonistleri (setronlar) tarafindan blokajinin, irritabl bagirsak sendromunu hafifletmek
icin Onerildigi ileri siiriilmistir. Bu ligandlarin ana terapotik uygulamasi, anti-kanser

tedavilerinin neden oldugu bulanti/kusmanin 6nlenmesidir (149).
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NO sentaz —» NO—> cGMP — Cl akisi

Sekil 7. 5-HT; reseptor sinyal yolagi (133). 5-HTs reseptorleri, ligand kapili katyon kanali
ailesinin bir iiyesidir ve noronlarda kanal boyunca Na*, K* ve Ca*? hareketlerini kontrol eder. NO
sentazin uyarilmasi ile hiicre i¢i Cl” akis1 uyarilir. Kirmizi ok stimiilasyonu gosterir (5-HTs3,
serotonin 3 reseptorii; Ca, kalsiyum; Cl, klor; K, potasyum; Na, sodyum; NO, nitrik oksit)

2.5.3. 5-HT7 Reseptorleri

5-HT7 reseptorii, 1993'te bobrek ve beyin dokularindan klonlanan, serotonin
reseptor ailesinin bir iiyesidir (150). 5-HT7 reseptorleri, insan, sigan, fare, domuz, kobay
faresi ve tavsan olmak tizere gesitli tiirlerde klonlanmustir (141). 5-HT7 C-terminal hiicre
i¢i kuyruklarinda (a), (b), (c) ve (e) olarak isimlendirilen farkli reseptor izoformlara ayrilir

(151).

5-HT7 reseptorlerin aktivasyonu, Gas’nin araciligi ile adenilat siklaz aktivite
artigina neden olur. Daha sonra cAMP artisi ile K™ ve Na* iletkenligi modiile edilerek,
noronal depolarizasyon meydana gelir. Bunun disinda, 5-HT7 reseptorlerin uyarilmasi
Ca*? akismi tetikler. Ayrica, 5-HT7 reseptorii, Rho familyasmin kiiciik GTPazlarinin
(Rho, Rac ve Cdc42) aktivitesine neden olan Gaiz proteinine baglhidir. Hiicre ici cAMP
ve Ca*? artis1, Ras’1 aktive eden, Ras guanin niikleotit degisim faktdriiniin (Ras-GRF1)
mobilizasyonu yoluyla Ras-bagimli ERK1/2 aktivasyonuna katkida bulunur. 5-HT~
reseptor stimiilasyonu, sinaptik fonksiyon ve ndronal plastisite lizerine BDNF’nin
etkilerine aracili mitojen aktiviteli protein kinazi kontrol eden, ekstraselliiler sinyal regiile
kinazlar1 (ERK1 ve ERK?2) aktivite eder. Hipokampal néronlarda, cAMP bagimli yol,
protein kinaz A (PKA) aktivasyonu ile CREB ve ERK fosforilasyonunu indiikledigi ve
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astrositoma hiicrelerinde IL-6 sentezini uyaran, p38 MAPK’1 ve PKCe'yi aktive ettigi
gosterilmistir (152) (Sekil 8).

MSS'de 5-HT7 reseptorlerinin yaygin dagilimi birgok merkezi roliine isaret eder.
5-HT?7 reseptorlerinin sirkadiyen ritm diizenlemesinde, yasa bagl sirkadiyen degisiminde
ve duygudurum bozukluklarinda rol oynar. Ayni zamanda 6grenme ve bellek, uyku,
termoregiilasyon, vazomotrisite ve nosisepsiyonda anahtar rol oynamaktadir (133).
Ayrica, adrenal bezde 5-HT7 reseptorii, 5-HT'nin indiikledigi aldosteron salimimna da
aracilik eder (141). Periferik olarak, 5-HT7 reseptorii, progesteron tiretimini uyardiklar
graniiloz-lutein hiicrelerinde bulunur. 5-HT7 reseptort, periferik kan damarlarinda, kolon

sirkiiler diiz kaslarinda ve beyin arterlerinde (141) diiz kas gevsemesine aracilik eder.

5HT
K*
T-tipi e
Ca kanal 5-HT7  GIRK
AN > QAL 5 LN LA N £ B
XX a‘:«.t,,.;,t‘ Nannn " DD OO DO DO
e
%6664 XGOS ABEE 60/00/0.67% OC
|
N COCH
as(f‘
CaZ+ { ﬁ
cAMP -

/\

Aktivite bagiml

Y\

pCREB pCREB

Sekil 8. 5-HT7 reseptdr sinyal yolagi (133). 5-HT+ reseptoriiniin aktivasyonu, T-tipi kalsiyum
kanallar1 aracihgiyla Ca*? akisim tetikleyen ¢cAMP olusumunu uyarir. cAMP bagimli yol,
PK A aktivasyonu ile CREB ve ERK fosforilasyonunu indiikler. Kirmizi ok stimiilasyonu ve
mavi ok inhibisyonu gosterir (AC, adenilat siklaz; cAMP, siklik adenozin monofosfat; GIRK, G
protein bagli igeri dogrultucu potasyum kanallari; pCREP, fosforile cCAMP cevap veren element
baglayici protein; PKA, protein kinaz A)
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Spinal 5-HT7 reseptorlerinin biyolojik rolii, 5-HT7 reseptorlerinin anatomik
dagilimi lizerine yapilan ¢aligsmalara dayanir. 5-HT7 reseptorleri beyinde iyi tanimlanmis
olmasma ragmen, spinal kordda 5-HT7 reseptorlerinin dagilimi da gosterilmistir.
Immiinohistokimyasal ~calismalar, 5-HT7 reseptorlerinin, spinal kordun dorsal
boynuzunda yiizeysel tabakalarda ve ara bolgelerde bulundugunu ve spinal kordda

hiicresel ve hiicre i¢i dagilimini gostermistir (153, 154).
2.5.4. Serotonin Reseptorlerin Opioid Analjezisi Uzerine Etkileri

5-HT, spinal kordda nosiseptik transmisyonun énemli bir noromodiilatoridiir
(14). Sistemik ve supraspinal opioid kullanimi spinal kordda 5-HT salinimini uyarir (21).
Sistemik morfin kullanimi, dorsal kok noronlarinda ve nukleus akkumbenste

ekstraselliiler 5-HT seviyesini artirir (155).

Sistemik morfin analjezisinde serotonerjik reseptor alt tiplerinin rolii tartigsmalidir.
Morfin analjezik etkisi tizerine 5-HT reseptorleri farkli etki gosterir. 5-HT1a reseptor
antagonistinin spinal kullanimi, supraspinal morfinin antinosiseptif etkisini bloke etmistir

(17). 5-HT1a ve 5-HT1g reseptorleri, spinal agri regiilasyonunda rol oynar (156).

Morfin verilmesi, omurilik néronlarinda 5-HT salimini uyarir ve 5-HT'deki artis
morfin analjezisini destekler. Fakat, noropatik agr1 modelinde, spinal 5-HT3 reseptor alt
tipleri morfin analjezik etkisini azaltir (157). Baz1 ¢aligsmalarda, spinal 5-HT1a (17) ve 5-
HTs (21) reseptorlerinin bloke edilmesinin, sistemik morfinin antinosiseptif etkisini
azalttig1r gosterilirken, diger caligmalarda 5-HTia ve 5-HTs reseptorlerinin blokaji

sistemik morfin antinosisepsiyonunu degistirmemistir (17).

Spinal ve supraspinal serotonerjik néronlar, morfine karsi tolerans gelisiminde
patofizyolojik bir rol oynar. Ornegin, fluoksetin, amitriptilin ve zimelidinin (selektif 5-
HT uptake inhibitorleri) morfin ile birlikte uygulanmasi, morfin analjezik toleransinm
onlemektedir. Buna karsilik, 5-HT Onciisii olan L-triptofanla uygulanmasi, morfin
tolerans gelisimini hizlandirir (158). Bu ¢eliskili bulgular, farkli sinapslardaki farkli 5-
HT dansitesinin olmasi veya rafe magnustan kaynaklanan 5-HT noronlarinin farkli

projeksiyonlarina baglidir (97).

Son deneysel calismalar, 5-HT3 reseptoriiniin opioid antinosiseptif toleransina
katildigin1 gostermektedir. Morfin kullanimindan sonra, selektif 5-HTs antagonistinin

hem lokal hem de sistemik olarak uygulanmasinin, opioid indiiklii hiperaljeziyi
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Onleyebilecegi gosterilmistir. Morfin ile birlikte verilen 5-HT3z antagonisti ondansetron,
farelerde morfin toleransi 6nlemistir (159). Morfin kullanimi ile 5-HT3a reseptorlerinin
ekspresyonunun arttigi ve morfin kullanimi sirasinda ve Oncesinde ondansetron

kullanildig1 zaman morfine kars1 gelisen toleransi 6nledigi bildirilmistir (160).

5-HT7 reseptorlerinin bloke edilmesinin, opioid analjezisini inhibe ettigi de
bildirilmistir (161). Ayrica, 5-HT7 reseptorlerinin aktivasyonu ile morfinin analjezik etki
stiresinin uzadig1 gosterilmistir (162). Bu bulgular opioid ile omurilikteki 5-HT reseptor

alt tipleri arasinda karmasik bir etkilesim oldugunu gostermektedir.

Sistemik morfin indiikli artig, 5-HT seviyesinde spinal kordda inhibitor
enkefalinerjik ya da GABAerjik internéronlar iizerinde lokalize olan 5-HT7 reseptorlerini
aktive eder ve primer afferent liflerin terminaline presinaptik ya da postsinaptik
bolgelerde nosisepsiyonu inhibe eden GABA ve enkefalin salinimmi uyarir (21).
Sistemik olarak uygulanan morfinin, inen serotonerjik yolaklar1 aktive ettigi ve
omurilikteki 5-HT7 reseptorlerinin sistemik morfin antinosisepsiyonunda énemli bir rol

oynadigi goriilmektedir (20).
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2.6. HIPOTEZ

Opioidler, akut ve kronik agriy1 tedavi etmek ic¢in klinikte kullanilan etkili
analjezik maddelerdir. Ancak, uzun siire ve yiiksek dozda kullanim1 hizli tolerans gelisimi
gibi yan etkilere neden olmaktadir. Opioid maddelerin analjezik etkilerine kars1 gelisen
tolerans ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma yapilmasina ragmen, olusum mekanizmasi hala tam
olarak ag¢iga cikarilmis degildir. Bir¢ok noromedyator sistem ile tolerans mekanizmasi
aciklanmaya g¢alisilmistir. Bunlardan bir tanesi, son yillarda {izerinde fazlaca caligilan
serotonerjik yolaktir. Serotonin reseptdr sistemi, opioid analjezisine tolerans gelisiminde
patofizyolojik bir rol oynar. Simdiye kadar, birka¢ calisma bazi 5-HT reseptor alt
tiplerinin opioid toleransi iizerinde farkli etkiler olusturdugunu gostermektedir. Ozellikle,
5-HT1 reseptdriiniin morfin toleransina etkisi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin sayist oldukg¢a
fazladir (163, 164). Fakat, 5-HT3 ve 5-HT7 reseptorlerinin morfin toleransi iizerine

etkisini agiklayan ayrintili calismalara heniiz rastlanilmamastir.

Bu bilgiler 1s18inda bu ¢alismada, serotonin 5-HT3 ve 5-HT7 reseptor agonist ve
antagonistlerinin, morfin analjezi ve toleransi iizerine etkisinin analjezi testleri ve
immiinohistokimyasal yontemler kullanarak arastirilmasi planlandi. Bu tez ¢alismasinin
hipotezi, 5-HT3 reseptor agonistinin morfin toleransi indiikleyici ve 5-HT7 reseptor

agonistinin ise morfin tolerans gelisimini azaltic1 yonde etkili olabilecegidir.

Bu amagla, siganlara 5-HT3 ve 5-HT7 reseptor agonist ve antagonistleri morfin ile
birlikte verilerek morfin analjezisi {izerine etkilerinin termal analjezi testleri ile
gosterilmesi planlandi. 5-HT3 ve 5-HT7 reseptorlerin dorsal kok gangliyonlarinda

ekspresyonlari i¢in immiinohistokimyasal analiz yontemi kullanilacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Bu tez ¢aligmasi, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
Aragtirma Laboratuvarinda etik kurul izni (Etik No: 2016/01) alindiktan sonra
gergeklestirildi. Calismada strese maruz kalmamais ve standarda uygun kafeslerde bakilan
eriskin erkek 90 adet Wistar Albino si¢an kullanildi. Cumhuriyet Universitesi Deney
Hayvan Laboratuvari’ndan elde edilen her biri yaklasik 230-260 gram agirli§inda olan
siganlar 22+2 °C oda sicakliginda, 12 saatlik aydinlik/karanlik déngiliniin saglandigi,
sesten yalitilmig odada ve %53+5 bagil nem oranina sahip ortamda tutuldu. Yeterli ve
uygun oranlarda beslenmeleri saglanan deney hayvanlariyla ¢alismalar 09:00-15:00

saatleri arasinda yapildi, 151k ve ses diizeyi siirekli kontrol altinda tutuldu.

3.2. Deney Gruplar

5-HT3 ve 5-HT7 reseptor agonist ve antagonistlerinin morfin analjezisi ile morfin
toleransina olan etkilerini 6lgmek amaciyla her bir agonist ve antagonist i¢cin deney

hayvanlari rastgele secildi ve gruplar asagidaki sekilde olusturuldu (Tablo 5).
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Tablo 5. Deney ve kontrol gruplart

Sira No | Gruplar Hayvan Sayisi1 (n)
1 Salin 6
2 Morfin 6
3 Morfin Tolerant 6
4 1-Phenylbiguanide (5-HTsagonisti) 6
5 Ondansetron (5-HT3 antagonisti) 6
6 AS 19 (5-HT7 agonisti) 6
7 SB 269970 (5-HT- antagonisti) 6
8 1-Phenylbiguanide+Morfin 6
9 Ondansetron+Morfin 6
10 AS 19+Morfin 6
11 SB 269970+Morfin 6
12 1-Phenylbiguanide+Morfin tolerant 6
13 Ondansetron+Morfin tolerant 6
14 AS 19+Morfin tolerant 6
15 SB 269970+Morfin tolerant 6

Toplam Hayvan Sayis1 90

3.3. Kimyasallar ve Uygulama Sekilleri

Analjezik etkinliklerini belirlemek igin selektif 5-HT3 reseptor ligandlart olan 5-
HTs reseptor agonisti 1-phenylbiguanide (PBG) (Sigma-Aldrich, Almanya) 7,5 mg/kg
dozda intraperitoneal (i.p.) ve 5-HT3sreseptor antagonisti ondansetron (ODN) (Med Chem
Express, NJ, USA) 2 mg/kg dozda subkutan olarak enjekte edildi (159, 165). Benzer
sekilde, selektif 5-HT7 reseptor ligandlari olan 5-HT7 reseptor agonisti AS-19 ((2S)-(+)-
(1,3,5-trimethylpyrazolin-4-yl)-2-(dimethylamino) tetralin) (Tocris Bioscience, UK) 2,5
mg/kg dozda subkutan ve 5-HT7 reseptor antagonisti SB-269970 ((2R)-1-[(3-
hydroxyphenyl)sulfonyl]-2-[2-(4-methyl-1-piperidinyl)ethyl] pyroli-dine hydrochloride)
(Cayman Chemicals, USA) 3 mg/kg dozda intraperitoneal olarak enjekte edildi (166,
167). Morfin ise (Morphine HCI, 0.01 gr 10 ampul, Galen Ilag, Tiirkiye) 5 mg/kg dozda

subkutan olarak enjekte edildi.

Kullanilan biitiin kimyasallarin enjekte edilmeden 6nce % 0,9’luk NaCl icerisinde

¢ozeltileri hazirlandi. ilaglarin ve soliisyonlarin dozlarin1 belirlemek igin siganlarin
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agirliklan 6l¢iildii. Daha sonra uygulanacak olan soliisyon hacimleri her bir si¢an i¢in 100

gr viicut agirhigi basma 0.1 ml olacak sekilde belirlendi.

3.4. Termal Analjezi Olciimii

3.4.1. Tail-Flick Testi

Analjezik etkinin 6l¢limiinde, termal analjezi test cihazi olan Tail-flick (May TF
0703 Tail-flick Unit, Commat, Tiirkiye) testi kullanildi. Cogunlukla spinal refleks ark
aktivitesini gosteren bu 6l¢iim metodunda radyant 1s1 kaynagi siganlarin kuyruk ucundan
yaklagik 3 cm’lik kisma odaklanir ve daha sonra kuyruk g¢ekme siiresi (Tail-Flick
Latency=TFL) saniye olarak kaydedilir (168). Infrared yogunlugu, bazal TFL 2,8+0,4
saniye olacak sekilde ayarlanir. Bazal TFL’si 2,4 saniye altinda ve 3,2 saniye istiinde
olan hayvanlar ile test sirasinda 15 saniyeden daha uzun siirede kuyrugunu ¢ekmeyen
hayvanlar testlere alinmadi. Test kesme siiresi (Cutoff Latency) doku hasar1 olugsmamasi

icin 15 saniye olarak kabul edildi (Sekil 9).

Sekil 9. Tail-flick testi. A) Test esnasinda sigan kuyruk u¢ kismina radyant isinin verilmesi B)
Sicanda 1sinin hissedilmesi ile kuyruk ¢ekme hareketi gelisimi
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3.4.2. Hot-Plate Testi

Periferik ve merkezi analjezik etkinin 6l¢iimii baska bir termal analjezi cihazi olan
Hot-plate ile gergeklestirildi. Bu testte hayvanlarin her biri test cihazina (May AHP 0603
Analgesic Hot-plate, Commat) yerlestirilir ve tabla yiizey sicakligi 55 + 0,5 °C derece
olacak sekilde ayarlanir. Isitilmig ylizey bakir ya da aliiminyumdan olusur. Bu testte
hayvanin ayagimi ilk yalamaya baglama zaman1 veya sicak tabladan sigrama siiresi test
latans siiresi olarak kabul edilir. Test kesme siiresi (cut-off time) sicanin ayaginda
herhangi bir hasar olugsmamasi i¢in 30 saniye olarak kabul edildi (169). Tail-flick
Olgtimleri yapildiktan 1 dakika sonra tiim hayvanlarda ayni araliklarla hemen Hot-plate
olgtimleri yapildi (Sekil 10).

Sekil 10. Hot-plate testi. A) Pleksi kafese yerlestirilmis sigan resmi B) Sigcanin ayak tabanim
tabladan ¢ekme goriintiisii

Biitiin ilaglarin analjezik etkinligi 30 dakika araliklarla (0, 30, 60, 90, 120 dakika)
Tail-Flick ve Hot Plate testleri ile degerlendirildi.
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3.4.3. Morfin Tolerans Indiiksiyonu

Morfine karsi tolerans gelistirilmesi i¢in, siganlara subkutan yoldan 3 giin siire ile
giinde bir defa 50 mg/kg morfin enjekte edildi ve 4. giin tek doz morfinden sonra tolerans
degerlendirmesi yapildi (170). Morfin, test dozu olan 5 mg/kg dozunda hayvana verilerek

analjezik etki Tail-flick ve Hot-plate testleri ile 6l¢iildii.
3.4.4. Analjezi Ol¢iim Verilerinin Analizi

Analjezi test 6lgiimlerinde hayvanlarin saniye olarak kuyruk ¢ekme siirelerinin
maksimal potent etki diizeyinin yiizdeye (% MPE) donistiirilmesi asagidaki esitlik ile
saglandi. Analjezik etkinlik, tim gruplarda oSlgiilen % MPE degerlerinin ortalamasi
alinarak degerlendirildi.

ilac Sonrasi Reaksiyon Zamani — ilac Oncesi Reaksiyon Zamam

oMPE = x100

Test Kesme Siiresi — Ilac Oncesi Reaksiyon Zamam
3.5. Histolojik Analizler

Tiim gruplara ait sicanlar, termal analjezi 6l¢iimleri yapildiktan sonra dorsal kok
gangliyonu izolasyonu icin servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Once kiigiik bir
makasla vertebral kolon ayrildi, daha sonra kaudal ugtan baslayarak boyuna kadar spinal
kolonun i¢i yayh kiigiik bir makasla acild1 (Sekil 11). Bu yolla izole edilmis olan spinal
kolon petri kutularina yerlestirildi ve PBS (Phosphate buffered saline) tamponu ile 3 defa
yikandi. Spinal kord kisimlar1 disekte edildi. Daha sonra stereo diseksiyon mikroskobu
(Leica, EZ4D) altinda forsepslerle biitiin dorsal kdk gangliyonlar1 hassas bir sekilde izole
edilerek kiiciik bir petri kutusu igerisine alindi (Sekil 12).
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Sekil 11. Siganlardan dorsal kok gangliyonu izole edilmesi 1) Dekapite edilmis sican 2-3)
Vertebral kolon goriintiisii 4-5) Vertebral kolonun kiigiik pargalara ayrilarak spinal kolonun
disekte edilmesi 6) Stereo mikroskop altinda izole dorsal kok gangliyonlari. Dorsal kok
gangliyonu goriintiisii ok ile isaretlenmistir (10X).

3

Sekil 12. Stereo diseksiyon mikroskobunda dorsal kok gangliyonu goriintisii 1) Vertebral
kolonda yerlesik ok ile isaretli dorsal kok gangliyonlari 2) Cikarilmis tek bir dorsal kok
gangliyonu 3) Sinir dokularindan temizlenmis tek bir dorsal kok gangliyonu (10X)
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Elde edilen dokular, total histopatolojik inceleme i¢in %10’luk tamponlanmig
ndtral formalin i¢inde fikse edilip yikandiktan sonra derecesi yiikselen alkol serilerinden
(%70, %80, %90 ve %100) ve 3’lii ksilen serilerinden gegirildi ve temiz parafine gomme
uyguland1. Uzerinde rutin histolojik doku takipleri yapildiktan sonra mikrotom (Leica SM
2000R) ile alinan 5 mikronluk kesitler jelatin kapli lamlara alind1 ve bir gece 56°C’de
inkiibe edildi. Morfolojik degerlendirme i¢in alinan kesitler, rutin histolojik prosediir

uygulamasi ile Mayer’in hematoksileni ve eosin boyamasina tabi tutularak incelendi.
3.5.1. immiinohistokimyasal Analiz

Kontrol ve ¢alisma gruplarina ait kesitlerde, dehidrasyon ve deparafinizasyon
sonrasi rutin immiinohistokimyasal teknikler kullanilarak 5-HT7 ve 5-HT3a reseptor
ekspresyonlari belirlendi. Alinan kesitlerin endojen peroksidaz aktivitesi %3'likk H202 ile
bloke edildi ve mikrodalga firinda 10 mM sodyum sitrat tamponu (pH: 6) igerisine alinip
epitoplarin aciga cikarilmast saglandi. Spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek
amaciyla protein blokaji yapildi ve daha sonra kesitlere 5-HT3a (Rabbit polyclonal 5-
HT3a antibody, Abcam, 5 pg/ml) ve 5-HT7 (Rabbit polyclonal 5-HT7/SR-7, Bioss, 1:300)
primer antikorlar1 uygulandi. Devaminda sirasiyla sekonder antikor, streptavidin
peroksidaz kompleksi (ScyTek, ABD) ve kromojen uygulanarak 5-HT7 ve 5-HTsza
ekspresyonlar1 belirlendi. Negatif kontroller i¢in, kesitler primer antikorla benzer
konsantrasyonda PBS ile inkiibe edildi. Boyanan kesitler Leica mikroskop (Leica
DM2500, Nussloch, Almanya) altinda fotograflandirildi. Negatif kontrollerde herhangi

bir boyanma goriilmedi.

3.5.2. Semiquantitative H-Score analizi

Her bir kesit i¢in 151k mikroskobu altinda 40X biiyiitmede rastgele bes alan secildi
ve her bir grupta yaklagik 2000 ndron sayimi yapildi. Proteinlerin ekspresyon
yogunluklarinin immiinohistokimyasal olarak belirlenmesi icin hiicreler boyanmanin
yogunluguna gore 4 ayr1 kategoride siniflandirildilar:

0° (boyanma yok)
1° (zay1f, fakat tespit edilebilir boyanma)
2° (orta siddetli boyanma)

3° (yogun boyanma)

46



Hesaplama i¢in H-Score formuli kullanildi. H-Score, c¢esitli membran
reseptorlerine uygulanabilen niikleer immiinoreaktivite derecesini degerlendirmek igin
kullanilan bir yontemdir. Skorlama formiille elde edilir (XPi (i+1)=[(0x0°boyanan
hiicreler)+(1x1°boyanan hiicreler)+(2x2°boyanan hiicreler)+(3x3°boyanan hiicreler)] (i
boyanma yogunlugu skorunu, Pi boyanan hiicrelerin sayisin1 gosterir) (171, 172). Skor, 0
ile 300 araliginda bir deger verir. Hesaplanan skorlarin ortalamasi alind1 ve H-Score

degerleri grafikle gosterildi.
3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Tiim veriler, SPSS istatistik programi (SPSS for Windows vers. 22) kullanilarak
varyans analizi (Oneway ANOVA) ile test edildi ve daha sonra gruplar arasi farkin hangi
gruptan kaynaklandig1 post-hoc Tukey testi ile belirlendi. Analjezi test 6l¢iimiinde, 5-HT3
ve 5-HT7 agonist ve antagonist verilen gruplarin % MPE ortalama degerlerinin gruplar
arast farklari, morfin uygulanan ve morfin tolerant olusturulan gruplar arasinda
karsilastirildi. 5-HT3 ve 5-HT7 agonist ve antagonist uygulanan gruplarin H-Score
ortalama degeri ise morfin ve morfin tolerant gruplarina gore karsilastirildi. Biitiin
deneysel sonuglar ortalama + SH (ortalamanin standart hatasi) olarak ifade edildi.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4.1. Morfinin Doza Bagh Analjezik Etkileri

4. BULGULAR

Morfinin etkin dozunu belirlemek i¢in analjezi testlerinin sonuglar1 analjezik

etkinin maksimal olarak 60. dakika oOl¢timlerinde ve 5 mg/kg test dozunda (TF:

64,09+5,33 ve HP: 68,87+4,74) oldugunu gostermistir. 5 mg/kg dozda morfin verilen
grubun ortalama % MPE degerleri salin grubu (TF: 8,47+1,02 ve HP: 16,44+1,33) ile

karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,01)

(Tablo 6).

Tablo 6. Morfinin doza bagli analjezik etkileri

Zaman (dk) 0 30 60 90 120
Tail-flick

Salin 6,45+0,91 7,63+0,96 8,47+1,02 6,79+0,98 5,99+0,88
Morfin (2,5 mg/kg) | 5,82+0,95 | 34,60+1,90* | 50,32+3,75* |48,78+3,88* | 34,38+2,87*
Morfin (5 mg/kg) 6,41+0,83 | 39,4243,95*| 64,09+5,33** |54,34+4,12** 42,36+3,87*
Morfin (10 mg/kg) | 8,09+1,09 | 45,56+4,09* | 61,79+5,02** |57,38+3,95**| 45,60+3,83*
Hot-plate

Salin 12,42+1,47 | 12,42+1,13 16,44+1,33 | 11,62+1,08 | 13,18+1,32
Morfin (2,5 mg/kg) | 13,79+1,23 | 35,56+2,84* | 54,45+4,15* |37,50+3,22* | 32,38+2,56*
Morfin (5 mg/kg) | 13,31+1,60 | 41,29+3,98* | 68,87+4,74** | 41,98+4,53* | 36,31+3,87*
Morfin (10 mg/kg) | 14,87+1,54 | 43,46+3,73* | 67,06+4,71** | 45,1444,28* | 39,08+3,86*

Analjezik etkiler % MPE ve veriler ort. = SH olarak ifade edilmistir. *p<0,05; **p<0,01 salin grubuna gore
karsilastirildiginda (n= 6).
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4.2. Ondansetron ve 1-Phenylbiguanide’in Morfin Analjezisi Uzerine Etkileri

Calismamizda 5-HT3 agonisti 1-Phenylbiguanide (PBG) grubunun tiim dakika
analjezi Ol¢clim ortalama degerleri (% MPE) salin grubu ile karslastirildiginda fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). 5-HTz antagonisti ondansetron (ODN)
uygulanan grubun ise 30. dakika (TF: 22,08+3,23 ve HP: 8,48+2,39) ve 90. dakika (TF:
22,61£2,92 ve HP: 16,09+1,67) ortalama % MPE degerleri, salin grubu 30. dakika (TF:
6,73+0,28 ve HP: 9,13+0,26) ve 90. dakika (TF: 6,75+0,25 ve HP: 8,30+0,18) degerleri
ile karsilastirildiginda sadece tail-flick (TF) testinde istatistiksel olarak anlamli analjezik

etki olusturdu (TF, Fs24: 14,45; HP, Fs24: 6,87; p<0,05) (Sekil 13).

PBG+Morfin grubun 60. dakikadaki ortalama % MPE degerleri (TF: 44,47+4,37
ve HP: 27,32+2,74), salin grubu (TF: 7,33+0,23 ve HP: 8,01+0,22) ile karsilastirildiginda
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (TF, Fs24: 21,27; HP, Fs24: 13,54;
p<0,05) (Sekil 13). PBG+Morfin grup, 60. dakikadaki morfin grubu degerleri (TF:
68,88+3,10 ve HP: 68,30+2,62) ile karsilastirildiginda, morfine gore analjezik etkinligin
anlamli olarak azaldig: tespit edildi (p<0,05). Ayrica, PBG+Morfin grubun 90. dakika
(TF: 22,04+2,36 ve HP: 14,1945,13) ve 120. dakika (TF: 7,20+1,09 ve HP: 8,94+3,17)
degerleri ile morfin grup 90. dakika (TF: 48,61+3,52 ve HP: 42,94+3,93) ve 120. dakika
(TF: 27,94+4,97 ve HP: 27,81£2,62) degerleri karsilastirildiginda aradaki fark
istatistiksel olarak anlamliyd1 (p<0,05). PBG+Morfin grubun 60. dakikadan itibaren
morfinin analjezik etkinligini hem TF hem de HP testinde azalttig1 goriildii. ODN+Morfin
grubun 60. dakikadaki analjezik etkinligi (TF: 90,96+1,70 ve HP: 75,40+4,12) maksimal
diizeye ulastt ve morfin grubuna gore TF testinde analjezik etkinlik istatistiksel olarak
anlaml artt1 (p<0,05). ODN+Morfin grubun 90. dakikadaki ortalama % MPE degerleri
(TF: 72,34+2,83 ve HP: 47,67+4,32) ile morfin grup degerleri (TF: 48,61+3,52 ve HP:
42,9443,93) karsilastirildiginda ise analjezik etkinligin sadece TF testinde anlamli arttig1
goriildi (p<0,05). ODN+Morfin grubun 60. dakikadaki % MPE degerleri, salin grubuna
gore anlamli oranda artt1 (p<0,05). Benzer sekilde, ODN+Morfin grubun 30. dakika (TF:
57,50+4,97 ve HP: 45,35+3,84), 90. dakika (TF: 67,35+2,83 ve HP: 47,67+4,32) ve 120.
dakika (TF: 31,39+2,88 ve HP: 32,97+1,72) ortalama % MPE degerleri, salin grubu 30.
dakika (TF: 6,73+0,28 ve HP: 9,13+0,26), 90. dakika (TF: 6,75+0,25 ve HP: 8,30+0,18)
ve 120. dakika (TF: 6,08+0,27 ve HP: 8,48+0,14) degerleri ile karsilastirildiginda aradaki
fark her iki testte de istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). ODN+Morfin grubun
analjezik etkinligi 60. dakikadan itibaren sadece TF testinde arttig1 goriildii.
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Sekil 13. PBG ve ODN’nin morfin analjezisi {izerine etkileri. A. Tail-flick testinde PBG ve
ODN’nin morfin analjezisi lizerine etkileri B. Hot-plate testinde PBG ve ODN’nin morfin
analjezisi tizerine etkileri. Analjezik etkiler % MPE ve veriler ort. + SH olarak ifade edildi.
*p<0,05 salin grubuna gore karsilastirlldiginda, **p<0,05 morfin grubuna gore
karsilastirildiginda istatistiksel fark (n=6) (ODN, Ondansetron; PBG, 1-Phenylbiguanide).
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4.3. AS 19 ve SB-269970’in Morfin Analjezisi Uzerine Etkileri

5-HT7agonisti AS 19+Morfinin grubun 60. dakikadaki ortalama % MPE degerleri
(TF: 94,69+1,61 ve HP: 89,22+2,07) maksimal etkiye ulast1 ve morfin grubuna gore (TF:
68,88+3,10 ve HP: 68,30+2,62) istatistiksel olarak anlamli oranda arttig1 gorildi (TF,
Fs,24: 18,97; HP, Fs24: 26,65; p<0,05) (Sekil 14). Benzer sekilde, tiim 6l¢iim dakikalarinda
AS 19+Morfin grubun analjezik etkinligi, morfin grubuna gére fazla oldugu bulundu. Bu
grubun 30. dakika (TF: 77,62+2,87 ve HP: 57,92+2,68), 90. dakika (TF: 88,01+3,91 ve
HP: 81,74+3,95) ve 120. dakika (TF: 65,71+2,94 ve HP: 65,69+3,26) ortalama % MPE
degerleri, morfin grubu 30. dakika (TF: 46,17+2,15 ve HP: 39,56+3,15), 90. dakika (TF:
48,61+£3,52 ve HP: 42,94+3,93) ve 120. dakika (TF: 27,94+4,97 ve HP: 27,81+2,62)
degerleri ile karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (TF, Fs24:
20,45; HP, Fs24: 22,06; p<0,05). AS 19+Morfin grubun 30. dakikada analjezik etkinligini
gostermeye basladigi ve 60, 90 ve 120 dakika boyunca analjezik etkinligin her iki testtede
devam ettigi goriildii. 5-HT7 antagonisti SB-269970+Morfin grubun (TF: 58,18+2,88 ve
HP: 64,29+4,14) 60. dakikada maksimal diizeye ulasan ortalama % MPE degerleri, salin
grubu (TF: 7,33+0,23 ve HP: 8,01+0,22) ile karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel
olarak anlamliydi (p<0,05). Fakat, SB-269970+Morfin grubun analjezik etkinligi
olmasina ragmen, morfin verilen gruba gore TF ve HP testlerinde anlamli fark goriilmedi
(p>0,05). SB-269970+Morfin grubun 30. dakika (TF: 41,11£2,74 ve HP: 27,72+2,15) ve
90. dakika (TF: 44,51+3,70 ve HP: 37,36+3,64) degerleri, salin grubu 30. dakika (TF:
6,73+0,28 ve HP: 9,13+0,26) ve 90. dakika (TF: 6,75+0,25 ve HP: 8,30+0,18) % MPE
degerleri ile karsilastirildiginda aradaki farkin anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05). SB-

269970+Morfin grubun morfin analjezik etkisine etki etmedigi goriildii.
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Sekil 14. AS 19 ve SB-269970’in morfin analjezisi tizerine etkileri. A. Tail-flick testinde AS 19
ve SB-269970’in morfin analjezisi izerine etkileri B. Hot-plate testinde AS 19 ve SB-269970’in
morfin analjezisi tizerine etkileri. Analjezik etkiler % MPE ve veriler ort. + SH olarak ifade edildi.
*p<0,05 salin grubuna gore karsilagtinldiginda, **p<0,05 morfin grubuna gore
karsilastirlldiginda istatistiksel fark (n= 6).
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4.4. Ondansetron ve 1-Phenylbiguanide’in Morfin Tolerans: Uzerine Etkileri

Morfine kars1 tolerans gelistirilen 5-HT3 reseptor agonisti PBG+Morfin tolerant
grubunun ortalama % MPE degerleri, morfin tolerant grubu ile karsilastirildiginda fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05; Sekil 15). Buna karsin, tolerant siganlara 5-
HT3 reseptor antagonisti ODN verilen gruptaki 60. dakikada 6lgtimlerindeki ortalama %
MPE degerleri (TF: 57,8+2,36 ve HP: 49,38+1,83), morfin tolerant grubuna (TF:
35,17+3,42 ve HP: 28,80+2,74) gore anlaml1 oranda artt1 (TF, Fa4,20: 8,25; HP, F420: 10,66;
p<0,05). Ayrica, ODN+Morfin tolerant grubun 90. dakika (TF: 55,5+2,84 ve HP:
39,59+3,43) ve 120. dakika (TF: 26,79+3,03 ve HP: 32,90+2,95) ortalama % MPE
degerleri, morfin tolerant 90. dakika (TF: 27,77+3,15 ve HP: 19,52+2,41) ve 120. dakika
(TF: 10,35+2,10 ve HP: 15,92+42,60) degerleri ile karsilastirildiginda da analjezik
etkinligin anlamh olarak arttigi goriildii (TF, Fa2o: 7,07; HP, Fa2: 4,51; p<0,05).
PBG+morfin tolerant grubunda, PBG’nin morfine karsi gelisen toleransi engellemedigi,
ODN-+morfin tolerant grubunda ise ODN’nin 60. dakikadan itibaren morfin tolerans

gelisimini 6nledigi gozlenildi.

53



A. Tail-Flick
80+
-9 Salin
B Morfin
%1 —- Morfin Tolerant
¥ PBG+Morfin Tolerant
E 40+ == ODN+Morfin Tolerant
=
=S
20+
0+
|.] 3.0 6-0 9.0 150
Zaman (dk)
B. Hot-Plate
80m
60+
E 40+
=
X
204
0
('J 3'0 6.0 9.0 150
Zaman (dk)

Sekil 15. PBG ve ODN’nin morfin tolerans iizerine etkileri. A. Tail-flick testinde PBG ve
ODN’nin morfin tolerans {izerine etkileri B. Hot-plate testinde PBG ve ODN’nin morfin tolerans
tizerine etkileri. Analjezik etkiler % MPE ve veriler ort. = SH olarak ifade edildi. *p<0,05 salin
grubuna gore karsilagtirildiginda, **p<0,05 morfin tolerant grubuna goére karsilastirildiginda
istatistiksel fark (n=6) (ODN, Ondansetron; PBG, 1-Phenylbiguanide).
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4.5. AS 19 ve SB-269970’in Morfin Tolerans1 Uzerine Etkileri

Morfin tolerans indiiksiyonu yapilan 5-HT7 reseptor agonisti AS 19+Morfin
tolerant grubun 60. dakikadaki % MPE degerleri (TF: 77,07+3,61 ve HP: 60,30+3,48)
maksimal diizeye ulast1 ve morfin tolerant grup (TF: 35,17+3,42 ve HP: 28,80+2,74) ile
karsilastirildiginda analjezik etkinin istatistiksel olarak anlamli arttig1 goriildi (TF, Fa20:
9,11; HP, Fapo0: 11,92; p<0,05) (Sekil 16). Ayrica, AS 19+Morfin tolerant grubun 30.
dakika (TF: 75,73+2,49 ve HP: 58,27+2,47) ve 90. dakika (TF: 53,14+3,20 ve HP:
37,63+£2,75) ortalama % MPE degerleri, morfin tolerant grubun 30. dakika (TF:
26,08+2,05 ve HP: 18,60+5,30) ve 90. dakika (TF: 27,77+3,15 ve HP: 19,52+2,41)
degerlerine gore anlamli olarak artis gosterdi (TF, Fa2o: 13,56; HP, F420: 9,24; p<0,05).
Analjezi testlerinde 5-HT- antagonisti SB-269970+Morfin tolerant grubun 60. dakikadaki
% MPE degerleri (TF: 34,42+3,21 ve HP: 25,27+4,40), morfin tolerant grubun degerleri
(TF: 35,17+3,42 ve HP: 28,80+2,74) ile karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel
olarak anlaml degildi (p>0,05). SB-269970+Morfin tolerant grubun 30. dakikada (TF:
29+1,94 ve HP: 16,36+3,96) analjezik etkinligi, salin grubu % MPE degerleri (TF:
6,73+0,28 ve HP: 9,13+0,26) ile karsilastirildiginda, sadece TF testinde istatistiksel
olarak anlamli fark oldugu goriildii (p<0,05). SB-269970+Morfin tolerant grupta morfine
kars1 gelisen toleransin 6nlenemedigi, AS 19+Morfin tolerant grubunda ise AS 19’un 30.

dakikadan itibaren morfin tolerans gelisimini engelledigi tespit edildi.
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Sekil 16. AS 19 ve SB-269970’in morfin toleransi iizerine etkileri. A. Tail-flick testinde AS 19
ve SB-269970’in morfin toleransi iizerine etkileri B. Hot-plate testinde AS 19 ve SB-269970’in
morfin toleransi tizerine etkileri. Analjezik etkiler % MPE ve veriler ort. + SH olarak ifade edildi.
*p<0,05, salin grubuna gore Kkarsilastirildiginda; **p<0,05, morfin tolerant grubuna gore
karsilastirildiginda istatistiksel fark (n=6)
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4.6. Immiinohistokimyasal Bulgular

Histolojik analizlerin elde edilmesi i¢in si¢anlardan alinan dorsal kok gangliyon
ve spinal kord doku kesitleri Hematoksilen-Eozin ile boyandi ve 1sik mikroskobunda
genel morfolojik yapilart incelendi. Dorsal kok gangliyonlarindan 5-HTs ve 5-HT7
reseptOr ekspresyonlari immiinohistokimyasal analiz ile belirlendi. Her bir grupta bu
reseptdr proteinlerin immiin boyanma ortalama H-Score degerleri hesaplandi.
Immiinohistokimyasal analiz ile skorlama igin hiicreler boyanma siddeti ve
yogunluklarina gore sayilarak 4 ayr1 kategoride siniflandirildi. Negatif kontrol

kesitlerinde herhangi bir boyanma goriilmedi (Sekil 17).

Sekil 17. Dorsal kok gangliyon ndronlarinda immiinohistokimyasal boyanma skorlamasi. A) 5-
HT3 reseptorii ekspresyonun belirlendigi dorsal kok noron hiicrelerinin temsili sayim alanlarindan
alman immiinoreaktivite géstermeyen ve zayif immiinoreaktivite gésteren hiicreler B) Orta
derecede ve giiclii immiinoreaktivite gosteren hiicrelerin goriintiisii. H-Score derecelendirmesi
boyanma siddeti ve yogunluklarina gére degerlendirildi: Immiinoreaktivite yok, x; zayif
immiinoreaktivite, *; orta immiinoreaktivite, +; gii¢lii immiinoreaktivite, ¢ (X40 obj).
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4.6.1. 5-HT3 Ekspresyonunun Belirlenmesi

Analjezi testleri gergeklestirildikten sonra elde edilen dokulardan alinan kesitlerde
5-HT3 ekpresyonunun belirlenmesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal analiz sonucunda,
dorsal kok gangliyonlarinda 5-HT3zimmiinoreaktivitesinin morfin tolerant grubunda, salin
ve morfin grubuna kiyasla daha fazla arttig1 goriildi (Sekil 18). Salin ve morfin grubu 5-
HT3 immiinoreaktivitesinde artis saptanmadi. PBG, PBG+Morfin, PBG+Morfin tolerant
ve ayrica ODN+Morfin tolerant grubunda 5-HTs immiinoreaktivitesinin fazla oldugu
belirlendi. ODN ve ODN+Morfin grubun 5-HT3 immiinoreaktivitesinde anlamli bir artis

goriilmedi.

PBG grubun H-Score ortalama degerleri (90,97+3,37) ve PBG+Morfin grubun
degerleri (104,91+2,93) salin grubu (4,62+1,20) ve morfin grubu (5,65+0,62) ile
karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fs30: 76,72, p<0,01;
Sekil 19). Benzer sekilde, PBG+Morfin tolerant grubun 5-HTs reseptor H-Score
ortalamasi  (45,76+2,18), morfin tolerant grubun degerleri (45,76+2,18) ile
karsilastirildiginda aradaki farkin anlamli oldugu goriildii (p<0,01). Buna ilaveten,
ODN-+Morfin tolerant grubun 5-HTs H-Score ortalama degerleri (124,70+2,71) morfin
tolerant grubuna (45,76+2,18) gore anlamli olarak artmist1 (Fs30: 148,41, p<0,01; Sekil
20). Morfin tolerant grup ile ODN grubun (7,10+1,86) ve ODN+morfin grubun
(9,98+0,66) H-Score ortalama degerleri karsilagtirlldiginda ise 5-HTs reseptor
ekspresyonun anlamli azaldigi goriildii (p<0,01). 5-HT3 reseptor ekspresyonu PBG
uygulanan tiim gruplarda ve ODN uygulanan morfin tolerant grubunda, salin ve morfin

grubuna gore arttig1 tespit edildi.
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Sekil 18. Dorsal kok gangliyon néron kesitlerinde 5-HT3 reseptoriiniin ekspresyonu. A) Salin
grubu B) Morfin grubu C) Morfin tolerant grubu D) PBG grubu E) PBG+Morfin grubu F)
PBG+Morfin tolerant grup G) ODN grubu H) ODN+Morfin grubu 1) ODN+Morfin tolerant grup.
C, D, E, F ve I gruplarinda 5-HT3 immiinoreaktif hiicre sayilarinin istatistiksel olarak anlamli
arttigr gortildi (p<0,01). En yogun immiinoreaktivitenin I grubunda arttig1 tespit edildi (ODN,
Ondansetron; PBG, 1-Phenylbiguanide) (X40, Bar:50 pm).
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Sekil 19. 5-HT3 agonisti PBG ekspresyonunun H-Score ortalama degerleri. Veriler ort. + SH
olarak ifade edildi. *p<0,01 salin grubuna gore karsilastirildiginda, **p<0,01 morfin ve morfin
tolerant grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel fark (n=6) (MT, Morfin tolerant; PBG,1-

Phenylbiguanide)
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Sekil 20. 5-HT; antagonisti ODN ekspresyonunun H-Score ortalama degerleri. Veriler ort. = SH
olarak ifade edildi. *p<0,01 salin grubuna gore karsilastirildiginda, **p<0,01 morfin tolerant
grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel fark (n=6) (MT, Morfin tolerant; ODN,

Ondansetron)

60



4.6.2. 5-HT7 Ekspresyonunun Belirlenmesi

Immiinohistokimyasal analiz sonucunda, dorsal kdk gangliyonlarindan elde
edilen noron kesitlerinde 5-HT7 ekspresyonun morfin tolerant grubunda maksimal diizeye
ulastig1 belirlendi (Sekil 21). Morfin grubu ile salin grubu karsilastirildiginda, 5-HT7
immiinoreaktivitesinde belirgin artis gozlendi. Benzer sekilde, AS 19 ve SB-269970
verilen gruplarda da 5-HT7 immiinoreaktivitesinin arttigi goriildii.

AS 19+Morfin tolerant grubu 5-HT7 H-Score ortalama degerleri (133,17+2,84),
salin grubu (97,70+2,10) ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir artis
gosterdi (Fsz30: 9,15, p<0,01; Sekil 22). Ayrica, SB-269970+Morfin tolerant grubun 5-
HT7 H-Score ortalama degerleri (132,99+3,28) ile salin grubu degerleri (97,70+2,10)
karsilastirildiginda aradaki farkin anlamli oldugu gozlendi (Fs30: 7,14, p<0,01). AS 19
grubunun H-Score ortalama degerleri (106,74+3,84) ve AS 19+Morfin grubun degerleri
(117,75+1,33) ile morfin tolerant grup ortalama degerleri (153,74+3,06)
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p<0,01). Benzer sekilde, SB-
269970 grubun H-Score ortalama degerleri (105,45+1,94) ve SB-269970+Morfin grubun
ortalama degerleri (110,99+2,94), morfin tolerant grup degerleri (153,74+3,06) ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0,01; Sekil 23). 5-HT7 reseptor
ekspresyonunun salin ve morfin grubuna gére morfin tolerant grubunda artis gosterdigi
ve ayrica AS 19 ve SB 269970 uygulanan morfin tolerant gruplarinda 5-HT7 reseptor
ekspresyonunun arttigi goriildii. Fakat, AS 19 ve SB 269970 uygulanan diger gruplarda

5-HT7 reseptor ekspresyonunun morfin tolerant grubuna gore azalmis oldugu gozlendi.
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Sekil 21. Dorsal kok gangliyon néron kesitlerinde 5-HT7 reseptoriiniin ekspresyonu. A) Salin
grubu B) Morfin grubu C) Morfin tolerant grubu D) AS 19 grubu E) AS 19+Morfin grubu F) AS
19+Morfin tolerant grup G) SB-269970 grubu H) SB-269970+Morfin grubu 1) SB-
269970+Morfin tolerant grup. B, C, D, E, F, G ve | gruplarinda 5-HT7 immiinoreaktif hiicre
sayilarinin istatistiksel olarak anlamli arttig1 goriildii (p<0,01). En yogun immiinoreaktivitenin C
grubunda artti81 tespit edilmistir (X40, Bar:50 um).
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Sekil 22. 5-HT7 agonisti AS 19 ekspresyonunun H-Score ortalama degerleri. Veriler ort. + SH
olarak ifade edildi. *p<0,01 salin grubuna gore karsilastirildiginda, **p<0,01 morfin tolerant
grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel fark (n=6) (MT, Morfin tolerant)
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Sekil 23. 5-HT- antagonisti SB 269970 ekspresyonunun H-Score ortalama degerleri. Veriler ort.
+ SH olarak ifade edildi. *p<0,01 salin grubuna gore karsilastirildiginda, **p<0,01 morfin
tolerant grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel fark (n=6) (MT, Morfin tolerant)
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5. TARTISMA

Opioidler akut ve kronik agriy1 tedavi etmek i¢in kullanilan etkili analjeziklerdir.
Uzun stire veya yiiksek dozda kullanimlari tolerans gelisimi ve solunum depresyonu gibi
yan etkilere neden olabilmekte ve bu durum klinik kullanimlarin1 sinirlandirmaktadir.
Morfinin analjezik etkinligini spinal ve supraspinal diizeyde gerceklestirdigini gosteren
¢ok sayida arastirma bulunmaktadir (173). Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak,
siganlara uzun siire morfin uygulama ile analjezik etkinin azaldig1 ve bu etkiye karsi

tolerans gelistigini gosterdik.

Morfinin analjezik etkisine karsi tolerans gelisimi ¢ok fazla arastirilmasina
ragmen hala tolerans mekanizmasit tam olarak ortaya konulmus degildir. Opioid
toleransinin, opioid reseptorlerin (n, & ve k) down-regiilasyonu, G protein
duyarsizlastirilmasi, nitrik oksit (NO), adenilat siklaz (AC) ya da protein kinaz gibi hiicre
i¢i sinyal yollarinin degisimi ile y-aminobutirik asit (GABA), glutamat, noradrenalin ve
serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT) gibi hiicresel reseptorlerin katilimini i¢eren birkag
mekanizma ile meydana geldigi gosterilmistir (120). Opioid reseptore baglandigi zaman,
G proteinleri aktive olur ve adenilat siklaz inhibisyonu ile siklik adenozin monofosfat
(cAMP) azalir. Daha sonra, Na* ve Ca*? kanallar1 baskilanir ve K* kanallarinin aktive
olmasiyla analjezi meydana gelir. Zamanla G protein aracili mekanizmadaki
degisiklikler, opioid reseptorde olusan duyarsizlasma ile analjezinin azalmasina neden
olur (117). Opioid agonistlere tolerans gelisiminde, N-metil-D-aspartik asit (NMDA)
reseptor aktivasyonu, nitrik oksit sentaz artigi, protein kinaz aktivasyonu ve adenilat

siklaz aktivite artig1 gibi farkli mekanizmalar da araci rol oynamaktadir (4-6, 8).

Opioidlerin analjezik etkisine karsi tolerans gelisimini onlemek i¢in yapilan
calismalar, opioidlerle birlikte uygulanan cesitli ajanlarin kullanimina yonelmistir.
Morfinin farkli peptitler ile birlikte verildigi deneysel calismalarda olumlu sonuglar elde
edilmistir. Bunlar arasinda, kanabinoid (CB1), oreksin 1, 5-HT>, dopamin D1/D2 ve
substans P reseptor antagonistleri ve 5-HT reseptor agonistleri ile beraber nitrik oksit
sentaz ve siklooksijenaz (COX) inhibitorleri ve kalsiyum kanal blokerleri yer almaktadir

(125, 174-180).
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Opioid tedavilerin uygulanmasi ve opioidlerin doniigiimii gibi klinikte uygulanan
bazi stratejiler, pratikte bu uygulamalarin desteklenmesi yetersiz olmasina ragmen,
hiperaljeziyi tedavi etmek ve toleransi 6nlemek igin kullanilmaktadir (181). G protein
aktivitesinin kaymasini baskilamak i¢in diisiik doz opioid antagonistlerinin kullanim1 ve
down-regiilasyonu onlemek icin B-arrestin2'nin inhibisyonu, agri yollarini1 baskilamak
icin kolesistokinin (CCK) ve NMDA reseptor antagonistlerinin kullanimi gibi diger
stratejiler klinik Oncesi ¢alisilan konulardan bazilaridir. Antikonviilsanlar ve
antidepresanlar gibi yardimci ilag tedavileri ile sicak, soguk ve egzersiz programlari gibi
ilagsiz tedavi uygulamalari opioid toleransini ve hiperaljeziyi Onlemek igin en sik
kullanilan yontemlerdir (116).

Son yillarda, opioid toleransi geciktirmek ve opioid analjezik etkisini artirmak i¢in
serotonerjik reseptorler lizerine ¢aligmalar yapilmistir. Serotonin reseptorlerinin agri
regiilasyonunda onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Serotonerjik noéronlarin
uyarilmasi, omurilik dorsal boynuzundaki inen inhibitdr yoldan agriya verilen tepkileri
azaltir (182). 5-HT reseptor antagonistinin periakuaduktal gri maddeye (PAG) enjekte
edilmesi ile morfinin antinosiseptif etkisi bloklanmistir (183). Dorsal rafe serotonerjik
sistemin, morfine kars1 tolerans gelisiminde dnemli bir rol oynadig: bildirilmektedir.
Nayebi ve ark.’nin yaptiklari ¢alismada, siganin dorsal rafe nukleusundaki serotonin
reseptOrlerinin dogrudan uyarilmasinin, morfinin analjezik etkisine tolerans gelisimini
engelledigini gostermektedir (184). Ayrica, opioidler, dorsal rafe nukleusundan kaynakli,
farklt serotonerjik ndron bdlgelerinde S5-HT salinimini indiikler (185). Morfin
uygulanmasinin, GABA seviyelerinde bir artisa ve daha sonra dorsal rafe nukleus
noronlarindaki serotonerjik aktivitenin azalmasma yol actigi ileri siiriilmiistiir (186).
Opioidler dolayli olarak GABAerjik ve glutamaterjik afferentleri inhibe ederek rafe
nukleusunda serotonerjik néronlar1 etkiler. Baglangictaki GABAerjik ve glutamaterjik
inputlarin  giiclenmesi ile aralarindaki denge saglandiginda bu alandan serotonin
salmimina ya da azalmasina neden olurlar (187). Dolayisiyla, dorsal ve medyan rafe
serotonerjik noron sistemlerinin, opioid tolerans gelisiminde 6nemli rollere sahip oldugu
varsayilabilir. Orta beyinde 5-HT sentezi orani ile tolerans gelisimi arasinda bir
korelasyon oldugunu gosteren goriisler vardir (184). Ozellikle, 5-HT:1 ve 5-HT
reseptorleri lizerine yapilan caligmalarda, opioid tolerans gelisiminde 5-HT1 ve 5-HT»
reseptorlerinin dnemli bir rol oynadig1 goriilmiistiir (163, 164). Dorsal rafe nukleusa 5-
HT1a reseptoriiniin direk stimiilasyonu, morfin analjezik etkisine tolerans gelisimini

uzatmistir (184). In vivo ve elektrofizyolojik davranis galigmalarinin, spinal 5-HT1a
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reseptOrlerinin spinal kordda nosiseptif informasyonun transmisyonunda rafe magnus

nukleusundan inen 5-HT yolunun inhibitdr etkisine aracilik ettigi gosterilmistir (17).

Serotonin reseptdr alt tipi agonistlerinin morfine karsi tolerans gelisim
mekanizmasina etkilerinin incelendigi ¢aligmalarda, bu maddelerin agr1 yollarina
katildigi ve morfinin analjezik etkisinde araci rol oynadiklar1 gosterilmistir (10, 188).
Bizim ¢alismamizda, serotonin reseptorii alt tiplerinden 5-HTsz ve 5-HT7 agonist ve
antagonistlerinin morfin ile kombinasyonlarinin, tail-flick ve hot-plate testlerinde morfin
analjezisi ve tolerans gelisimi iizerine etkileri incelendi. Yapilan analjezik testler
sonucunda, 5-HT3 reseptor agonisti 1-phenylbiguanide (PBG)’nin morfin analjezisini
azalttig1, 5-HT3 reseptdr antagonisti ondansetron (ODN) ve 5-HT7 reseptor agonisti AS
19’un morfin analjezisini artirdigt goriildii. 5-HT7 reseptor antagonisti SB-269970 ise
morfin kaynakli analjeziye etki gdstermedi. ODN ve AS 19 morfin toleransini azaltici
yonde etki gosterdi. Fakat, PBG’nin ve SB-269970’nin morfine kars1 gelisen toleransa
etkisinin olmadig1 goriildii. Ayrica, dorsal kok gangliyonlarinda 5-HTs ve 5-HTz
reseptorlerin  immiinohistokimyasal olarak ekspresyonlari incelendiginde en fazla
immiinoreaktivitenin morfin tolerant gruplarinda oldugu go6zlendi. Morfin tolerant
gruplarinda 5-HT3 ve 5-HT7 ekspresyonlart morfin ve salin grubuna gore artmisti. 5-HT3
agonisti PBG ve antagonisti ODN uygulanan morfin tolerant grupta yogun olan
ekspresyon, morfin tolerant ve salin grubuna gore fazlaydi. 5-HT7 reseptorlerinin
maksimal immiinoreaktivitesi, morfin tolerant grubunda tespit edildi. Benzer sekilde, AS
19 ve SB-269970 uygulanan morfin tolerant gruplarinda da 5-HT7 reseptor

ekspresyonunun arttig: gézlendi.

Elektrofizyolojik calismalar ve analjezi testleri morfin analjezik etkisinin
olusmasinda opioid ve serotonerjik sistemler arasindaki etkilesimin 6nemli oldugunu
gostermistir (10). Morfinin akut olarak verilmesi, dorsal rafe nukleus ve medyan rafe
nukleus projeksiyon alanlarinda 5-HT salimimimi artirir (189). Fakat, kronik morfin
uygulamasinin GABA saliniminda bir artisa ve ardindan dorsal rafe nukleusunda
serotonerjik aktivitede bir azalmaya yol ag¢tig1 6ne siiriilmiistiir (190). Ayrica, morfinin
agr1 iletimi inhibisyonunun, merkezi serotonerjik noronlara bagli oldugu ifade edilmistir
(191). Opioidlerin antinosiseptif etkisini merkezi serotonerjik ndronlar1 aktive ederek
meydana getirdigi gosterilmistir (192). Morfinin sistemik kullanimi1 farkli beyin
bolgelerinde ve spinal kordun dorsal boynuzunda 5-HT salinnminda artisa neden

olmaktadir (191). Eksitatér norotransmitterlerin ve GABA’nin 5-HT saliniminda rol
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oynadigi bilinmektedir (192). Ancak morfinin 5-HT saliniminda artisa nasil neden
olduguna dair net bilgi yoktur. Baz1 deneysel modellerde morfin kullanimu ile spinal kord
noronlarinda 5-HT saliniminin ve buna bagli morfinin analjezik etkisinin arttig1
gosterilmis, ancak bu etkiye zit olarak bazi ¢alismalarda ise 5-HT reseptor aktivasyonu
morfinin analjezik etkisini azalttigi gorilmistir (193). Bununla birlikte, 5-HT
reseptorlerinin aktive edilmesinin morfin toleransin gelisiminde tartigmali sonuglar1 da
vardir. Bir ¢alismada, 5-HT nin sistemik verilmesine yanit olarak serotonin aktivitesinde
artisin morfine karsi toleransi hizlandirdigi bulunmustur (186). Contreras ve ark.’nin
yaptiklari diger bir ¢alismada da, 5-HT prokiirsorii olan L-triptofan kullanimi ise morfin
tolerans gelisimini hizlandirmistir (158). Buna ilaveten, spesifik bir serotonin geri alim
inhibitoriiniin, morfinin antinosiseptif etkisine karsi tolerans gelisimini hafiflettigi
goriilmistiir (124). Bu sonuglar, 5-HT reseptorleri (5-HT1.7) alt tiplerinin, morfinin

analjezik etkisi iizerine farkl etkiler gosterdigini kanitlamaktadir.

5-HT3 reseptorleri, hem MSS hem de periferik sinir sisteminde noronal
depolarizasyona ve norotransmitter salimina aracilik eden ligand kapili katyonik iyon
kanallarina kenetlenmistir. Molekiiler biyolojisi, genetigi, ekspresyon modeli ve
fonksiyonu kapsamli bir sekilde analiz edilmistir. 5-HT3 reseptorleri, omurilik
noronlarinda veya afferent liflerde eksprese edilir. Ozellikle 5-HT3 reseptdrlerinin regiile
ettigi substans P, a-kalsitonin gen iliskili peptit, transient reseptdr potansiyel vanilloid-1
ve kapsaisin duyarl kiiciik afferent lifler {izerinde ekspresyon daha belirgindir (194).
Primer duyusal néronlarda (195, 196), duyu noéron hiicre govdelerinde ve omuriligin
dorsal boynuzu igindeki presinaptik terminallerde, eksitasyona ve ndrotransmitter
salinimina neden olabilecek fonksiyonel 5-HT3 reseptorleri tanimlanmistir (194, 197).
Omuriligin dorsal boynuzu icindeki analjezik etkisi, elektrofizyolojik ¢aligmalarda
dogrulanmistir (194). 5-HT3 reseptor agonistleri gastrointestinal bozukluklar, kaygi, agri

ve hiperemezis tedavisinde kullanilir (198).

Mevcut bilgiler, 5-HT3z reseptorlerinin nosiseptif sinyal iletimini inhibe
edebilecegini veya opioid toleransi ile uyumlu sekilde nosiseptif sinyali
kolaylastirilabilecegini gostermektedir. Ornegin, selektif 5-HT3 agonisti 2-Me-5-HT'nin
intratekal enjeksiyonu bazi modellerde analjezik aktiviteye neden olur. Bu analjezik
aktivite 5-HT3 kaynaklt GABAerjik inhibitor sinyalin artmasi ile meydana gelir (19).
Spinal sinir ligasyonu olusturulan sicanlarda, 5-HT3 reseptor agonisti kullaniminin,

GABAerjik aracili anti-hiperaljezik etki gosterdigi (199, 200) ve santral sensitizasyonun
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gelisimi ve siirdiiriilmesinde rol oynadigi gosterilmistir (201). Farkli bir ¢alismada ise 5-
HTs agonisti 2-Me-5-HT’ nin primer afferent noronlarin terminallerinin postsinaptik
bolgelerinde nosiseptif transmisyonu inhibe eden GABA salinimini artirdig1 gériilmiistiir
(202). inen serotonerjik sistem aktivasyonu spinal projeksiyon noéronlarinda postsinaptik
inhibisyona neden olur (203). Bununla birlikte, siganlarda 5-HT3 reseptor aktivasyonunun
intrinsik spinal kord ndronlarmi uyarip, dorsal boynuzda GABAAa salinimini artirarak
antinosisepsiyonu indiikledigi tail-flick analjezi testinde gosterilmistir (204). Supraspinal
morfin verilmesi, omurilikteki 5-HT3 reseptorlerinin aktiflestirilmesiyle interndronlardan
GABA salinimini uyarabilir ve bu durum antinosisepsiyonla sonuc¢lanabilir. Kawamata
ve ark. tarafindan yapilan deneysel bir calismada, intraserebroventrikiiler morfin
uygulanmas1 omurilikteki 5-HT3 reseptorlerinin aktivasyonu ve kismen GABA salinmasi
yoluyla antinosiseptif etki olusturdugu gosterilmistir (21). Roczniak ve ark. ¢aligmasinda
da benzer sekilde 5-HT3 reseptor agonisti PBG’nin, sistemik olarak uygulanmasi
analjezik etki meydana getirmistir (165). Ancak, baz1 caligmalarda bu etkiye zit olarak
inen serotonerjik yolaklarin hiperaljezi olugmasinda o6nemli bir rol oynadiklari

gosterilmistir (205-207).

Biitiin bu bilinenlere ragmen, spinal 5-HT3 reseptorlerin morfinin antinosiseptif
etkisindeki rolleri hala tartismalidir ve bu alanda ¢alisma sayis1 yetersizdir. Davranis
caligmalari, intratekal olarak verilen 5-HT'nin neden oldugu antinosisepsiyonun 5-HT3
reseptorleri tarafindan yonlendirildigini géstermistir (208). Bununla birlikte, 5-HTs
reseptOr aktivasyonunun noronal cevaplart dogrudan inhibe etmesi olas1 degildir, ¢iinkii
5-HT3 reseptor aktivasyonu ile sodyum ve kalsiyum iyonlarina membran gegirgenligini
artirmasit depolarizasyona neden olur (209). Farkli ¢alismalarda, 5-HTs agonistlerinin
hiperaljezik etkisi oldugu bildirilmistir (210-212). Sunulan bu ¢alismada da subkutan
olarak verilen morfin ile 5-HTs reseptor agonisti, morfin analjezik etkisinde hiperaljezik
etki gdstermis, fakat morfine karsi tolerans gelisimine etkisi goriilmemistir. Bulgularimiz,
bir¢ok literatiir bilgisiyle uyumlu olmasina ragmen celiskili sonuglar1 da mevcuttur.
Sonuglardaki farkliliklar, 6nceki ¢aligmalarda morfin tiirevlerinin zayif 5-HT3 reseptor
agonisti olarak davrandiklarinin ortaya konulmasi (213) ve sonraki ¢alismalarda morfinin
5-HTs reseptor araciligiyla S5-HT akimini inhibe ettiginin elektrofizyolojik olarak
gosterilmesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, elektrofizyoloji calismalarinda diistik
mikromolar konsantrasyonlarda morfin uygulanmasi, 5-HTsa reseptor aracili 5-HT

akimlarini ve 5-HT aktivasyonunu yavaslatmistir (214, 215). Bu durum, morfinin 5-HT3
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reseptOrlerinin bir agonisti olarak etkinligi bulunmadigini ve morfin uygulama oncesi
birlikte alindiginda, morfin ile yarigmasiz inhibisyona girerek 5-HT3 reseptor
aktivasyonunu onledigini gostermektedir (216). Béylece, morfin kaynakli 5-HT3 reseptor
aktivasyonunun 6nlenmesi ile 5-HT akiminin azalmasi, 5-HT3 reseptorlerinin morfinin
analjezik etkisinde aract rol oynadigim1 gostermektedir. Bunun yanisira, 5-HT3
reseptorlerinin aktivasyonu ile NO sentaz uyarilmasi ve ikincil haberci fosfolipaz C
aracili hiicre kalsiyum iyon gegirgenliginin artmasi (145, 217) morfin analjezisinde

hiperaljezik etkiye neden olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu tez caligmasinda, 5-HT3 reseptdr antagonisti ODN’nin morfin analjezik
etkisini artirdigini ve morfinin analjezik etkisine karsi tolerans gelisimini azalttigini
gosterdik. Literatiire bakildiginda, Chu ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada,
bulgularimizla uyumlu olarak, 5-HT3 reseptdr antagonistlerinin, opioidlerin indiikledigi
hiperaljezi ve toleransi dnleyebildigi gosterilmistir (18). Ayni sekilde farkli bir galismada,
sicanlara akut olarak intratekal ODN enjeksiyonu yapilmasi morfine karst tolerans
gelisimi ve opioidlerin indiikledigi hiperaljeziyi 6nlemistir (218). Ayrica, Liang ve ark.
tarafindan yapilan baska bir ¢alismada da, 5-HT3 reseptor antagonisti ODN’nin kronik
morfin kullanimi sonucu olusan morfin indiiklii hiperaljeziyi ve analjezik toleransi
azalttigr gosterilmistir (159). ODN’nin, morfin ile birlikte kullanildigi zaman, morfin
toleransini 6nledigi ortaya konulmustur (160). Bununla birlikte, ODN’nin sistemik ve
intratekal enjeksiyonu ile morfine karsi toleransin 6nlendigi ve ODN ile birlikte
uygulanan morfin tedavisinin, omurilik ve dorsal kok gangliyonu néronlarinda gen
ekspresyonu iizerindeki adaptif etkileri engelledigi gosterilmistir (18, 219-221). Giordano
ve ark. tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise bulgularimiza zit olarak bir opioid
analjezik olan tramadol’un analjezik etkisi, ayn1 zamanda bir antiemetik ilag¢ olan 5-HT3
reseptor antagonisti ODN ile azalmistir (211). Bu sonuglarin farkli olmasi, ilaglarin
uygulama sekli, dozu ve nosiseptif testlerdeki farkliliklardan kaynaklandigini

diistindiirebilir.

Immiinohistokimyasal ¢aligmalar, nosiseptif sinyali alan medulla spinalisin
stiperfisyal dorsal boynuzunda 5-HT3 reseptorlerin yogun bir sekilde eksprese oldugunu
ortaya koymustur (222). Calismamizda, dorsal kok gangliyonlarinda 5-HT3 reseptorlerin
ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak gdsterilmistir. Ozellikle, morfin tolerant
gruplarinda ekspresyonun arttigi goriildii. Bu kanitlar; 5-HT3 reseptorlerin, tolerans

mekanizmasina spinal kord seviyesinde araci rol oynadigini gostermektedir. 5-HT3
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reseptOr sisteminin opioid toleransa neden olabilecegi veya toleransi Onleyebilecegi
bilinmektedir. Bu bakimdan biiyiik bir olasilikla, soma veya afferent ndronlarin merkezi
terminallerinde eksprese edilen 5-HTs reseptorleri 6nemlidir. Santral noradrenerjik
sistem lezyonunda nosisepsiyonu ilgilendiren ana yapilarda (frontal korteks ve talamus)
5-HT3 reseptdr aktivitesinin azaldigi gosterilmistir (165, 223). Dokulardan salinan 5-HT,
periferal 5-HT3 reseptorlerini etkileyerek pronosiseptif etkili bradikininin aktivasyonu ile
agr1 duyusuna cevap veren noronlart duyarl hale getirir (224, 225). 5-HT3 reseptoriiniin
akut olarak bloke edilmesi, gen ekspresyonlarinda degisiklikler ile inen serotonerjik
yolaklar1 bloke ederek, opioid toleransini ve opioidlerin indiikledigi hiperaljeziyi azaltir
(159).

Son yillarda, kemirgenler lizerinde yapilan c¢aligmalarda morfin ve tramadol
uygulanan, inen serotonerjik yolak aracili agri inhibisyonu ve antinosisepsiyonunda,
spinal 5-HT7 reseptoriiniin rol oynadig1 gosterilmistir (22, 207). 5-HT7 reseptori, 5-HT
reseptor ailesinin son zamanlarda tanimlanan tiyesidir. MSS'de 5-HT7 reseptorleri yaygin
dagilim gosterir ve sirkadiyen ritm, duygudurum, 6grenme ve bellek, uyku, nosisepsiyon
ve termoregiilasyon diizenlenmesinde rol oynar (133). Spinal 5-HT reseptorlerinin
biyolojik rolii, 5-HT reseptorlerinin anatomik dagilimi iizerine yapilan ¢aligmalardan elde
edilen sonuglara dayanmaktadir (15). Meuser ve ark. 5-HT7 reseptorlerinin omurilik
dorsal boynuzu ylizeyel tabakalarinda lokalize oldugunu ve omuriligin ara bolgelerinde
baskin bulundugunu gostermistir (150). Ayni1 zamanda, Doly ve ark. da, omurilikte 5-HT7
reseptoriiniin hiicresel ve alt hiicre dagilimini gostermis ve 5-HT7 reseptorlerinin agirlikl
olarak birincil afferent lifler, lamina I ve II'deki peptiderjik interndronlar ile glial
hiicrelerde bulundugunu ortaya ¢gikarmiglardir (153). 5-HT7 reseptor alt tipleri hem sigan
hem de insan dorsal kok gangliyonunda klonlanmistir (226). Dorsal kok nosiseptor hiicre
govdeleri ve dorsal boynuz yiizeysel laminasinda 5-HT7 immiinoreaktivitesinin varligi,
primer afferent ndronlarin merkezi terminalleri tizerindeki 5-HT7 reseptorii ekspresyonu
ile ilgili oldugunu gostermektedir (150). Sunulan bu ¢alismada da, 5-HT7 reseptorlerinin
dorsal kok gangliyonunda ekspresyonlarin tiim morfin tolerant gruplarinda arttigi
goriildii. Elde edilen bu bilgiler, 5-HT7 reseptorlerinin periferal nosisepsiyona katildigini

gostermektedir.

5-HT7 reseptorlerinin, nosisepsiyonda rol oynadigini gosteren birkag calisma
bulunmaktadir (138, 141, 227). 5-HT7 reseptorleri baslica, dorsal boynuzun siiperfisyal

laminalarinda bulunur ve agrinin endojen kontroliinde rol oynar (150, 153). Rafe magnus
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nukleusunda bulunan 5-HT7 reseptdrlerinin inen agr1 yollarinin kontroliinde rol oynadigi,
cesitli davranis calismalariyla ortaya cikarilmistir (20, 207). 5-HT7 reseptorlerin
uyarilmast GABAA reseptor aracili CI' akisin1 uyarir, dolayisiyla, nosiseptif afferent
liflerde nosisepsiyonda aksiyon potansiyelini baslatarak depolarizasyona neden olur
(228). 5-HT7 reseptorleri néronal eksitasyona neden olan, cCAMP olusumunu uyararak
adenilat siklaz aktivasyonunu baslatir ve agrinin inhibisyonuna yol acar (16). Onceki
caligmalarda, 5-HT7 reseptorlerinin dorsal spinal boynuzda inhibitér interndronlarda
bulundugu ve adenozin A1 ve GABAA reseptorlerini aktive ederek agri modiilasyonuna
katildig1 gosterilmistir (166, 229). Ayrica, 5-HT7 reseptorleri, 5S-HT1a reseptor ailesi ile
etkilesimde olan birgok ligandlara da yiiksek afinite gdstermektedir ve farmakolojik profil
ozellikleri benzerdir (150). Bu yiizden, 5-HT1a reseptoriiniin 5-HT7 reseptorii etkisinden
dolayi, antinosiseptif etkili oldugu gosterilmistir (167).

5-HT7 reseptorleri, opioid aracili analjezide 6nemli bir rol oynamaktadir (230).
Sistemik morfin kullanimi, spinal kordda inhibitdr enkefalinerjik ya da GABAerjik
internodronlar iizerinde lokalize olan 5-HT7 reseptorlerini aktive eder ve presinaptik ya da
postsinaptik bolgelerde primer afferent liflerin terminalinde nosisepsiyonu inhibe eden
GABA ve enkefalin salimimini uyarir (21). 5-HT7 reseptorii aktive olmasi, doza bagl
olarak antinosisepsiyona neden olur ve morfinin antinosiseptif etkisini artirir (20, 167,
231). 5-HT7 reseptorleri morfinle indiiklenmis antinosisepsiyona aracilik etmektedir
(205). Biz de ¢alismamizda, 5-HT7 reseptorlerinin morfin analjezik etkisini artirdigini ve

morfin toleransi 6nledigini gézlemledik.

5-HT7 reseptorlerin spinal seviyede bloke edilmesi ile opioidlerin indiikledigi
analjezinin inhibe oldugu akut termal nosiseptif testlerde gosterilmistir (161). 5-HT>
reseptor antagonistlerinin (SB-269970 ve SB-258719) sistemik kullanimi, sinir hasari
olusturulan farelerde, kapsaisin ile indiiklenmis hiperaljezi ile iliskili mekanik
hipersensitiviteyi artirmistir (167, 232). Spinal 5-HT7 resept6r antagonisti SB-269970’in
intratekal enjeksiyonu ile farmakolojik blokaji, morfin, tramadol ve kannabinoidlerin
antinosiseptif etkisini 6nledigi tail-flick analjezi testinde gosterilmistir (22, 207). Ayrica,
Dogrul ve ark.’nin yaptiklar1 bir calismada, 5-HT7 reseptor antagonisti SB-269970’in
sistemik olarak verilmesi morfinin antinosiseptif etkisini bloke etmistir (20). Bizim
calismamizda ise, SB-269970 uygulanmasi ile morfinin antinosiseptif etkisinde ve

morfine kars1 tolerans gelisimi tizerinde herhangi bir etkiye neden olmamustir.
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5-HT7 reseptorlerinin uyarilmasi ile primer afferentleri veya nosiseptif dorsal
noronlart inhibe etme mekanizmasi iki sekilde agiklanabilir (150). Bu mekanizmalardan
biri agonistler tarafindan tetiklenen 5-HT7 reseptoriiniin hizli bir sekilde duyarsizlagsmasi
ve ikinci olarak inhibitor internéronlarin 5-HT7 reseptor araciligi ile aktive olmasidir.
Birinci mekanizma, 5-HT7 reseptorlerin uzun siireli aktivasyonlarindan sonra zamanla
duyarsizlastigi goriilmesiyle ortaya konulmustur (233). Ayrica, 5-HT7 reseptor
aktivasyonunun, 5-HT geri aliminda inhibisyona neden olarak hiicre dist 5-HT
seviyelerini artirdig1 gosterilmistir. Daha sonra bu etki 5-HT7 reseptorlerinin uzun siireli
aktiflestirilmesinden sonra kaybolmustur. Ote yandan, selektif serotonin geri alim
inhibitorleri (SSRI'lar) ile kronik tedavi sonrasi 5-HT aktivasyonu, kismen 5-HT7
reseptorlerinin duyarsizlagtirilmasina ~ baglanir (234). 5-HT7 reseptori
duyarsizlastirilmasi, sadece 5-HT7 reseptorii agonistleri tarafindan degil ayn1 zamanda 5-
HT7 reseptor antagonistleri ile de meydana gelir (235). Ancak, 5-HT7 reseptorii
duyarsizlastirilmasi tanimlanmis olmasina ragmen, segici 5-HT7 reseptorii agonistlerinin
(E-57431 veya E-55888) analjezik (anti-allodinik/anti-hiperaljezik) etkisine karsi
tolerans gelisimi gésterilmemistir (232, 236).

5-HT7 reseptorlerin aktive olmasi ile nosiseptif néronlari inhibe etmesinde olasi
ikinci mekanizma ise, 5-HT7 reseptorlerinin spinal dorsal boynuzda GABAerjik
interndronlarda eksprese edilmesidir (153, 232). Farmakolojik ¢alismalar, 5-HT7 reseptor
aracili antinosisepsiyonda GABAerjik interndronlarin araci rol oynadigini gostermistir.
Ozellikle, siyatik sinir hasarli siganlarda tedavi dncesi intratekal olarak GABA reseptdr
antagonisti uygulanmasi, 5-HT7 reseptor agonistlerinin anti-hiperaljezik etkisini
onlemistir (166). GABA aktivasyonu ile sodyum-potasyum-klor kotransporter (NKKC1)
ve potasyum-klor kotransporter (KCC2) kanallarinin kontrolii ile CI” transportu meydana
gelir. Tedavi 6ncesi NKCC1 ve KCC2 blokerleri uygulanmasi, 5-HT7 reseptor agonisti
AS-19’un pro ve anti-nosiseptif etkilerini dnlemistir. Ayrica, amilorid ile T tipi kalsiyum
kanal blokaj1 da AS 19’un antinosiseptif etkisini azaltmistir. AS 19, GABAA reseptor
aracili aktivasyonu ile dorsal boynuzda Cl  iletkenligindeki degisimler ve kalsiyum iletimi
araciligryla agn sinyalini modiile eder (236). Bundan dolay1, 5-HT7 reseptorlerin anti-
hiperaljezik etkisi, GABAerjik interndronlardaki 5-HT7 reseptdrlerin aktivasyonundan
kaynaklanmaktadir (237).

5-HT7 reseptorlerin, morfinin antinosiseptif etkisinde 6nemli bir rol oynadigini
gosteren az sayida calisma mevcuttur (16). Buna karsin, bu reseptorlerin morfin

toleransina etkileri ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Calismamizda
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onceki ¢aligmalarla uygun olarak, 5-HT7 reseptor aktivasyonu morfinin analjezik etkisini
artirmigtir. Ayrica, 5-HT7 reseptoriin bir agonist ile aktivasyonu morfine karsi tolerans
gelisimini de Onlemistir. 5-HT7 reseptorlerin anti-hiperaljezik etkisinin GABAerjik
interndronlarda kavusum yapan eksitator 5-HT7 reseptorlerin aktivasyonundan
kaynaklandig1 goriilmektedir. Bu nedenle, sistemik morfin verilmesi ile omurilige
projekte olan supraspinal ndronlarin aktive olmasi ve boylece 5-HT'nin salgilanmasi olas1

gorilmektedir.
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6. SONUC

Arastirma sonuglari, farkli reseptorler tizerinde analjezik etkinlik gosteren morfin
ile 5-HT3reseptor agonisti PBG’nin birlikte verilmesinin morfin kaynakl analjezik etkiyi
azalttigin1 gosterdi. Morfin tolerant siganlara PBG verilmesi ile morfinin analjezik
aktivitesinde anlamli bir etki goriilmedi. 5-HT3 reseptdr antagonisti ODN sicanlar
tizerinde analjezik etki olusturdu ve morfin analjezisini artirdi. Morfin tolerant siganlara

ODN ve morfinin birlikte uygulanmasi morfine kars1 gelisen toleransi dnledi.

Bunun diginda, 5-HT7 reseptor agonisti AS 19 verilmesi morfin kaynakli analjezik
etkiyi artirdi ve morfine karsi gelisen toleransi azaltti. Caligmamizda, serotonin 5-HT3
reseptor agonisti toleransi indiikleyici ve 5-HT7 reseptor agonisti ise morfin tolerans

gelisimini Onleyici etki gostermistir.

Bulgular, spinal 5-HTs ve 5-HT7 reseptorleri araciligiyla, inen serotonerjik
yollarin aktivasyonunun opioid analjezisinde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir.
Ayrica, endojen agr1 sisteminin bir parcasit olarak 5-HT3z ve 5-HT7 reseptdrlerinin
onemine isaret edilmektedir. Bununla birlikte, 5-HT3 ve 5-HT7 reseptorlerinin
aktivasyonunun inhibisyonla sonug¢landig1 mekanizma tam bilinmemektedir. 5-HT3 ve 5-

HT7 reseptorleri ile morfin analjezisi iizerine ¢aligma sayis1 yetersizdir.

Sonug olarak, serotonerjik ve opioid sistem etkilesiminin ve serotonin reseptor
sistemini etkileyen ajanlarin morfinin analjezik etkisine karsi gelisen tolerans lizerinde
cok onemli bir role sahip oldugu goriilmektedir. Tiim bu sonuclarin dogrulanmasi ve
mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha ileri deneysel ve klinik arastirmalarin

yapilmasi1 gerekmektedir.
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