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CBS
CSE
cAMP
HA
H2S
I.p.
MOE
3-MST
NaHS
NMDA
NO
PAG
PKA
S.k.
TRP
TRPAL
TRPV1

SIMGE VE KISALTMALAR

. Sistatyonin-g-sentaz

. Sistatyonin-y-liyaz

: Siklik adenozin monofosfat

: Hidroksilamin

: Hidrojen sulfar

- intraperitoneal

: Maksimal olasi etki

. 3-merkaptopirtivat sulfirtransferaz
: Sodyum hidrojen sulfar

: N-metil-D-aspartat

. Nitrik oksit

: Propargilglisin

. Protein kinaz A

. Subkutan

: Transient receptor potential

: Transient receptor potential ankrin-1

. Transient receptor potential vanilloid-1



GIRIS VE AMAG

Agri, olusmus ya da devam etmekte olan doku hasarindan korunmaya kargi
vicudun gosterdigi fizyolojik bir savunma mekanizmasidir. Bununla birlikte 6zellikle
kronik agri; yasam kalitesini, uretkenligi ve iyi olma halini olumsuz etkileyen ve
altinda yatan nedenler acisindan karmasik olan bir deneyimdir. Bu nedenlerle dinya
genelinde énemli saglik sorunlarindan biri olan agri, klinik tip calismalari icerisinde
kontrolii ve tedavisi Gzerine yodun caligilan bir olgudur. Onemli analjezik ilag¢ gruplari
icerisinde yer alan non-steroid antiinflamatuvar ilaglar (NSAIl), cogunlukla
inflamasyonun oldugu bdlgenin akut tedavisinde ve ylzeysel yapilarin orta ve hafif
agrilarinda kullaniimaktadir. Ancak siddetli veya kronik agrinin tedavisinde yetersiz
kalmaktadirlar. Opioid ilaglar, siddetli agrilarda daha etkindirler. Fakat gu¢lu analjezik
etkinliklerine karsin, kronik kullanimlari tolerans ve bagimliigin gelismesine yol agar
(1-3). Opioidlere bagimlilk ve tolerans gelisiminin molekiler temelinin ve
mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi, bu ilacglarin agri tedavisinde c¢ok daha etkin
olarak kullaniimalari agisindan buyuk énem tasimaktadir. Ayrica opioid benzeri yeni
ilaglarin gelistiriimesinin 6nunu acabilir.

Hidrojen sulfir (H2S) agri olusumu mekanizmalarinda rol aldigi gosterilmis
olan endojen bir gaz mediyatordur (4-6). Vucutta baslica sistatyonin-B-sentaz
(cystathionine beta syntase, CBS) ve sistatyonin-y-liyaz (cystathionine gamma lyas;
CSE) enzimleri tarafindan, L-sistein amino asidinden sentezi ger¢ceklesmektedir. CBS

baslica beyin dokusunda, CSE ise kalp, karaciger, bobrek, ileum ve lenfositler gibi



pek cok hiucre ve dokuda H2S olusumunu saglayan enzimlerdir. Endojen H2S’nin
uretiminin azaltilmasinin antinosiseptif etkinlik olusturdugu cesitli c¢alismalarda
gosterilmigtir. Bu nedenle H2S, nosiseptif ve néropatik agri tedavisinde dikkati Gzerine
ceken bir mediyatordir (5-9). Noéropatik agri olusum mekanizmalari ile morfine
tolerans ve bagimlilik olugsmasi arasinda benzerlik oldugu bilinmektedir. H2S’nin TRP
(transient receptor potential), Cav3.2 kanallari Gzerinden nosiseptif etkiye katkisi
oldugu ve morfin tolerans-bagimhliginda bu kanallarin da rol oynadigi
disunulmektedir. Endojen H2S’nin Uretiminin azaltilmasinin morfine tolerans ve
bagimlilik olusmasi Uzerine etkisi olabilir (10-14).

Bu verilerden yola ¢ikarak galismamizda;

Deney hayvanlarinda morfin tolerans ve bagimhli§i olusturarak, tolerans ve
bagdimlihdin gelisiminin ¢esitli zamanlarinda beyin ve omurilik H2S duzeylerindeki
degisimi tespit etmeyi ve H2S’nin endojen olarak Uuretiminin inhibe edilmesinin
tolerans ve bagimlilik olusumu Uzerine etkisinin olup olmadigini belirlemeyi
amacladik.

Calismamiz morfine tolerans ve bagimlliginin olusum mekanizmasinin
aclklanmasina katki saglayabilir, eger olumlu sonug alinirsa tolerans ve bagimlilik

gelismeyen yeni ilaglarin dretiimesine dnculuk edebilir.



GENEL BILGILER

AGRI

Agr, koruyucu bir mekanizma olmakla birlikte uzun sire devam ettiginde
yasam kalitesini olumsuz olarak etkileyen bir duyudur.

Uluslararasi Agri Arastirmalari Tegkilati (International Association for the
Study of Pain / IASP) tarafindan yapilan en guincel tanima gére agri; “var olan veya
olasi doku hasarina eglik eden veya bu hasar ile tanimlanabilen, hosa gitmeyen
duysal ve emosyonel deneyimdir’ seklinde tanimlanmaktadir (15-17). Bu tanima
gore, agri 6zneldir ve kisiden kisiye degisebildigi gibi, ayni kiside degisik zamanlarda
da degiskenlik gosterebilmektedir (15,18). Agri, duyusal bir uyarinin dogrudan ifadesi

degildir, beynin cesitli noral sinyalleri tarafindan ayrintili iglemlerin bir Grintdur.

NOSISEPSiYON

Nosisepsiyon, "noci" (Latince zarar, zedelenme) sozcuglnden tlretilen bir
terimdir ve travmatik, zarar verici veya agrili uyaranlara noral yaniti belirler. Duyusal
reseptorlerden belirli aferent sinyallerin zararli olarak algilanmasini kapsayan bir
olaydir (19).

Nosiseptorler, cilt, cilt alti, periost, eklemler, kaslar, viseral dokularda bulunan
ve mekanik, kimyasal, termal uyarilari algilayan reseptorlerdir. Periferde bulunan bu
Ozellesmis sinir uclari olarak tanimlanan nosiseptorler tarafindan doku hasarinin

alinip, santral sinir sistemine goéturilmesi ve burada belirli néral yapilarda



batunlestirilerek zararli durumun algilanmasi ve bu duruma uygun biyolojik, fizyolojik,
ve psikolojik vb. dnlemlerin harekete geciriimesidir. Nosisepsiyon, genellikle agri ile
birlikte ayni durumu anlatmada kullanilir fakat birbirinden farkhidirlar. Tim

nosisepsiyonlar agriyi olusturur fakat tim agrilar nosisepsiyon sonucu olusmaz.

PRIMER AFERENT ILETIM

Uyarilarin algilanmasini saglayan derideki duyusal sinir lifleri; iletim hizina ve
miyelinli olup olmamalarina gore ug¢ farkli sekilde kategorize edilirler Bunlar. blyuk
¢apa sahip, hizli iletim yapan (30-70 m/sn) miyelinli sinir lifleri (AB), yavas iletim (5-30
m/sn) yapan miyelinli sinir lifleri (Ad) ve kuguk capli, iletim hizi oldukga disuk olan
miyelinsiz sinir lifleridir (C) (19,20). AB sinir lifi, derideki zararsiz uyaranlara yanit
verirken, dokuyu tehdit veya zarar veren termal, mekanik ve kimyasal uyarilara Ad ve
C lifleri secici olarak yanit verir (21).

Nosiseptif primer aferent sinir liflerinin terminalleri, zararl gevresel uyaranlari
elektrik sinyallerine (reseptér potansiyeli) donustiren cesitli tipte iyon kanall
reseptorleri bulundurur. Bu konuda en bilindik protein yapilar gecici reseptor
potansiyeli sinifi olan TRP reseptorleridir (22). TRP kanallari segici olmayan katyon
kanallaridir ancak kalsiyum (Ca?*)'a karsi duyarlhgi oldukga ylksektir.

Gegici reseptor potansiyel vanilloid-1 (TRPV1) reseptori temelde periferik
primer aferent néronlar ve dorsal kok ganglionlarda bulunsa da, antinosiseptif inici
yolaga ait spinal ve supraspinal yapilarda da eksprese edilir (23-25). Aci biberde
bulunan kapsaisin, zararl 1s1 (>43°C), dusuk pH, oksidatif stres Urtnleri bu kanall
aktive eder (25,26). Periferik ve merkezi sinir uglarindan P maddesi ve kalsitonin gen
iliskili peptid (CGRP) gibi inflamatuar néropeptidlerin saliveriimesi TRPV1’in aktive
olmasina yol agarak norojenik inflamasyon ve agri olusumuna sebep olur (27,28).
TRPV?’in agr duyusunun taginmasi ve belirlenmesinde rol alan duyusal néronlari
uyarmasindaki roll ¢ok sayida c¢alismada ele alinmis ve bu kanallarin nosiseptif ve
inflamatuvar agrida énemli dizenleyiciler oldugu gdsterilmistir. TRPV1 geni silinmis
(knockout) fareler Uzerinde yapilan deneysel bir inflamasyon modelinde, termal
hiperaljezinin gelismedigi gosterilmistir (29,30). Ayrica, birgok TRPV1 antagonistinin
iltihaplanma ile baglantili termal hiperaljeziyi hafiflettigi rapor edilmistir (28).

Gegici reseptor potansiyel ankrin-1 (TRPAL)’in, doku yaralanmasi ile ortaya
cikan tahris edici kimyasallar (reaktif azot turleri, reaktif karbonil tarleri), oksidatif



stres Urlnleri ve soguk tarafindan aktive edildigini gosteren galismalar bulunmaktadir
(31,32). Bundan dolayi duyu noéronlari Gzerinde bulunan TRPA1 kanallarinin,
nosisepsiyonun kemosensorleri olarak 6nemli oldugu dustnulmektedir. Deneysel
hayvan calismalarinda, TRPA1'in bloke edilmesi, bircok patofizyolojik agri olayinda

etkili bir sekilde agri duyusunu azaltmistir (22).

AGRI SINIFLAMASI
Adri, baslama slrelerine, mekanizmalarina, etiyolojik faktérlere veya

kaynaklandigi bolgeye gore dort sekilde siniflandirilabilmektedir. (16).

1. Suireye Gore

a) Akut b) Kronik

2. Norofizyolojik Mekanizmaya Gore

a) Nosiseptif b) Somatik c) Viseral d) Noropatik e) Psikojenik
3. Etiyolojiye Gore

a) Kanser b) Postherpetik nevralji c) Artrit agrisi vb.

4. Bolgeye Gore

a) Bas agrisi b) YUz agrisi c) Bel agrisi d) Pelvik agr vb.

Nosiseptif Agri

Nosiseptorler, mekanik, termal ve kimyasal olmak Uzere U¢ zararli uyaran
tarafindan uyarilan ve doku hasarini tespit etmek icin periferde bulunan 6zellesmis
yapilardir (20). Nosiseptif agri, nosiseptorler tarafindan algilanan bu zararli uyarilarin
ust merkezlere iletilerek uygun yanitin verildigi agr turaddr. Nosiseptif agrinin
iletiminde miyelinli A ve miyelinsiz C sinir lifleri rol alir. Agrinin kisa slren kesici,
batici komponenti miyelinli Ad lifleri tarafindan iletilirken, uzun slren zonklayicl,

yakici kismi ise miyelinsiz C lifleri tarafindan santral sinir sistemine iletilir (15).

Noropatik Agn

Noropatik agn, periferik lifler (AR, Ad ve C lifleri) ve merkezi néronlar dahil
olmak Uzere somatosensor sistemin bir lezyonu veya hastaligindan kaynaklanir.
Zararli ve zararsiz uyaranlara tepkiler patolojik olarak ¢ogalir ve buna es zamanl

olarak agri kendiliginden ortaya c¢ikar (33,34). Patofizyolojisi henlz tam olarak



aydinlatilamamis olmakla birlikte kaynaklandigi bolgeye gore periferik ve santral
olarak ikiye ayrilir. Periferik noropatik agriya, periferik sinirleri etkileyen hastalik veya
inflamatuvar durumlar olan postherpetik nevralji, diyabetik néropati, hayalet uzuv
(fantom) adrisi ve diger sinir zedelenmeleri; santral néropatik agriya ise multipl
skleroz (MS), omurilik hasari ve inme sonrasi agrilar 6rnek verilebilir (34-36).

Eksitator ve inhibitor somatosensor sinyalleme arasindaki dengesizlik, iyon
kanallarindaki degisiklikler ve merkezi sinir sistemindeki adri mesajlarinin module
edilmesindeki degiskenliklerin timU néropatik agriya neden olmaktadir (34).

Sinir hasarini takip eden suregte bir takim molekuler olaylar kaskati
gerceklesmektedir. Hasar sonucu ortaya ¢ikan kimyasal maddeler periferde
nosisepsiyona karsi agri esik degerini dugurmekte ve spontan desarjlarin olugsmasina
yol agmaktadir. Hasar gormus sinir ile innerve olan vucut alaninda gesitli degisiklikler
ortaya cikabilir. Benzer dedisiklikler aferent liflerde, arka kok gangliyonlarinda da
olusup ektopik uyari alanlari meydana getirebilirler. Bu ektopik uyari alanlari komsu
dokulari etkileyerek noropatik hastalarla gorulen belirgin klinik semptomlar olan
allodini (normalde agrili olmayan bir uyarana verilen agri yaniti) ve hiperaljezi (normal
olarak agrili uyarana karsi verilen artirilmis agri yanit) olusumuna yol acarlar (37-
39).

DORSAL BOYNUZ NORONAL SIiSTEMi

Omurilik arka boynuzunda birinci duyusal ve ikinci duyusal néron arasinda
sinaptik iletiyi modile eden ara noronlar bulunmaktadir. Bu néronlar inhibitér ya da
eksitator Ozellikte olabilirler. Omurilik arka boynuzu, Rexed tarafindan benzer
hacreleri iceren 10 laminaya ayrilmistir. Bu laminalardan ozellikle lamina I, 1l ve V
katmanlari agri duyusunun iletiimesi ve modulasyonunun gercgeklestigi bolgelerdir.
Agr iletiminde rol oynayan Ad ve C primer sinir lifleri lamina | (marjinal tabaka) ve
lamina Il (substantia gelatinosa)’de sinaps yaparak sonlanirlar. Bazi Ad liflerinin
uzantilari ise daha derinlerde lamina V hucrelerine ulasirlar (19,40). Lamina II'de
bulunan esas olarak GABA (gama aminobutirik asit) salgilayan ¢ok sayida inhibitor
ara noronlar projeksiyon néronlarini modile etmede 6nemli rol oynarlar. Ayni
zamanda bu tabaka, yuksek konsantrasyonlarda P maddesi ve opioid reseptorine
sahiptir (41). Lamina V, Ad ve C lifleri ile ileti alan ¢ok sayida projeksiyon hucresi

icerir. Hucrelerin dnemli bir kismini genis dinamik alan (Wide dynamic range, WDR)



noronlari olusturur. Bunlar, hem zararli hem de zararsiz uyaranlara kargi duyarli olan
noronlardir. Bu alani gevreleyen bolgenin uyariimasi, WDR néronunun inhibisyonuna
neden olur (15,19).

Kolesistokinin, kalsitonin gen iligkili peptid (CGRP), P maddesi ve noérokinin-A
gibi noropeptitler ve glutamat gibi norotransmiterler agri uyarisinin iletimesinde gorev
alirlar. Glutamat, Ad hizli agri sinir liflerinin sonlanmalarindan saliverilen eksitator
Ozellikte olan bir amino asittir. Glutamat iyonotropik reseptorleri yoluyla kisa sureli,
metabotropik 6zellikteki reseptorleri olan NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptorlerini
uyararak uzun sureli depolarizasyon yapabilir. Noropeptidler, C liflerinden
saliverilmeleri ile omurilige agri duyusunun iletiimesini ve bu duyunun devamliligini

saglamakta etkindirler (40,42).

AGRI YOLAKLARI

Agr yolaklari, ¢ikici ve inici yolaklar olmak Uzere 2 baslik altinda incelenebilir.

Cikici Yolaklar

Projeksiyon néronlari olarak da adlandirilan omurilik arka boynuzdan baslayan
ikinci duyusal néronlar gesitli yolaklar ile supraspinal bolgelere ulasirlar. Bu yolaklar
omurilik igerisinde lateral ve anterior kadranda yerlesen spinotalamik, spinoretikuler,
spinomezensefalik yolaklardir.

Lamina |, IV-VI'da yerlesen projeksiyon noéronlari agri, sicaklik ve derin
dokunma gibi sinyalleri birinci duyusal noérondan alarak spinotalamik yolak
araciligiyla talamusun ventral posterolateral bolgesine iletirler. Beyin sapindan
gecerken mezensefolan hizasinda periakuaduktal gri maddeye yan dallar verebilirler.
Talamusdan baslayan uglinci duyusal néron kortekse giderek postsentral gyrus’ta
sonlanir. Agrinin yer, siddet ve zaman gibi ayirt ettirici boyutlarinin algilanmasini
saglar (20,43-45).

Spinoretikuler yolak, omurilikte ventrolateral kanal boyunca spinotalamik yolak
ile birlikte ilerler. Esas olarak, beyin sapinin alt kisminda yer alan retikuler
olusumlarda sonlanir. Bu sistem, hipotalamusu ve limbik sistemi de uyarir. Agrinin
algilanmasindan ziyade agriya verilen afektif (duygudurumla ilgili) ve otonomik

reaksiyonlari harekete gegirmede iglev gorur (20).



Spinomezensefalik yolak, arka boynuz lamina | ve V’teki nosiseptif projeksiyon
noronlarini igerir. Mezensefalik periakuaduktal gri maddeye kadar yukselir. Burada
enkefalinerjik néronlar vardir ve burasi antinosiseptif inici yolaklarin uyarildigi en

onemli bélgelerden biridir (40).

inici Yolaklar

Agri duyusu, noradrenalin (NA), serotonin (5-HT), dinorfin ve B endorfin gibi
endojen opioidler yoluyla modifiye edilmektedir. inici yolaklar nosiseptif bilginin
projeksiyon noronlarindan supraspinal agri merkezlerine iletimini onemli Olgude
degistirirler (46,47).

inici yolaklar beyin sapi ve orta beyin dahil korteks’ten medulla’ya kadar
uzanan ¢ok sayida beyin alaninda yerlesmislerdir (48,49). Serebral korteks (anterior
singulat, frontal ve pariyetal loblar), hipotalamus, periakuaduktal gri madde,
parabrakiyal nukleus, rostral ventrolateral medulla (RVM) ve noradrenerjik hicre
gruplarindan A5, A6 (lokus seruleus), A7 (subseruleus) dahil gesitli bdlgeler agri

modulasyonunda énemli rol oynayan inici sistemlerdir (46,49).

MOREFIN

Opioid analjezikler grubunda yer alan baslica ilagtir. Morfinin kaynagi, hashas
bitkisinin yas meyve kapsullinin cizilmesiyle ortaya ¢ikan 6zit olan (halk arasinda
afyon sakizi) opium’dur (afyon). Opium igin de ¢ok sayida alkaloid bulunur. Bunlar
icin de en dnemlisi %8-15 oraninda bulunan ve fenantren tarevi olan morfin’dir.

Morfin dogal bir opioid analjeziktir. Morfin teriminin kokeni “morpheus”dan

(uyku tanrisi) gelmektedir. Morfin hidroklorlr veya sulfat tuzu seklinde kullanilir (45).

HO

HO™™"

Sekil 1. Morfinin kimyasal yapisi (3,6-dihidroksi-4,5-epoksi-17-metilmorfinan-7-en,
C17H19NO3)



Farmakokinetigi

Morfin oral yoldan alindiginda gastrointestinal kanaldan hizli ve tam olarak
emilmesine ragmen, ilk gegiste eliminasyona ugradigi icin biyoyararlanimi oldukca
dusuktar (%15-65). Bundan dolayl daha ¢ok intravendz (i.v.), intramuskuler (i.m.) ve
subkutan (s.k.) olarak uygulanir. Bu yollardan alimi gerceklestiginde analjezik etkisi
20 dakikada baglar ve ortalama 90 dakikada maksimuma erisir. DUsUk oranda
plazma proteinlerine baglanir. Morfin, karacigerde glukuronik asitle konjuge edilir ve

idrar yoluyla atilir (45).

Farmakolojik Etkileri

Morfinin en 6nemli terapotik etkisi analjezi saglamasidir. Agri algilama esigini
yukseltir, agrn duyusunu module eder (adriy1 algilamalarina ragmen bundan
rahatsizlik duymamalari), agriya karsi olan reaksiyonlari azaltir. Kant ve kronik
agrilara daha etkili olmakla birlikte, yeterli dozda verilirse batici ve intermitan agrilara
da oldukga etkilidir. Morfin bulbustaki 6kstrik merkezini baskilayarak antitusif etki
olusturur. G6zde miyozis olusumuna sebep olur, bu etkiye ¢ok az tolerans geligir.
Medulla oblongata bdlgesinde yer alan kusma merkezini ve kemoreseptor triger

zon'u uyararak bulanti ve kusmaya yol acar.

Etki Mekanizmalari

Opioidler beyin ve omurilikte bulunan spesifik G proteinine bagh reseptorlerine
baglanarak analjezi olustururlar. Bununla birlikte bazi etkilerine periferik duyusal sinir
uclar Uzerindeki opioid reseptorleri aracihk edebilir. Opioid analjezinin periferik
mekanizmalari, santral etkili opioidlerin ve steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglarin
yan etkilerini dnleyerek agr tedavisine cazip bir yaklagsim sunabilir (45,50).

Opioid resetorleri ma (u), delta (8), kappa (k) ve yakin zamanda bulunan
nosiseptin/orfanin FQ reseptorleri (NOP) olmak Uzere dort sinifa ayrilir (51,52).
Opioid reseptérleri G proteiniyle kenetli reseptér ailesine dahildir. ikinci haberciler
yoluyla iyon kapil kanallari etkileyerek hiicre ici Ca?* diizeyini modiile eder ve protein
fosforilasyonunu degistirir.

Nalokson tim opioid reseptorlerinin antagonisttir (45,53). u opioid reseptdoru

(MOR), 6zellikle omurilik arka boynuz da eskprese edilir.



Morfin analjezik etkisini, agri yolaklarini hem spinal hem de supraspinal
duzeyde etkileyerek olusturur. Morfin nosiseptif primer aferent néronlarin presinaptik
uclarinda bulunan opioid reseptorlerine baglanarak hiicre igine Ca?* girisini engeller.
Bdylece eksitatér bir amino asit olan glutamat’in ve bununla birlikte noradrenalin,
asetilkolin, serotonin ve P maddesi gibi norotransmiterlerin saliverilmesini azaltir.
Postsinaptik noronlarda ise morfin K* kanallarini acgarak inhibitor postsinaptik
potansiyel olusturur. Bu iki olayin ortak sonucu olarak morfin spinal agri iletimini
engellemektedir (54).

Supraspinal diuzeydeki analjezik etkisinde, beyin sapi duzeyindeki opioid
reseptorleri aracilik eder. Ayrica kismen talamus’taki noronlarin ve diger subkortikal

yapilarin da supraspinal analjeziye katkisi bulunmaktadir (45).

Morfine Tolerans ve Bagimlilik

Tekrarlanan terapoétik dozlar sonucunda opioidlerin analjezik etkisinde
meydana gelen azalmaya opioid toleransi denilir. Ayni terapoétik etkiyi olusturmak igin
dozu arttirmak gerekir. Morfin ve diger MOR agonistleri en gugli analjeziklerdir.
Fakat bu ilaglarin uzun sdreli kullanimi gesitli yan etkilerinin yani sira fiziksel
bagdimliik ve analjezik etkisine tolerans gelisimine sebep olmaktadir (13,55,56).
Opioidlerin analjezik etkisine tolerans gelismesi kronik agrinin tedavisinde buyuk
zorluklar yaratmaktadir (57,58). Morfin toleransi, metabolizmasinin artmasina bagh
biyokimyasal bir tolerans degil, reseptoér duyarlihdinin ve sayisinin azalmasina bagli
farmakodinamik bir toleranstir (45).

Morfin toleransi ile birlikte gelisen bir diger etki de bagimhliktir. Bagimhlik,
ilacin kesilmesi durumunda veya antagonist uygulanmasi durumunda ¢ekilme veya
yoksunluk sendromu gorilmesiyle karakterizedir. Bagimlilarda morfin’in  aniden
kesilmesi yaklasik 12 saat sonra baslayan lakrimasyon, terleme ve esneme, diyare,
irritabilite, tremor, midriyazis, tasikardi, kan basincinda artma, ciltte kaz derisi
gorunusu, bulanti-kusma, erkekte ejakilasyon ve kadinda orgazm benzeri belirtilerle
seyreden yoksunluk (abstinens) sendromuna yol agar. Morfin bagimlilarina nalokson
verilirse yoksunluk belirtileri cok daha hizli (1-2 dk) ortaya ¢ikar, fakat olduk¢a kisa
(ortalama 30 dk) surer (45).

Opioidlere tolerans ve bagimlilik gelisiminde rol oynadigi dustnulen

mekanizmalar; opioid reseptor desensitizasyonu, reseptor down-regulasyonu,
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reseptor afinitesindeki  dedisiklikler, reseptorlerin  internalizasyonu, cAMP
transduksiyon sisteminin  up-regulasyonu ve sinyal iletim basamaklarindaki
degisikliklerdir (56,59). Morfin tolerans ve bagimhlik gelisiminde, serotonin,
noradrenalin, dopamin, GABA, benzodiazepin, adenozin, eksitatdor amino asidler,
nitrik oksit (NO), asetilkolin, oksitosin ve vazopressin gibi norotransmiterler ve
néromodulatorler 6nemli bir rol oynarlar (60). Morfin’in kronik kullanimi beyinde ve
omurilik’'te aminoasit yapili bir nérotransmiter olan glutamat seviyesini arttirmaktadir.
Bu artis tolerans, bagimlilik ve yoksunluk sendromu ile iligkilidir (61-63). Noronal Ca?*
kanallarinin opioid analjezik toleransinin gelisiminde O6nemli bir rol oynadigi
bildirilmistir (64). Yapilan calismalarda Ca?* kanal blokdrlerinin morfin toleransini ve
bagimlihdini azalttigi ve opioidlerin antinosiseptif etkilerini arttirdigi gosterilmistir
(65,66).

Opioidler tarafindan p-opioid reseptdrlerinin aktivasyonu endositoz sonrasi
plazma membranina reseptor geri donusimdu, toleransin gelisiminde etkili baska bir
hipotezdir. Morfin’e opioid reseptorlerinin duyarsizlasmasi ve morfin’in reseptoér
endositozunu indiklemede basarisiz olusundan kaynaklanan kompansatuvar
degisikliklerin morfin tolerans ve bagimlihginin gelismesine aracilik ettigi bildirilmigtir
(67).

Uzun sureli morfin kullanimi, siyatik sinir, dorsal kok gangliyonu ve omurilikte
TRPV1 kanallarinin ekspresyonunu arttirmaktadir (13,68,69). Morfin'in MOR
reseptorine baglanmasini takiben aktive edilen sinyal yolaklari TRPV1 kanalinin
aktivasyonuna neden olmaktadir (Sekil 2).

Kronik morfin maruziyeti sonrasi olusan TRPV1 aktivasyonu kismen de olsa
morfin tolerans ve bagimlihginin gelisiminden sorumludur. cAMP/PKA ve MAPK gibi
bir dizi birbiriyle iligkili sinyal yolu bu surece katilir ve bu yollar Uzerinde yapilan
arastirmalar analjezik toleransi ve opioid bagimhhigini ydneten mekanizmalari
tanimlamaya yardimci olmaktadir. Yapilan ¢alismalar, morfin toleransi, bagimllik ve
morfin’e bagl antinosisepsiyonda TRPV1'in dnemini gostermistir (68,70). Morfin
tedavisi ile TRPV1 antagonistlerinin birlikte kullaniimasi, morfin toleransi ve

bagimhhginin gelisimini azaltabilir (13).
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Sekil 2. Morfin kaynakh antinosisepsiyon, tolerans ve bagimlilikta TRPV1

aktivasyonunun sinyal iletimi. (Yanju ve ark.’"dan (13) uyarlanmistir).
MOR; p-opioid reseptdr, TPRPV1: Gegici reseptor potansiyel vanilloid-1, ATP: Adenozin
trifosfat, cCAMP: Siklik adenozin monofosfat, PKA: Protein kinaz, MAPK: Mitogen aktive

edici kinaz.
HIiDROJEN SULFUR

Hidrojen Siilfiiriin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Hidrojen sulfur (H2S), ¢urik yumurta kokusunda olan renksiz, yanici bir gazdir.
Kaynama noktasi -60,3 °C, erime noktasi -82,3 °C’dir (71). Su ve alkolde ¢ozUunur.
Hidrojen sulftr, suyun sulfir analogu olup, molekuler agirhdi 34,08dir. Ancak suyun
aksine molekiller arasi glgler zayif oldugu icin, oda sicakhdl ve basincinda gaz
formunda bulunur (72).

Memeli vicudunda, fizyolojik kosullar altinda pH:7,4’de H2S, in vivo olarak iki
tiir forma sahiptir. Ucte biri gaz formunda ayrismamis olarak, Ucte ikisi ise fizyolojik
dondrlerinden biri sodyum hidrosulfir (NaHS) olarak bulunur. NaHS, sodyum iyonu

(Na*) ve hidrosulfur iyonuna (HS") ayrisir, daha sonra hidrojen iyonu (H*) ile bag
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yaparak H2S bilesigini olusturur. Yagda ¢ozunebilir olmasi nedeniyle huicre

membranlarini kolaylikla geger (72-75).

Hidrojen Sulfiriun Biyosentezi

H2S, kalp, kan ve santral sinir sistemi gibi vicudun ¢esitli bolgelerinde endojen
olarak bulunmaktadir (76,77). Memeli dokularinda bulunan baslica iki pridoksal-5
fosfat (PLP) bagimli enzimler olan sistatyonin-g-sentaz (CBS) ve sistatyonin-y-liyaz
(CSE) tarafindan L-sistein aminoasidinden sentezlenmektedir (78-80). Bunlar diginda
3-merkaptopirivat sulfurtransferaz (3-MST)/sistein aminotransferaz (CAT) enzim
ikilisi olan minor bir yolak da tanimlanmistir. Fakat 3-MST/CAT enzimatik yolaginin
H2S sentezi Gzerinde mindr bir rolt vardir. (78,81-85).

Sekil 3'de goruldugu gibi H2S, L-sistein’in desulfurasyonu ile saliverilir. CBS, L-
sistein’in H2S saliverilmesi ile birlikte sistein’in serin’e donusumuni katalize ederken
CSE ise amonyak ve Hz2S salinimi ile pirtvat olusturmak igin sistein’in dontsimunu
katalize eder. Uglincli yolak ile sistein’in ilk énce CAT nin katalitik aktivasyonu ile 3-

merkaptopirivata donlismesi daha sonra 3-MST enzimi ile H2S olusmaktadir (72).

Major yolaklar
|

L-sistein

Pirivat+ NHs ) = @

3- Merkaptopiriivat

&

Sekil 3. Hidrojen sulfuriun biyosentezi.

— Minor yolak

CBS: Sistatyonin-f-sentaz, CSE: Sistatyonin-y-liyaz, CAT: Sistein aminotransferaz,

3-MST: 3-merkaptopirtivat silflrtransferaz, H2S: Hidrojen sulfir.
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CSE ve CBS baglica sitozolde bulunan demire bagh protein iken, 3-MST ise
mitokondri ve sitozolde bulunan ginkoya bagl bir proteindir (86). CBS ve CSE’nin
dokulardaki dagihmi degdiskenlik gdstermektedir. CBS, merkezi sinir sisteminde
hipokampus ve serebellum’da yiksek miktarda bulunur (81). H2S sentezini saglayan
CBS aktivitesi degiskendir ve dokuya spesifiktir. Cogunlukla astrositlerde ve mikroglia
hdcrelerinde bulunur (87-89). CSE’nin baglica kardiyovaskuler sistemde ekspresyonu
fazlayken, ayni zamanda mikroglial hlcrelerde omurilikte, dorsal kok
gangliyonlarinda ve serebellar grandl noéronlarinda da mevcuttur (90-92).
Astrositlerde, H2S Uretimi mikrogliaya gore 7-9 kat daha fazladir (85,93).

H2S genellikle nbéron ve astrositlerde sulfan bagh sulfur olarak depolanir.
Noéron eksitasyonu ve diger uyarimlarla birlikte stlfan bagh sulfir serbest H2S olarak
saliverilir (94). Beyindeki endojen H2S seviyesi periferik dokulardan énemli dlglide
daha yuksektir ve astrositlerde bulunan CBS enzimi tarafindan sentezlenir ve néronal
eksitasyona yanit olarak ortama saliverilir (95).

Hidroksilamin (HA) ve aminooksiasetat (AOAA) gibi CBS inhibitorleriyle beyin
homojenatlarinda sistein’ten H2S dretimi, glgli bir sekilde inhibe edilmektedir. Bu
ajanlar selektif inhibitdrler degildirler (72,81). Propargilglisin (PAG) ve B-siyano-L-
alanin (CNA) gibi CSE inhibitorleri sican beyin homojenatlarinda yuksek
konsantrasyonlarda H2S Uretimini inhibe edebilmektedir (96).

Hidrojen Siulfirin Katabolizmasi

H2S’nin  yikimi gesitli yollarla gergeklesmektedir. Ana metabolik yolakta
mitokondride oksidasyona ugrayarak ilk once tiyosilfata (S20s?) daha sonra ise
sllfit (SOs?) ve siilfata (SOs?) donlslr. Sonug olarak fizyolojik sartlarda H2S
metabolizmasinin son Urlinunu sllfat meydana gelir. Sistein katabolizmasinin son
arunleri sulfat (idrarla atilan sdlfurin %77-92’si), ester sulfat (%7-9) ve taurin (%2-
6)dir (72,97). H2S’in ikinci bir metabolik yolag! sitozolde gerceklesen tiyol S-
metiltransferaz (TSMT) enzimi tarafindan metantiyol (CHsSH) ve dimetilstlfire
(CH3SCHs), metilasyonudur. Son olarak kolonda rodanaz enzimiyle tiyosiyanata
(SCN") donuserek yikimi gergeklesir. (98,99).
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Sekil 4. Hidrojen sulfarun katabolizmasi.
TSMT: Tiyol-S- metiltransferaz, H2S: Hidrojen silfir.

Hidrojen Sulfiriun Santral Sinir Sisteminde Rolu

H2S, NO ve karbon monoksit (CO)'den sonra son yillarda etkileri bakimindan
dikkat geken viicutta bulunan Ugiincii bir gazotransmiterdir. ilk kez Abe ve Kimura
(81) tarafindan 1996 yilindaki yapmis olduklari bir galismalarinda H2S’nin endojen
noérotransmiter olarak rol oynadigi bulunmustur. Beyinde H2S’nin Uretiminin enzimatik
mekanizmasini, fizyolojik konsantrasyonlarda biyolojik etkisini ve onun spesifik
hicresel hedeflerini tanimlamiglardir (74). Endojen H2S’nin kardiyovaskuler, ndronal,
gastrointestinal, Uriner ve endokrin sistemlerde birgok fizyolojik ve patofizyolojik rolleri
oldugu bildirilmistir (86).

Periferik NMDA reseptorleri agri duyusunun iletiimesinde o6nemli bir rol
oynamaktadir. NMDA reseptorlerinin - blokajinin  hem opioidlerin antinosiseptif
etkinligini artirdigi hem de opioid hiperaljezinin ortaya c¢ikmasini engelledigi
gosterilmistir (100,101). Yapilan ¢alismalarda fizyolojik konsantrasyonlarda H2S’nin
oncelikle NMDA reseptorlerini segici bicimde uyardigi gosterilmistir. H2S'nin NMDA
reseptor fonksiyonunu guglendirmesinin altinda yatan mekanizma tam olarak
bilinmemektedir  ancak  kendisinin  indirgen  Ozelliginden  kaynaklandigi

dusunulmektedir (102). Hucre iginde H2S, NMDA reseptor aracili yanitlari cAMP
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uretimi ile kolaylastirir. Eksojen H2S’nin, sigan serebrum ve serebellum néronlarinda
ve bazi néronal ve glial hucre hatlarinda cAMP’yi arttirdigi gosterilmistir (103).

Santral sinir sisteminde birgok fizyolojik ve patolojik olayda 6zellikle ¢arpma,
travmatik beyin hasari ve omurilik hasarindan sonra ortaya ¢ikan ikincil noéronal
hasarlarin néronlarda asir kalsiyum olusumuna katkisi olabilecegi belirtiimektedir
(95). Hiicre ici Ca?* iyonu, fizyolojik ve patolojik olaylarda néron igi ve néronlar arasi
sinyallesmede 6nemli bir rol oynar. Hiicre i¢ci Ca?* dengesi, hiicre i¢i Ca?* depolari ve
membrandaki Ca?* kanallari tarafindan kontrol edilir. H2S’nin astrosit, mikroglia ve
noronlarda Ca?* artisina yol agtigi bulunmustur (93).

Cav3.2 T-tipi Ca?* kanallari, istirahat membran potansiyeline yakin bir
potansiyelde aktive olur, santral ve periferik néronlarin uyarilabilirliginde ¢ok énemli
bir rol oynar. Cav3.2 T-tipi Ca?* kanallari birinci duyusal néronun periferik ve santral
aksonlarinin sonlanmalarinda eksprese edilir ve bu kanallarin duyusal iletimde rolu
vardir (104-106). TRPAL, duyusal noéronlarda ekprese edilen selektif olmayan katyon
kanallarindan biridir (107-109). TRPA1 kanallari dogal aci bilesikler, ¢evresel tahris
edici maddeler, sojuk ve sicak uyarilara yanit verirler (107,110,111). H2S'nin
TRPA1'in aktivasyonuna neden olmasi ile olusan membran potansiyelindeki artis
Cav3.2’yi aktive ederek nosiseptorin uyarilmasini kolaylastirmakta ve hiperaljezi
olusumuna sebep olmaktadir (Sekil 5) (112). Endojen olarak Uretilen ve/veya eksojen
verilen H2S, Cav3.2 T-tipi Ca?* kanallari (T kanallari) ve TRPA1 kanallarini uyarir. H2S
dondrlerinin intratekal, intraplantar ve intrakolonik uygulamasi, siganlarda ve/veya
farelerde Cav3.2 T-tipi kanallar ve TRPA1'in aktivasyonu yoluyla sirasiyla somatik ve
viseral agri olusumunda rol oynar (112-114). Bourinet ve ark. (115) si¢canlarda dorsal
kdk gangliyon néronlarinda Cav3.2 T-kanallarinin silinmesiyle termal ve mekanik
analjezinin olustugunu gostermiglerdir. Bu calisma, duyusal néronlarda Cav3.2 T-tipi
kalsiyum  kanallarinin  nosisepsiyonun  mekanizmasinda rol  oynadigini
gOstermektedir. Sonug itibari ile agri algilanmasinda rolt olan Cav3.2 T-tipi kanallari

agrinin tedavisi icin belirli bir molekuler hedef olabilir.
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Sekil 5. Birinci duyusal noronun periferik ve santral terminallerinde H2S'nin

rolleri. (Terada ve Kawabata’dan (112) uyarlanmistir).

H2S: Hidrojen silfir, CSE: Sistatyonin gama liyaz, CBS: Sistatyonin beta sentaz, HA:
Hidroksilamin, PAG: Propargilglisin, MP: Membran potansiyeli, DRG: Dorsal kok
gangliyonu, Cav3.2: T tipi voltaj kapili kalsiyum kanali, TRPA1: Gegici reseptor potansiyel

ankirin-1 kanali.

Cav3.2 T-tipi kanallari, ¢inko, bakir ve nikel gibi metaller tarafindan inhibe
edilmektedir (105). L-sistein ve H2S’in Zn?* ile kimyasal olarak etkilesime girerek
Cav3.2'nin kanal fonksiyonlarini segici olarak arttirdigi bildirilmigtir (112,116,117). H2S
dondri NaHS’nin siganlarda hem intratekal hem de intraplantar uygulanmasi
nosisepsiyon esigini hizli bir sekilde azaltarak hiperaljezinin olusmasina sebep
olmaktadir. Yapilan galismalarda H2S’nin Cav3.2 izoformundaki T-tipi kanallari aktive
ettii, bu kanallari bloke eden mifebradil ve ZnClz ile hiperaljezinin kayboldugu
gosterilmistir (114). Terada ve ark. (118) da benzer sekilde H2S/T-tipi Ca?* kanal
yolaginin si¢canlarda pankreatit iligkili nosiseptif agrinin sinyalizasyonunda énemli bir
rol oynadigini bulmuslardir.

Bununla birlikte, eksojen olarak uygulanan H2S'nin, bazi deneysel sartlarda
Kartp kanallarinin veya bilinmeyen mekanizmalarin aktivasyonu yoluyla antinosiseptif
aktivite gosterdigi dikkat ¢ekicidir (6,7).
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Endojen H2S'nin, noéropatik agrinin gelisiminde Cav3.2 T-tipi kalsiyum
kanallarini up-regule ettigi ve TRPAL iyon kanalini aktive ettigi bildirilmistir (5,12,119-
121). Noropatik agri tedavisinde CBS-H2S yolaginin 6nemli oldugu yapilan
calismalarda gosterilmistir. Gui ve ark. (5) kronik siyatik sinir konstriksiyon hasari
modelinde endojen CBS-H2S yolaginin etkisini incelemiglerdir. Endojen H2S
olusumunun CBS inhibitoru ile azaltilmasinin, néropatik agri olusumunda rol oynayan
ERK1/2, CREB ve NF-kB(p65)'nin aktivasyonunu inhibe ettigi ve kronik siyatik sinir
hasari modelinde mekanik ve termal hiperaljeziyi 6nledigini gdstermislerdir. L5 spinal
sinir kesilmesiyle olusan hiperaljezi ve allodininin, Cav3.2 T-tipi kanallarin bloke
edilmesi veya genetik susturulmasi ile guglu bir sekilde baskilandigi gosterilmistir.
Ayrica CSE inhibitorlerinin uygulanmasi ile de benzer etkiler gézlenmistir (12).
Diyabetik néropatili laboratuvar hayvanlarinda T-kanallarindan Cav3.2 izoformunun
up-regule oldugu ve hiperaljezi-allodini gelisiminde rol oynadidi gosterilmistir (122).
DRG'de Cav3.2 T-kanallarinin susturulmasi ve CSE veya CBS inhibitorlerinin
sistemik olarak uygulanmasi, streptozotosin (STZ) ile indlklenen diyabetik
nérapatide mekanik allodini ve hiperaljeziyi énlemistir. Bu bulgular H2S'nin diyabetik

noropatik agriyla iligkili oldugu dusunulmektedir (10).
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GEREG VE YONTEMLER

Bu calisma; Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
29.06.2016 tarih ve 2016/07 sayih oturumda 2016.07.02 karar numarasi ile
onaylandiktan sonra (EK-1), Trakya Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Calismamiz Trakya Universitesi
Bilimsel  Arastirma  Projeleri  (TUBAP-2016/209) Komisyonu tarafindan
desteklenmistir.

DENEKLER

Calismamizda, yaklasik 25-40 g agirliginda, 2-3 aylk, 160 adet Balb-c erkek
fare kullanildi. Deneylerimizde kullanilan fareler, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Birimi'nden temin edildiler ve daha sonra tium deneyler boyunca
Anabilim Dal’'mizda bulunan Deney Hayvanlari Birimi Tibbi Farmakoloji Unitesi’nde

standart kosullar altinda barindirildilar.

ILAGLAR

Morfin HCI 0,01g/mL (Gallen ilag San ve Tic. A.S., istanbul, Tirkiye)
Nalokson (USP, Maryland, USA)

D-L Propargilglisin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Hidroksilamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

19



ANTINOSISEPTIF YANITLARIN OLGULMESI

Tail Flick Testi

Termal uyaranla olusturulan agrinin élgtldagu bir testtir. Antinosiseptif etkinin
Olcumunde anabilim dalimizda bulunan tail flick cihazi (Commat, Ankara, Turkiye)
(Sekil 9) kullanildi. Cihaz yardimiyla farelerin kuyrugunun dorsal yuzeyine radyan isi
uygulandi ve kuyruklarini aniden c¢ektikleri stre saptandi. Doku zedelenmesini
onlemek igin “cut-off” degeri 10 sn olarak belirlenmis olup, bu stre iginde teste yanit
vermeyen hayvanlar cihazdan alindilar. ilag uygulamalarindan énce, farelerin bazal
degerini saptamak icin her farede 2-3 kez Oolgum yapildi. Morfin analjezisi
enjeksiyondan 30 dk sonra dlgim yapilarak degerlendirildi.

Antinosiseptif etkinin gdstergesi olarak degerlendirilecek olan maksimal olasi
etki (MOE) yuzdesi su formule gore hesaplandi:

%MOE = [(test suresi - kontrol degeri) / (cut-off suresi-kontrol degeri)] x 100

Hot Plate Testi

Antinosiseptif etkinin élguminde anabilim dalimizda bulunan hot plate cihazi
(Ugo Basile, Comerio, Italy) (Sekil 10) kullanildi. Bu testte, denekler sicakhgi 55 °C
olan metal bir yuzeye birakildiktan sonra arka pencelerini yaladiklari ya da
si¢gradiklari zamana kadar gegen surenin olgumu yapildi. Doku zedelenmesini
onlemek igin “cut-off” degeri 25 sn olarak belirlenmis olup, bu stre iginde teste yanit
vermeyen hayvanlar cihazdan alindilar. ilag uygulamalarindan énce, farelerin bazal
degerini saptamak igin her farede 2-3 kez odlgum yapildi. Morfin analjezisi,
enjeksiyondan 30 dk sonra dlgum yapilarak degerlendirildi.

Antinosiseptif etkinin géstergesi olarak degerlendirilecek olan MOE ylzdesi su
formule goére hesaplandi:

%MOE-= [(test suresi-kontrol degeri) / (cut-off suresi-kontrol degeri)] x 100

MOTOR KOORDINASYON OLGCUMLERI
Deney suresince uygulanan ilag enjeksiyonlarinin deneklerde motor
koordinasyon bozuklugu olusturup olusturmadigini anlamak igin rota rod (Commat,

Ankara, Turkiye) cihazinda teste tabi tutulurlar (Sekil 11). Farelerin silindirden digsme
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suresi cihaz tarafindan otomatik olarak belirlemektedir. Calismamizda silindir hizi 16

rpm olarak ayarlandi ve cut-off degeri 180 sn olarak belirlendi.

TOLERANS VE BAGIMLILIK OLUSTURULMASI

Tolerans olusturmak amaciyla, farelere s.k. yolla guinde iki kez 08:00 ve 20:00
saatlerinde 10 mg/kg morfin 11 gin boyunca ve 12. gun sabah 08:00’de uygulandi.
Tolerans gelisimini tespit etmek icin deneye baslamadan o6nce farelerin “tail flick”,
“hot plate”, ve “rota rod” bazal dlgtimleri alindi. ilk enjeksiyondan itibaren 1, 3, 6, 7, 8,
9, 10, 11 ve 12. ginde tail flick ve hot plate testlerinde morfinin antinosiseptif
etkisindeki azalma degerlendirildi. Kontrol grubu olarak kullanilacak farelere de
benzer sekilde giinde iki kez s.k. yolla 08:00 ve 20:00 saatlerinde serum fizyolojik
(SF) verildi.

Bagimlilik olusturmak amaciyla, farelere s.k. yolla gunde iki kez 08:00 ve
20:00 saatlerinde 10 mg/kg morfin 11 gun boyunca ve 12. gun sabah 08:00°'de
uygulandi. 12. ginde 5 mg/kg i.p. nalokson verilerek, fareler bagimlihgin gostergesi
olan yoksunluk sendromuna sokuldular. Nalokson uygulanmasindan hemen sonra
fareler belirli bir platformun (30x30x30 cm) igine birakildi ve 20 dk sureyle yoksunluk
sendromu belirtileri olarak sigrama sayilari sayildi.

Tolerans ve bagimlihk gelisimini gbdzlemleyebilmek icin yapilan deneyler
yaklasik 2 hafta boyunca devam ettiginden, bu sure icerisinde asiri zayiflayan veya
hastalanan fareler deneyden cikartildilar. Deney bitiminde tim hayvanlara servikal

dislokasyon ile 6tenazi uygulandi.

DENEY DUZENI

Deney gruplari 6ncelikle morfin tolerans grubu ve bagimhlik grubu olmak
Uzere 2 ana basglik altinda toplandi. Tolerans gelisim strecinde doku H2S dizeylerini
degerlendirmek ve gelisen tolerans uzerine ilaglarin etkisini belirlemek icin toplamda
14 grup olusturuldu (Tablo 1). Bagimlilik Uzerine ilaglarin etkisini belirlemek amaciyla
6 grup olusturuldu (Tablo 2). Her grupta 8 hayvan olmak Uzere toplamda 160 hayvan
kullanildi.
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Tablo 1. Tolerans deney gruplar

Grup 1 (3 giinliik Morfin)

= 0. giin: Bazal 6lgim (B)

= 1-3 guin arasi: Morfin (M) (10 mg/kg/s.k. 2x1)

= 1 ve 3. giin: Analjezi 6lgimleri (tail flick, hot plate)
= 3. giin: Otenazi (O)n: 7

o
-
[
w
-
o
L

Grup 2 (6 giinliik Morfin)
= 0. giin: Bazal 6lgim (B)
= 1-6 giin arasi: Morfin (M) (10 mg/kg/s.k. 2x1)
= 1, 3, 6. glin: Analjezi 6lguimleri (tail flick, hot plate)
= 6. giin: Otenazi (O)n: 7

|

2 3 4 5

' 2]

Y

0

Grup 3 (10 giinliik Morfin)
= 0. giin: Bazal 6lgim (B)
= 1-10 giin arasi: Morfin (M) (10 mg/kg/s.k. 2x1)
= 1, 3, 6-10. giin: Analjezi 6lgimleri (tail flick, hot
plate)
= 10. giin: Otenazi (O) n: 7

2 3 4 §

bHH b P

A
0

Grup 4 (10 guinlik Kontrol)

= 0. giin: Bazal 6lgim (B)
= 110 gin arasi: Serum Fizyolojik (SF) (0,1
ml/10gr/s.k. 2x1)

= 1, 3, 6-10. giin: Analjezi olgumleri (tail flick, hot
plate)

= 10. giin: Otenazi (O)n: 8

LS

2 3 4 5

| 2

R R L

1"

12

3
28"

Grup 5 (12 giinliik Kontrol)

= 0. giin: Bazal 6lgim (B)

= 1-12 giin arasi: Serum Fizyolojik (SF) (0,1 ml/10
gr/s.k. 2x1)

= 1, 3, 6-12. giin: Analjezi olgumleri (tail flick, hot
plate)

= 12. giin: Otenazi (O)n: 5

" A

10

2R 2 2

1

28D £> o

Grup 6 (12 giinliik Morfin)
= 0. giin: Bazal 6lgim (B)
= 1-12 giin arasi: Morfin (M) (10 mg/kg/s.k. 2x1)
= 1, 3, 6-12. giin: Analjezi élgimleri (tail flick, hot
plate)
= 12. giin: Otenazi (O)n: 7
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Tablo 1 (devami). Tolerans deney gruplari

[ |

DPH DY PP

b

Grup 7 (Kronik PAG + SF grubu)

= 0. gun: Bazal 6lgim (B)

= 1-12 giin arasi: Propargilglisin (PAG) (30 mg/kg/i.p.
1x1) ve Serum Fizyolojik (SF) (0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1)

= 1, 3, 6-12. giin: Analjezi Olgimleri (tail flick, hot
plate)

= 12. giin: Otenazi (O)n: 7

PAG

}

bbb b

A

22

10

2

Grup 8 (Kronik PAG + Morfin)

= 0. giin: Bazal 6lgim (B)

= 1-12 giin (PAG)
mg/kg/i.p.1x1) ve Morfin (M) (10 mg/kg/s.k. 2x1.)
= 1, 3, 6-12. giin: Analjezi olgumleri (tail flick, hot

arasi:  Propargilglisin (30

plate)
= 12. giin: Otenazi (O)n: 8

[ |

bPP P

A

1 12 0

2

Grup 9 (Kronik HA + SF)

= 0. giin: Bazal 6l¢im (B)

= 1-12 giin arasi: Hidoksilamin (HA) (12,5 mg/kg/i.p.
1x1) ve Serum Fizyolojik (SF) (0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1)

= 1, 3, 6-12. giin: Analjezi Olgimleri (tail flick, hot
plate)

= 12. giin: Otenazi (O)n: 3

|

12828202

bbb

Grup 10 (Kronik HA + Morfin)

= 0. giin: Bazal 6lgim (B)

= 1-12 giin arasi: Hidoksilamin (HA) (12,5 mg/kg/i.p.
1x1) ve Morfin (M) (10 mg/kg/s.k. 2x1)

= 1, 3, 6-12. giin: Analjezi olgumleri (tail flick, hot
plate)

= 12. giin: Otenazi (O)n: 3

SF PAG
% ]ﬂ?
1
r 1
A
B 1 2 3 4 5 no o 0

bOP PP DY

Grup 11 (Kronik SF + 12. giin akut PAG)

= 0. giin: Bazal 6l¢im (B)
= 1-12 giin arasi: Serum Fizyolojik (SF) (0,1 ml/10
gr/s.k. 2x1)

= 12, glin: Propargilglisin (PAG) (30 mg/kg/i.p.1x1)

= 1, 3, 6-12. giin: Analjezi Olgimleri (tail flick, hot
plate)

= 12. giin: Otenazi (O)n: 7
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Tablo 1 (devami). Tolerans deney gruplari

" o Grup 12 (Kronik Morfin + 12. giin akut
PAG)
% ﬁ = 0. guin: Bazal 6lgim (B)
; 1 \ = 1-12 giin arasi: Morfin (M) (10 mg/kg/s.k. 2x1)
? 12 3 4 : 8 7% §3ononns = 12.giin: Propargilglisin (PAG) (30 mg/kg/i.p.1x1)
W)W) W) W) V) W) W) w> W) w = 1, 3, 6-12. giin: Analjezi olglimleri (tail flick, hot
plate)
= 12, giin: Otenazi (O)n: 7
Grup 13 (Kronik SF + 12. giin akut HA)
SF HA
ﬁ ﬁ = 0. giin: Bazal éIgiim (B)
| | = 1-12 gin arasi: Serum Fizyolojik (SF) (0,1 ml/10
, A . gr/s.k. 2x1)
B o1 2 3 ¢ 5 §f 7 °% § ®non ¢ = 12, glin: Hidroksilamin (HA) (12,5 mg/kg/i.p. 1x1)
¥ > 2R 28 288 28 2 28 2, » 1, 3, 6-12. giin: Analjezi dlciimleri (tail flick, hot
plate)
= 12. giin: Otenazi (O)n: 7
Y " Grup 14 (Kronik Morfin + 12. giin akut HA)
ﬁ ﬁ = 0. guin: Bazal 6lgim (B)
I I = 1-12 giin arasi: Morfin (M) (10 mg/kg/s.k. 2x1)
- ! : LN = 12.giin: Hidroksilamin (HA) (12,5 mg/kg/i.p. 1x1.)
B 1 2 3 4 5 & 7 3 & @m0 0 = 1, 3, 6-12. giin: Analjezi 6lgiimleri (tail flick, hot
202 2K 2028 28 28 22 2 S
= 12. giin: Otenazi (O)n: 7
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Tablo 2. Bagimlilik deney gruplari

:

6 7 8 9 10 A 12%
PR PP PP

Grup 1 (Kontrol grubu)

= 0. giin: Bazal 6lgim (B)

= 1-12 giin arasi: Serum Fizyolojik (SF) (0,1 ml/10
gr/s.k. 2x1)

= 12.guin: Nalokson (N) (5 mg/kg/i.p.1x1)

= 1, 3, 6-12. giin: Analjezi olgimleri (tail flick, hot
plate)

= 12.giin: Yoksunluk 6lgimu (Sigrama sayist)

= 12. giin: Otenazi (O)n: 8

ﬁ

|

b @) ws> @) w %

12

2

o

Grup 2 (Kronik Morfin)

= 0. giin: Bazal 6lgim (B)

»= 1-12 giin arasi: Morfin (M) (10 mg/kg/s.k. 2x1)

= 12. giin: Nalokson (N) (5 mg/kg/i.p.1x1)

= 1, 3, 6-12. giin: Analjezi ol¢imleri (tail flick, hot
plate)

» 12. giin: Yoksunluk 6lgimi (Sigrama sayisi)

= 12. giin: Otenazi (O)n: 7

o
>
o

——
—— e =

|

|

3 4

¥

5 @) i‘) Va) % :Ht) 1V'-) @2)

A

B

Grup 3 (Kronik PAG + Morfin)

= 0. giin: Bazal élgim (B)

= 1-12 giin arasi: Propargilglisin (PAG) (30
mg/kg/i.p.1x1) ve Morfin (M) (10 mg/kg/s.k. 2x1)

= 12. giin: Nalokson (N) (5 mg/kg/i.p.1x1)

= 1, 3, 6-12. giin: Analjezi olgimleri (tail flick, hot
plate)

= 12. giin: Yoksunluk 6lgimu (Sigrama sayisi)

= 12, giin: Otenazi (O)n: 6

—— = £
—— e =

|

1

3 4

v

A

RN

Grup 4 (Kronik HA + Morfin)

= 0. giin: Bazal 6lgim (B)

»= 1-12 giin arasi: Hidroksilamin (HA) (12,5 mg/kg/i.p.
1x1) ve Morfin (M) (10 mg/kg/s.k. 2x1)

= 12.giin: Nalokson (N) (5 mg/kg/i.p.1x1)

= 1, 3, 6-12. giin: Analjezi olgimleri (tail flick, hot
plate)

= 12.giin: Yoksunluk 6lgimi (Sigrama sayisi)

= 12, giin: Otenazi (O)n: 6
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Tablo 2 (devami). Bagimlilik deney gruplari

M e N

ﬁ L

[ |

B of 2 3 ¢ 5§ 7 8§ 5 m
22 20 20 2

12 0

2

Grup 5 (Kronik Morfin + 12. giin akut PAG)

0. giin: Bazal élgim (B)

1-13 giin arasi: Morfin (M) (10 mg/kg/s.k. 2x1)

12. giin: Propargilglisin (PAG) (30 mg/kg/i.p.1x1) ve
Nalokson (N) (5 mg/kg/i.p.1x1)

1, 3, 6-12. giin: Analjezi olgimleri (tail flick, hot
plate)

12. giin: Yoksunluk dlgimu (Sigrama sayisi)

12. giin: Otenazi (O)n: 8

HA

by

PP PP PP

Grup 6 (Kronik Morfin + 12. giin akut HA)

0. giin: Bazal élgim (B)

1-12 giin arasi: Morfin (M) (10 mg/kg/s.k. 2x1)

12. giin: Hidroksilamin (HA) (12,5 mg/kg/i.p. 1x1) ve
Nalokson (N) (5 mg/kg/i.p.1x1)

1, 3, 6-12. giin: Analjezi Olgimleri (tail flick, hot
plate)

12. giin: Yoksunluk dlgimu (Sigrama sayisi)

12. giin: Otenazi (O)n: 7

HIDROJEN SULFUR DUZEYi OLCUMU

Omurilik lomber arka kok ve tum beyin H2S dizeyleri Qu ve ark. (96)

tarafindan siganlar igin tanimlanan ve Gui ve ark. (5) tarafindan farelere uyarlanan

spektrofotometrik yontemle ol¢uldu.

Kimyasal Malzemeler

Dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Cinko asetat [Zn(CH3COO)2, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA]

Triklor asetik asit (CIsCCOOH, Merck, Darmstadt, Almanya)
N,N-dimetil-p-fenilendiamin sulfat [(CH3)2NCsHaNH2-H2S04, Sigma-Aldrich, St.

Louis, USA)

Demir (Ill) klortr (FeCls, Merck, Darmstadt, Almanya)
Hidroklorik asit (HCI, Merck, Darmstadt, Almanya)
Sodyum hidrosulfir (NaHS, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
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Cihaz ve Malzemeler

Elektronik tarti (Precisa, Dietikon, Switzerland), distile su cihazi (Veolia,
Glasgow, UK), vorteks (NuUve, Ankara, Turkiye), manyetik karistirici (Heidolph
Schwabach, Germany), pH metre (Inolab WTW, Weilheim, Germany), sogutmall
santrifij (Hettich, Tuttlingen, Germany), Mikroplaka Spektrofotometresi (pQuant
BioTek, Vermont, USA).

Kullanilan Soliisyonlar

Potasyum fosfat tampon (50mM): 0,8365 g K2HPO4 ve 0,0261g KH2PO4
1000 mL distile su igerisinde ¢ozuldi ve 1M KOH ve 0,1 N HCl ile pH 8’e ayarland.

Cinko asetat soliisyonu (%1w/v): 1 g ¢cinko asetat 50 mL distile su igerisinde
¢6zuldu ve 100 mL’ye tamamlandi.

Triklor asetik asit (%10w/v): 10 g triklor asetik asit 50 mL distile su igerisinde
¢ozuldu ve 100 mL’ye tamamlandi.

N,N-dimetil-p-fenilendiamin sulfat soliisyonu (1M): 100 mmol N,N-dimetil-
p-fenilendiamin 7,2 M 100 mL HCl igerisinde ¢ozulerek hazirlandi.

Demir (lll) klorur soliisyonu (1,5M): 150 mmol demir (Ill) klordr, 1,2 M 100
mL HCI icerisinde ¢dzllerek hazirlandi.

Sodyum hidrosiilfur soliisyonu (1000uM): 1000 pmol sodyum hidrosulfur

stok sollisyonu 1000 mL distile su icerisinde hazirlandi.

Kalibrasyon

H2S’nin kalibrasyon egrisinin cizilebilmesi cesitli konsantrasyonlarda (62,5-
31,25-15,625-7,8125 ve 3,90625 pmol) sodyum hidrosulfir (NaHS) standart
solusyonlari hazirlandi. NaHS, suda ¢6zuldiginde %30 oraninda hidrojen sulfur
iyonu (HS") verir ve HS", sudaki H* ile birleserek H2S’yi olusturur. NaHS standart
solUsyonlarinin absorbanslarini belirlemek icin 40 ymol N,N-dimetil-p-fenilendiamin
sulfat solisyonu ve 40 umol demir (lll) klordr solisyonu ilave edildi. 20 dk sonra 670

nm dalga boyunda absorbans dlgimu yapildi ve kalibrasyon egrisi gizildi (Sekil 6).
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Sekil 6. Sodyum hidrosiilfiir kalibrasyon egrisi.

Beyin Dokusu Hidrojen Silfiir Duzeyi

Beyin dokusu agiriginin 5 kati oraninda potasyum fosfat tamponu (pH: 8)
kullanilarak homojenize edildi. Homojenizasyon isleminin ardindan doku numuneleri
10 dakika boyunca santrifllj (47.000g, 4 °C) edildi. Santrifijj isleminin ardindan elde
edilen stpernatanta 0,25 mL ¢inko asetat sollisyonu ve 0,45 mL disitile su ilave edildi
ve karistirildi. Bu karisimin igerisine 0,25 mL triklor asetik asit ilave edildi ve ardindan
10 dakika boyunca santriflij (14.000g, 4 °C) edildi. Elde edilen siipernatanta 40 pmol
N,N-dimetil-p-fenilendiamin sulfat solisyonu ve 40 umol demir (lll) klordr solisyonu

ilave edildi. 20 dk sonra 670 nm dalga boyunda absorbans olgimu yapildi.

Omurilik Dokusu Hidrojen Sulfur Diizeyi

Omurilik dokusu agirliginin 10 kati oraninda potasyum fosfat tamponu (pH: 8)
kullanilarak homojenize edildi. Homojenizasyon isleminin ardindan doku numuneleri
10 dakika boyunca santrifiij (47.000g, 4°C) edildi. Santrifij isleminin ardindan elde
edilen supernatanta 0,05 mL ¢inko asetat solisyonu ve 0,09 mL disitile su ilave edildi
ve karistirildi. Diger tum olgum adimlari beyin dokusu igin tarif edildigi sekilde

uygulandi.
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ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Gruplarin Olusturulmasi

Tolerans gruplari: Benzer tasarimda yapilmis calismalardan elde edilen
veriler [ortalamalar arasinda saptanmasi planlanan en dusuk fark (0,25), standart
sapma (0,10), grup sayisi (14), istenen gug (0,80) ve alfa (0,05)] ile SigmaStat for
Windows Version 3.5 (kayit no: 773060000) kullanilarak yapilan kestirim sonucunda
ornek buyuklugu grup basina 7 olarak hesaplanmigtir. Hayvan kayiplari goz onune
alinarak gruplar 8 (n=8) hayvan igerecek sekilde olusturulmustur.

Bagimhlik gruplari: Benzer tasarimda yapilmis calismalardan elde edilen
veriler [ortalamalar arasinda saptanmasi planlanan en disuk fark (0,25), standart
sapma (0,10), grup sayisi (6), istenen gug¢ (0,80) ve alfa (0,05)] ile SigmaStat for
Windows Version 3.5 (kayit no: 773060000) kullanilarak yapilan kestirim sonucunda
ornek blyukligu grup basina 6 olarak hesaplanmigtir. Hayvan kayiplari géz énine

alinarak gruplar 8 (n=8) hayvan icerecek sekilde olusturulmustur.

Bulgularin Degerlendirilmesi

Tolerans gruplari: Elde edilen veriler bilgisayara aktarilarak normal dagilima
uygunluklari Shapiro-Wilk testiyle degerlendirildi. Tolerans gelisimini ve ilaglarin
tolerans Uzerine etkisini karsilastirmak igin iki yonla varyans analizi, ardindan Post

hoc Bonferroni t-testi uygulandi.

Bagimhilik gruplari: Elde edilen veriler bilgisayara aktarilarak normal dagihma
uygunluklari Shapiro-Wilk testiyle degerlendirildi. Verilerin normal dagilmamasi
Uzerine bagimhlik gelisimi ve ilaglarin bagimhlik Gzerine etkisini karsilastirmak icin

Kruskal Wallis, ardindan Post hoc Dunn’s testi uygulandi.

Beyin ve omurilik H2S duzeyleri: Elde edilen veriler bilgisayara aktarilarak
normal dagihma uygunluklari Shapiro-Wilk testiyle degerlendirildi. Verilerin normal
dagilmamasi Uzerine gruplar arasi karsilastirmada Kruskal Wallis, ardindan Post hoc

Dunn'’s testi uygulandi.
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Tum istatistiksel analizler ve grafikler GraphPad prism 6 for Windows version
6.05 (seri no: GPW6-156727-R) programi kullanilarak yapildi. P<0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Sekil. 7. Subkutan enjeksiyon Sekil 8. intraperitoneal enjeksiyon
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Sekil 9. “Tail flick” cihazi Sekil 10. “Hot plate” cihazi

Sekil 11. “Rota rod” cihazi
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BULGULAR

Morfinin analjezik etkisine karsi tolerans geligsimi tail flick ve hot plate testleriyle
gosterilirken, morfin bagimhligin olustugu hayvanlara nalokson enjeksiyonunu
takiben ortaya cikan kesilme sendromu bulgusu olan sigramalarin 20 dk boyunca
sayllmasiyla gosterilmistir. Morfin tolerans ve bagimlihginin gelisiminin  degisik
asamalarinda farelerin beyin ve omurilik dokusu alinarak H2S duzeyi Olgiimus ve

tolerans ve bagimlilik gelisimiyle iligkisi degerlendirilmistir.

MORFININ ANALJEZIK ETKISINE TOLERANS GELiISMESI

Morfinin analjezik etkisinde ilk ginden itibaren surekli bir azalma saptadik
(Sekil 12, 13, 14, 15, 16, 17). Gunde iki kez s.k. 10 mg/kg morfin uygulanmasi
sonucunda, tail flick ve hot plate testlerinde ortalama 11, 12. glnlerde morfinin
analjezik etkisine tam bir tolerans gelisti (Sekil 13, 14, 15, 16, 17).
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Ug-Alti-On Giinlitk Morfin Kullanimina Tolerans Gelisimi
Morfinin 10 mg/kg, s.k. 2x1 uygulanmasiyla analjezik etkisinde gunler
ilerledikce azalma goértlmekle birlikte tam toleransin 3, 6 ve 10. gunde tail flick

testinde henlz olusmadidi ancak hot plate testinde 9. glinde olustugu belirlendi

(Sekil 12).

100+ 100+
80- Kontrol 80
Morfin 3 glin
% 604 M ” 3 60+
R offin6gin &
g.; 404 Morfin 10 gtin W 40-
= 20 = 20-
0+ 04
-204 -20-
01 2 3 4586 7 8 9 10 012 3 456 7 8 9 10
Giinler Giinler

Sekil 12. Morfinin analjezik etkisine tolerans gelismesinin tail flick (A) ve hot

plate (B) testlerinde gosterilmesi.

MOE: Maksimal olasi etki.
Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1.
Tail flick testi igin: *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 ayni gunkd kontrol grubuna goére,

Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
Hot plate testi igin: *p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001 ayni gunkl kontrol grubuna gore,

Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
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MOE (%)

On iki Giinliikk Morfin Kullanimina Tolerans Gelisimi
Morfinin 10 mg/kg, s.k. 2x1 uygulanmasiyla analjezik etkisine tail flick testinde

10. gunde tolerans gelisirken, hot plate testinde 11. ginde tolerans gelistigi belirlendi

(Sekil 13).
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Sekil 13. Morfinin analjezik etkisine tolerans geligsmesinin tail flick (A) ve hot

plate (B) testlerinde gosterilmesi.

MOE: Maksimal olasi etki.
Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1.
Tail flick testi igin: *p<0,05, **p<0,0001 ayni gunkd kontrol grubuna goére, Two Way

ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
Hot plate testi i¢in: *p<0,01, **p<0,0001 ayni glinkl kontrol grubuna goére, Two Way

ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
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Kronik Propargilglisin Kullaniminin Tolerans Uzerine Etkisi
On iki gun boyunca 10 mg/kg, s.k. 2x1 morfine ek olarak 30 mg/kg, i.p. 1x1

PAG uygulanmasinin morfine tolerans gelisimini 6nledigi gézlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. Kronik propargilglisin kullaniminin tolerans lizerine etkisinin tail flick

(A) ve hot plate (B) testlerinde gosterilmesi.

MOE: Maksimal olasi etki.

PAG: Propargilglisin.

Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1; PAG: 30 mg/kg/i.p. 1x1.
Tail flick testi igin: *p<0,05, **p<0,0001 ayni gunki kontrol grubuna goére, *p<0,05,
**p<0,001, ***p<0,0001 morfin grubuna gore, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t

test.
Hot plate testi igin: *p<0,01, **p<0,0001 ayni glnk( kontrol grubuna goére, *p<0,05,

**p<0,01, ***p<0,001 morfin grubuna gére, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
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MOE (%)

Kronik Hidroksilamin Kullaniminin Tolerans Uzerine Etkisi
On iki gin boyunca 10 mg/kg, s.k. 2x1 morfine ek olarak 12,5 mg/kg, i.p.1x1

HA uygulanmasinin morfine tolerans gelisimini dnledigi gézlendi (Sekil 15).
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Sekil 15. Kronik hidroksilamin kullaniminin tolerans uzerine etkisinin tail flick

testinde (A) ve hot plate testinde (B) gosterilmesi.

MOE: Maksimal olasi etki.

HA: Hidroksilamin.
Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1; HA: 12,5 mg/kg/i.p. 1x1.

Tail flick testi igin: *p<0,05, **p<0,0001 ayni gunki kontrol grubuna goére, *p<0,05,
**p<0,001, ***p<0,0001 morfin grubuna gére, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t

test.
Hot plate testi igin: *p<0,01, **p<0,0001 ayni glnk( kontrol grubuna goére, *p<0,01,

**p<0,0001 morfin grubuna gére, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
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Akut Propargilglisin Kullaniminin Tolerans Uzerine Etkisi

On ikinci gun tek doz PAG (30 mg/kg, i.p.) uygulanmasinin morfin toleransini

onledigi (*p<0,0001), kontrol grubunda ise istatistiksel olarak anlamh bir farklilik

olusturmadigi gozlendi (Sekil16).
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Sekil 16. Akut propargilglisin kullaniminin tolerans tzerine etkisinin tail flick (A)

ve hot plate (B) testlerinde gosterilmesi.

MOE: Maksimal olasi etki.

Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1; PAG: 30 mg/kg/i.p. 1x1.
Tail flick testi igin: *p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001 ayni gunkd kontrol grubuna goére,
*p<0,0001 grup ici karsilagtirma, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.

Hot plate testi igin: p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001 ayni gunkd kontrol grubuna gére,
*p<0,0001 grup ici karsilagtirma, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
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Akut Hidroksilamin Kullaniminin Tolerans Uzerine Etkisi

On ikinci gun tek doz HA (12,5 mg/kg, i.p.) uygulanmasinin tail flick testinde
kontrol ve morfin grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde antinosiseptif etkinlik
gosterdigi (*p<0,01 kontrol; **p<0,001 morfin); hot plate testinde ise sadece morfin
grubunda istatistiksel anlamli etki olusturdugu gozlendi (*p<0,0001), kontrol grubunda
ise anlamli olmasa da bir artig goruldiu. HA’'nin sadece morfin gruplarinda dedil,
kontrol gruplarinda da %MOE degerlerini yukari ¢ekmesi HA'nin akut etkisinin
tolerans Uzerine etkiden ziyade antinosiseptif etkiden kaynaklandigini

dusundurmektedir (Sekil 17).

MOE (%)

-e- Kontrol

100+ - Morfin 100+

80 80

60 —~ 604
40 &

lg 40

204 )

s 20

01 04

-20" _20_

01234567 8 9101112 01234567 8 9101112

Ginler Ginler

Sekil 17. Akut hidroksilamin kullaniminin tolerans uzerine etkisinin tail flick (A)

ve hot plate (B) testlerinde gosterilmesi.

MOE: Maksimal olasi etki.
Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1; HA: 12,5 mg/kg/i.p. 1x1.

Tail flick testi igin: *p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001 ayni glinki kontrol grubuna gore,
*p<0,01, **p<0.001 grup ici karsilastirma, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
Hot plate testi igin: *p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001 ayni ginki kontrol grubuna gore,
*p<0,0001, grup igi karsilastirma, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
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MORFIN BAGIMLILIGININ GELiSMESI

Morfin Bagimlihgi Uzerine Kronik Propargilglisin ve Hidroksilamin
Kullaniminin Etkileri
Kronik PAG ve HA kullaniminin morfin bagimlihdi Uzerine istatistiksel olarak

anlamli bir etki gostermedigi belirlendi (Sekil 18).
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=3 Kontrol
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Sekil 18. Kronik propargilglisin ve hidroksilamin kullanimi sonrasinda nalokson
uygulamasiyla farelerin sigrama sayilari.
PAG: Propargilglisin; HA: Hidroksilamin.
Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1; PAG: 30 mg/kg/i.p 1x1;
HA: 12,5 mg/kg/i.p. 1x1.
*p<0,05, **p<0,01 kontrol grubuna gére, Kruskal-Wallis test post hoc Dunn’s testi.

Morfin Bagmhhig Uzerine Akut Propargilglisin ve Hidroksilamin
Kullaniminin Etkileri
Akut PAG ve HA kullaniminin morfin bagimlihdi Gzerine istatistiksel olarak

anlamli bir etki gostermedigi belirlendi (Sekil 19).
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Sekil 19. Akut propargilglisin ve hidroksilamin kullanimi sonrasinda nalokson

uygulamasiyla farelerin sigrama sayilari.

PAG: Propargilglisin; HA: Hidroksilamin.

Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1; PAG: 30 mg/kg/i.p 1x1;
HA: 12,5 mg/kg/i.p. 1x1.

*p<0,05, **p<0,01 kontrol grubuna gére, Kruskal-Wallis test post hoc Dunn’s testi.
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MOTOR KOORDINASYONUN DEGERLENDIRILMESI

Tolerans Gruplarinda

Tolerans gruplarinda motor koordinasyon degerlendiriimesinde bazal dlgimlere

gore istatistiksel agidan bir farklilik gozlenmedi (Sekil 20).
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Sekil

B is
20. Tolerans gruplarinda motor koordinasyonun

degerlendirilmesi.
B: Bazal; iS: ilag sonrasi.
PAG: Propargilglisin; HA: Hidroksilamin.

rota rod testiyle

Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1; PAG: 30 mg/kg/i.p 1x1;

HA: 12,5 mg/kg/i.p. 1x1.

Bagimhihk Gruplarinda

Bagimhlik gruplarinda motor

koordinasyon degerlendirimesinde bazal

Olcumlere gore istatistiksel agidan bir farklilik gbzlenmedi (Sekil 21).
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Sekil 21. Bagimhiik gruplarinda motor koordinasyonun

degerlendirilmesi.
B: Bazal; iS: ilag sonrasi.
PAG: Propargilglisin; HA: Hidroksilamin.

rota rod testiyle

Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1; PAG: 30 mg/kg/i.p 1x1;

HA: 12,5 mg/kg/i.p. 1x1.
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HIDROJEN SULFUR DUZEYi OLGUMU

Tolerans Geligim Siirecinde Beyin Ve Omurilik Hidrojen Sulfiir Diizeyleri

Morfin gruplarinda hidrojen sulfur dizeyleri hem beyin hem de omurilik
dokusunda genel olarak artmig gdzikmektedir. Ancak bu artis sadece beyin
dokusunda 3. (p<0,001) ve 6. (p<0,01) glnlerde istatistiksel olarak anlaml
duzeydedir (Sekil 22).
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Sekil 22. Morfin toleransinin gelisim surecinde beyin (A) ve omurilik (B)

hidrojen siilfir diizeyleri.
Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1.

*p<0,01, **p<0,001 kontrol grubuna gore, Kruskal-Wallis test post hoc Dunn’s testi.
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Tolerans Gruplarinda

Beyin duizeyleri:

istatistiksel olarak anlamli farkhlik saptanmadi (Sekil 23).
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Sekil 23. Morfin toleransinda beyin hidrojen silfiir diizeyleri ve bu diizeyler

uzerine hidrojen siilfur sentaz enzim inhibitorlerinin kronik (A) ve

akut (B) etkileri.

PAG: Propargilglisin; HA: Hidroksilamin.
Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1; PAG: 30 mg/kg/i.p 1x1;

HA: 12,5 mg/kg/i.p. 1x1.

Omurilik diizeyleri: 12. gun hidrojen sulfur duzeylerinde gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (Sekil 24).
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Sekil 24. Morfin toleransinda omurilik hidrojen sulfur dizeyleri ve bu duzeyler

Uizerine hidrojen siilfiir sentaz enzim inhibitoérlerinin kronik (A) ve akut

(B) etkileri.

PAG: Propargilglisin; HA: Hidroksilamin.
Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1; PAG: 30 mg/kg/i.p 1x1;

HA: 12,5 mg/kg/i.p. 1x1.
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Bagimhilik Gruplarinda
Beyin diizeyleri: 12. gun hidrojen sulfur duzeylerinde gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farkhlik saptanmadi (Sekil 25).
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Sekil 25. Morfin bagimliliginda beyin hidrojen siilfiir diizeyleri ve bu diizeyler
uzerine hidrojen siilfiir sentaz enzim inhibitorlerinin kronik (A) ve akut
(B) etkileri.
PAG: Propargilglisin; HA: Hidroksilamin.
Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1; PAG: 30 mg/kg/i.p 1x1;
HA: 12,5 mg/kg/i.p. 1x1.

Omurilik duzeyleri: 12. gin hidrojen sulfir dizeylerinde gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farkhlik saptanmadi (Sekil 26).
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Sekil 26. Morfin bagimliiginda omurilik hidrojen siilfiir duzeyleri ve bu duizeyler
tizerine hidrojen sulfur sentaz enzim inhibitorlerinin kronik (A) ve akut
(B) etkileri.
PAG: Propargilglisin; HA: Hidroksilamin.
Morfin: 10 mg/kg/s.k. 2x1; Kontrol (SF): 0,1 ml/10 gr/s.k. 2x1; PAG: 30 mg/kg/i.p 1x1;
HA: 12,5 mg/kg/i.p. 1x1.
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TARTISMA

Agri vicutta olusabilecek doku hasarina karsi koruyucu bir yanittir. Opioid
ilaglar, terapodtik dozda uygulandiklarinda siddetli ve kronik agrinin tedavisinde
kullanilan en etkili ilaglar arasinda yer almaktadir. Fakat analjezik etkilerine karsi
tolerans ve bagimlilik olusmasi bu ilaglarin uzun streli kullaniimasini kisitlamaktadir.
Toleransi ortadan kaldirmak igin yuksek dozlarda kullaniimalari gerekmektedir.
Opioid ilaglarin ylksek dozlarda kullaniimalari solunum depresyonu, bulanti, kabizlik,
badimlilik vb. advers etkilerinin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir.

Opioidlerin analjezik etkilerine tolerans ve bagimhlik gelisimi dnlemek igin ¢ok
sayida arastirma yapilmis olmasina ve gesitli mekanizmalar ileri surulmesine ragmen
molekuler temeli henliz tam olarak anlagilamamigtir. Dolayisi ile gunumuazde bu tur
ilaclara karsi gelisen tolerans ve bagimlilik halen énemli bir problem durumundadir.

Opioidlere tolerans gelisiminde rol oynadidi dusinitlen mekanizmalar; opioid
reseptor desensitizasyonu, reseptor afinitesindeki degisiklikler, reseptorlerin
internalizasyonu, reseptor down-regulasyonu, cAMP transdiksiyon sisteminin up-
regllasyonu ve sinyal iletim basamaklarindaki degisikliklerdir (59,123-125). Opioid
tolerans ve bagimhliginin ortaya ¢ikmasinda NMDA/NO sisteminin anahtar bir rolu
olduguna yonelik ¢ok sayida ¢alisma yapiimigtir (1,126,127). NO, nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimi tarafindan L-arginin’den sentezlenir. Glutamat, agri iletiminde énemili
bir néromediyatordir. NMDA, iyonotropik bir glutamat reseptéruadir ve merkezi sinir

sisteminde yaygin bir sekilde
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bulunmaktadir. Glutamat tarafindan bu reseptorlerin aktivasyonu hiicre igerisine Ca?*
girisini uyarir. Kalsiyum kalmoduline baglanarak NOS aktivitesini arttirir. Sentezlenen
NO santral duyarlilagsmada rol oynar (126).

Hidrojen sulfur, vicutta NO ve CO’den sonra saptanmig, memeli dokularinda
bircok fizyolojik ve patolojik olaylarin modulasyonunda rolu olan bir gaz mediyatordur.
Vicutta baslica CBS ve CSE enzimleri tarafindan, L-sistein amino asidinden sentezi
gerceklesmektedir. CBS ekspresyonu, santral sinir sisteminde beyindeki H2S'nin
birincil fizyolojik kaynagi olarak 6nemlidir. CBS, hipokampus ve serebellumda,
serebral korteks ve beyin sapi ile karsilastirildiginda yuksek oranda eksprese edildigi
bulunmustur (71,81). CSE ise baslica kardiyovaskuler sistem olmak tzere omurilik,
karaciger, bobrek, ileum ve lenfositler gibi pek ¢ok hicre ve dokuda bulunmaktadir
(71,91). H2S'nin tanimlanan ilk fizyolojik etkilerinden biri, damar diz kasini gevsetme
yetenegidir (6,128). Son yirmi yildir yapilan ¢alismalar H2S'nin inflamasyon ve agri
gibi birgok patolojik olaylarda 6nemini gostermistir (7,129,130).

H2S'nin birgok hiicre tipinde Ca?* homeostazisini etkileme yeteneginin oldugu,
cesitli doku 6rneklerinde NO Uretimini destekledigi ve endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) ve noronal nitrik oksit sentaz (NNOS) aktivitesini kalsiyum bagimh sekilde
dizenledigi bildirilmistir (131,132). Daha onceki yapilan c¢alismalarda H2S dondru
olan NaHS'nin farelerde kolonik mezenterik aferent sinir Uzerinde inhibe edici etki
gosterdigi bulunmustur. Benzer sekilde, periferik organlardaki NO'nun nosiseptorin
uyarilabilirligini azaltigi kanitlanmistir (133). H2S’nin, kalsiyum bagimli yolak
uzerinden nNOS'yi aktive ederek NO saliverilmesini kolaylastirdigi ve boylece kolonik
mezenterik aferent sinir Uzerinde antinosiseptif etki gosterdigi bulunmustur (134).
Sicanlar Uzerinde vyapilan bir diger calismada da eksojen H2S’nin, kolorektal
distansiyonun neden oldugu viseral agriyi y opioid reseptérinu uyararak azalttigi
bulunmustur (135). Bu calismalar H2S’nin periferde antinosiseptif etkisi oldugunu
gOstermektedir.

H2S’nin cesitli voltaj ve ligand kapili reseptoérler Uzerine (K*atp kanali, voltaj
kapih T ve L-tipi Ca?* kanallari, TRPA1-TRPV1 kanallarini ve NMDA reseptor() ve
ayni zamanda transkripsiyon faktorleri ve protein kinaz Uzerine de etkileri oldugu
bulunmustur (71,93,99,112,136,137). H2S nosiseptor néronlarinda, Cav3.2 T-tipi Ca?*
kanallarinin ve TRPA1 kanallarinin fonksiyonunu arttirarak néronal uyarilmaya ve

ardindan agr hissine veya hiperaljezi/allodiniye yol agmaktadir (112,138,139). Cunha
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ve ark. (7) H2S'nin inflamatuvar hipernosisepsiyonda; bir yandan noétrofil gogunu
artirarak (up-regulasyon) endojen bir nosiseptif etki olusturdugunu diger yandan ise
K*atp kanallarini direkt bloke ederek nosiseptor duyarhligini azalttigini ve boylece
dual rol oynadigini gostermiglerdir. Bir baska ¢alismada da benzer sekilde siganlarda
formalin ile olusturulan orafasiyal agri modelinde endojen olarak Uretilen H2S'nin,
muhtemelen T-tipi Ca*? kanallari lzerinden nosiseptif bir etki gosterirken, eksojen
olarak uygulanan H2S’nin ise K*atp kanallarinin aracilik ettigi antinosiseptif etkilere
neden oldugu gosterilmistir (6). Calismamizda endojen H2S Uretiminin akut kullanilan
HA ile inhibe edilmesiyle gozlenen antinosiseptif etki bu verileri desteklemektedir;
ancak akut PAG kullanimiyla ayni etki gozlenmemistir. Bu durum iki enzim
inhibitorinin etkiledikleri enzimlerin dagilim vyerlerinin farkhlik gdstermesinden
kaynaklaniyor olabilir. CBS daha fazla santral sinir sisteminde dagilim gdésterirken,
CSE ise periferde yaygin bir dagilim gostermektedir.

Kawabata ve ark. (113) calismalarinda, periferik dokuya NaHS veya endojen
H2S kaynadi olan L-sistein’in intraplantar (i.pl.) olarak verilmesi sonucunda olusan
H2S’nin blylk olasilikla primer aferent néronlarda bulunan T-tipi Ca?* kanallarini
module ederek sigan arka pencgesinde hiperaljezi gelistirdigini bulmuslardir. Olusan
hiperaljeziyi, T-tipi Ca®* kanal blokorii olan mibefradil, ylikseltgen bir kimyasal olan
5,5’-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ve PAG ile dnemli dlgude azalttiklarini da
bildirmiglerdir.

H2S’nin  etkiledigi c¢esitli iyon kanallari ve reseptdrlerin morfinin analjezik
etkisine tolerans gelisiminde ve morfine bagimhlik gelisiminde rol oynayabilecekleri
dugunulebilir. Morfin tolerans ve bagimlihginin c¢egitli asamalarini  gorebilmek
amaciyla gunde iki defa 10 mg/kg s.k. olarak morfin verilen tolerans ve bagimlilik
gruplarn olusturduk. Morfinin analjezik etkisinde ilk giinden itibaren strekli bir azalma
saptadik. Gunde iki kez s.k. 10 mg/kg morfin uygulanmasi sonucunda, tail flick ve hot
plate testlerinde yaklasik 11-12. ginlerde morfinin analjezik etkisine tam bir tolerans
gelistigini saptadik. Bolimimuizde Gunduz ve ark. (2) tarafindan yapilan diger bir
calismada morfinin analjezik etkisine tolerans gelisiminin ortalama 6-9. gunlerde
olustugu gosterilmistir. Hamdy ve ark. (140) fareler Uzerinde yaptiklari benzer bir
calismada bupropion’un morfin tolerans ve bagmliik gelisimindeki rollinU
incelemigler ve morfine toleransin 9. ginde olustugunu tespit etmiglerdir. Morfinin

antinosiseptif etkisine kargi gelisen tolerans ve bagimlihk Uzerine glukozamin’in
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etkisinin incelendigi bir baska c¢alismada da morfine toleransin 7. gunde olustugu
bulunmustur (141). Tolerans gelisim suresinde ortaya ¢ikan bu farkhliklar, kullanilan
deney hayvanlarinin yaslarinin, cinslerinin veya tirlerinin farkh olmasindan, morfin
enjeksiyon saatleri ve dozlarinin birbirinden farkli olmasindan veya laboratuvar
kosullarindaki farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir.

Morfine tolerans gelismesi ile néropatik agri olusum mekanizmalari arasinda
benzerlik oldugunu gdésteren galismalar bulunmaktadir (142,143). H2S’nin Cav3.2 T-
tipi Ca?* kanallari ve TRP kanallari lizerinden nosiseptif ve noéropatik agriya katkisi
oldugu ve morfin tolerans-bagimliiginda bu kanallarin da rol oynadigi
dusundlmektedir (12). Biz de bu dustinceden yola gikarak endojen H2S’nin Uretiminin
azaltimasinin morfine tolerans ve bagimlilik olusmasi Uzerine etkisini arastirdik.
Tolerans ve bagimlik olusum surecinde, 12 giin boyunca ginde iki kez morfine ek
olarak tek doz intraperitoneal PAG ve HA’nin kronik uygulanmasinin yapilan
antinosiseptif testler sonucunda morfine tolerans gelisiminin 6nledigini gorduk.

Literatirde néropatik agrida H2S'nin roll oldugunu goésteren cesitli ¢calismalar
mevcuttur. Endojen H2S'nin, néropatik agrinin gelisiminde rol oynayan Cav3.2 T-tipi
Ca?* kanallarini up-reglle ettigi ve TRPAL iyon kanalini aktive ettigi bildirilmistir
(5,12,120). Streptozotosin ile olusturulan diabetik periferik ndéropatide H2S'nin
nosiseptif etkisinin oldugu gosterilmistir. CBS veya CSE'nin sirasiyla HA ve PAG ile
inhibisyonunu ile H2S’nin sentezinin azaltiimasinin diyabet ile iligkili periferik néropati
tedavisi igin 6nemli bir hedef olabilecedi rapor edilmistir (10). Fakat HA'nin
antinosiseptif etkinliginin sadece CBS enzimini inhibe etmek yoluyla olmayip, ayrica
NO saliverilmesi gibi diger non-spesifik yolaklar Gzerinden de olabilecedi akilda
tutulmalidir (10,144,145).

Takahashi ve ark. (12) sigcanlarda L5 spinal sinir hasari (L5SNC) ile
olusturulan noéropatik agri modelinde H2S’nin dretiminin PAG ile inhibisyonunun ve
Cav3.2 kanalinin mibefradil ile bloke edilmesinin hiperaljezi-allodoni geligimini tersine
cevirdigini gérmuslerdir. Buna bagli olarak CSE ve Cav3.2 T-tipi Ca?* kanallarinin
noropatik agrinin tedavisi igin terapotik ilaglarin geligtiriimesinde potansiyel hedef
olabilecegi sonucuna varmiglardir. Bir bagska ¢alismada H2S’nin CBS inhibitoru ile
azaltilmasinin, noropatik agri olusumunda rol oynayan ERK1/2, CREB ve NF-
KB(p65)'nin aktivasyonunun inhibe edildigini ve kronik siyatik sinir hasari modelinde
mekanik ve termal hiperaljeziyi onledigi gosterilmistir (5).
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Sigan, insan ve inek beyin dokularinda H2S’nin yuksek konsantrasyonda
bulundugunu (50-160 pmol/L) gosteren calismalar olmakla beraber, daha yeni
calismalarda nanomolar konsantrasyonlarda bulundugu gosterilmistir (72,146).
Tolerans ve bagimlihik gruplarimizdaki elde ettigimiz omurilik H2S duzeyi ile Gui ve
ark. (5) La-s omurilikteki endojen CBS/H2S yolag ile noropatik agri arasindaki iligkiyi
arastiran galismalarindan elde ettikleri H2S doku duzeyi ile uyumludur.

Yang ve ark. (147) farelerde morfin kullanimi sonrasi nalokson kaynakli geri
cekilme sigramalarini, eksojen H2S uygulanmasi ile énemli odlgide azalttigini
gostermiglerdir. Opioid bagimhginin gelisiminin azaltiimasinda H2S’nin potansiyel bir
rolu oldugunu ve altinda yatan mekanizmanin adenilat siklaz (AC)/cAMP yolaginin
inhibisyonundan kaynakli olabilecegini rapor etmislerdir. Calismamizda kronik ve
akut uygulanan PAG ve HA'nin morfin bagimlihgi Gzerine davranis deneylerinde
etkisinin olmadigini ve beyin ve omurilik H2S dizeylerinde de anlamli farklilik
olusturmadiklarini gézlemledik. Calismamizda bekledigimiz sekilde beyin ve omurilik
H2S dizeylerinde azalma olusmadi. Beyin ve omurilik H2S dizeylerinde azalma belki
her iki enzimin birlikte inhibe edilmesiyle saglanabilir. Yang ve ark. (147) yaptiklari
calismada normal dizeylerin Uzerinde olan H2Snin  bagmliligi  6nledigini
dugunulecek olursak H2S duzeylerin normal dizeylerin altina indiriimesinin de etkili
olabilecegini dusunebiliriz.

Fareler Uzerinde yapmis oldugumuz ¢alismamizda tekrarlayan dozlarda morfin
uygulanmasi ile tolerans olustugunu ve olusan toleransin kronik ve akut PAG veya
kronik HA kullanimi ile énlendigini belirledik. Ancak PAG ve HA'nin ortaya c¢ikardigi
morfin toleransi Uzerine Onleyici etkilerini beyin ve omurilik H2S duzeylerindeki
degisimle aciklayamadik. PAG ve HA'nin toleransi Onleyici etkisinde g¢alismamizda
degerlendirmedigimiz periferik dokulardaki H2S duzeylerini azaltici etkileri veya
H2S’den duzeylerinden bagimsiz NO Uzerine direk etkilerinden kaynaklanabilecegi
dugunulebilir. Tim bu veriler géz 6nune alinirsa hidrojen sulfir sentaz enzim
inhibitdrlerinin  morfin toleransinin 6nlenmesinde ve toleransin mekanizmasinin
anlasiimasinda rol alabilecegini dusinmekteyiz. Ozellikle periferik dokulardaki H2S
dizeylerinin incelendigi yeni calismalarla sentaz enzim inhibitorlerinin etki yerleri
daha iyi anlasilabilir. Morfin bagimliidinda her iki sentaz enziminin birlikte inhibe
edilecedi calismalarin yapilmasiyla bagimhlik UGzerine H2S’nin etkisi daha iyi
anlasilabilir.
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SONUGLAR

Kronik morfin kullanimi sirasinda ortaya ¢ikan, morfin ve benzeri ilaglarin

kullanimini ciddi olarak kisitlayan bagdimlilik ve toleransin, olusum mekanizmasina

endojen H2S’nin etkisini arastirdigimiz calismamizda asagidaki sonuglar elde

edilmistir.

>

A\

Morfinin subkutan olarak gunde iki kere 10 mg/kg tekrarlayan injeksiyonunu
takiben antinosiseptif etkisi ilk ginden itibaren azalmaya bagladi, yaklagik 11,
12. glnlerde tail flick ve hot plate testlerinde tam bir tolerans olustugu goérulda
(Sekil 13).

Kronik PAG ve HA kullanimi morfine tolerans gelisimini onledi (Sekil 14, 15).
Akut PAG uygulanmasi morfine karsi gelisen toleransi 6nledi (Sekil 16).

Akut HA uygulamasinin sadece morfin grubunda degil, kontrol grubunda da
antinosiseptif etki olusturdugu goérildid. Bu bulgu, akut kullanilan HA'nin
tolerans Uzerine etkinlik gostermekten ziyade antinosiseptif etkinliginin 6n
planda oldugunu dustindurmektedir (Sekil 17).

Tolerans gelisim surecinde (3-6-10-12. gunler) hidrojen sulfur dizeylerinin
hem beyin hem de omurilik dokusunda arttigi belirlendi. Ancak bu artis sadece
beyin dokusunda 3. (p<0,001) ve 6. (p<0,01) gunlerde istatistiksel olarak
anlamli duzeydeydi (Sekil 22).

Tolerans gruplarinda hidrojen silfir sentaz enzim inhibitorlerinin (PAG, HA)

kronik ve akut uygulamasinin, beyin ve omurilik H2S dizeylerinde kontrol
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gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli farklilik olusturmadigi saptandi
(Sekil 23, 24).

» Antinosisepsiyon testlerinin tamamlanmasindan sonra 12. gunde nalokson
uygulamasi ile denekler yoksunluk sendromuna sokuldu. Bagimli farelerde
yoksunlugun gostergesi olan sigrama sayisi kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli duzeyde yuksekti (p<0,05).

» Kronik ve akut PAG ve HA kullaniminin kontrol gruplarina gére morfin
bagimhligi Uzerine istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmadigi belirlendi
(Sekil 18, 19).

» Bagimllik gruplarinda hidrojen sulfir sentaz enzim inhibitorlerinin (PAG, HA)
kronik ve akut uygulamasinin, beyin ve omurilik H2S dizeylerinde kontrol
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli farkhlik olusturmadidi saptandi
(Sekil 25, 26).

» Morfin ve hidrojen sulfur sentaz enzim inhibitorlerinin kullanilan dozlarinda
motor fonksiyonu bozucu etkisinin olmadigi géraldu (Sekil 20, 21).

Tam sonuglar ele alindiginda morfin toleransini 6nlemede kronik ve akut kullanilan
PAG’in ve kronik kullanilan HA'nin etkili oldugu gorulmektedir. Ancak hidrojen sulfur
duzeylerinde beklenen degisimlerin gorilmemesi nedeniyle PAG ve HA'nin etki yeri
(omurilik ya da beyin dizeyi) belirlenemedi. Olgtligiimiiz hidrojen sulfiir doku (beyin,
omurilik) duzeyleri literatlirle uyumlu olmakla birlikte standart sapma degerlerimiz
yuksekti. Serbest sinir sonlanmalari dizeyindeki doku hidrojen stlfir duzeylerinin

Olculmesi PAG ve HA'nin etki yeri icin yeni bir hedef olabilir.
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OZET

Hidrojen sulfur agri olusumu mekanizmalarinda rol aldigi gosterilmis olan
endojen bir gaz mediyatordir Vicutta baslica sistatyonin-g-sentaz ve sistatyonin-y-
liyaz enzimleri tarafindan, L-sistein amino asidinden sentez edilir. Bu galismada,
tolerans ve bagimlilhidgin gelisiminin cgesitli zamanlarinda beyin ve omurilik hidrojen
sulfir duzeylerindeki degisimi tespit etmeyi ve hidrojen sulfurin endojen olarak
dretiminin inhibe edilmesinin tolerans ve bagimlilik olusumu Uzerine etkisinin olup
olmadidini belirlemeyi amagladik. Morfine tolerans ve bagimlilik, 12 gin boyunca
glinde iki kez morfin (10 mg/kg) subkutan enjeksiyonuyla olusturuldu. Fiziksel
bagimhhk 12. gun tek doz naloksonun (5 mg/kg) intraperitoneal verilmesini takiben
meydana gelen yoksunluk sendromu bulgusu olan sigrama hareketinin 20 dakika
suresince sayilmasiyla belirlendi. Sistatyonin-y-liyaz inhibitorlu olarak propargilglisin
(30 mg/kg, i.p. 1x1) ve sistatyonin-gB-sentaz inhibitori olarak da hidroksilamin (12,5
mg/kg, i.p.1x1) kullaniimistir. Tail flick ve hot plate testleri morfinin antinosiseptif
etkisinin kaybi ve tolerans gelisimini belirlemek igin kullanildi. Kronik ve akut
kullanilan propargilglisinin  ve kronik kullanilan hidroksilaminin morfine tolerans
gelisimini Onledigi belirlendi. Tolerans gruplarinda hidrojen sulfur sentaz enzim
inhibitorlerinin  kronik ve akut uygulamasinin, beyin ve omurilik hidrojen sulfir
dizeylerinde istatistiksel olarak anlamli farklihk olusturmadigi saptandi. Kronik ve
akut propargilglisin ve hidroksilamin kullaniminin morfin bagimhligi Gzerine bir etki
olusturmadigi; beyin omurilik hidrojen sulflir dizeylerinde de farklilik olusturmadigi

belirlendi. Morfin toleransini 6nlemede kronik ve akut kullanilan propargilglisinin
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ve kronik kullanilan hidroksilaminin etkili oldugu gorulmustir ancak etkinin yeri
(omurilik ya da beyin duzeyi) belirlenememistir. Tum bu veriler dogrultusunda
hidrojen sulfir sentaz enzim inhibitoérleri morfin toleransinin 6nlenmesinde ve

toleransin mekanizmasinin anlasilmasinda rol alabilir.

Anahtar kelimeler: Morfin, tolerans, bagimhlik, hidrojen sulfur
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THE ROLE OF HYDROGEN SULFIDE IN DEVELOPMENT OF
TOLERANCE AND DEPENDENCE TO MORPHINE IN MICE

SUMMARY

Hydrogen sulfide is an endogenous gaseous mediator that has been indicated
to have a role in pain mechanisms. It is mainly synthesized from the amino acid L-
cysteine by cystathionine--synthase and cystathionine-y-lyase enzymes in the body.
In this study, we aimed to detect brain and spinal cord hydrogen sulfide levels during
different terms of tolerance and dependence to morphine and to determine the
effects of inhibition of endogenous hydrogen sulfide production on the development
of tolerance and dependence. Morphine tolerance and dependence was developed
with subcutaneous injection of morphine (10 mg/kg) twice daily for 12 days. Physical
dependence was determined by counting the jumps for 20 minutes which is a
withdrawal symptom occuring after a single dose of naloxone (5 mg/kg) administered
intraperitoneally. Propargylglycine (30 mg/kg, i.p. 1x1) was used as a cystathionine-
y-lyase inhibitor and hydroxylamine (12,5 mg/kg, i.p.1x1) was used as a
cystathionine-B-synthase inhibitor. The tail flick and hot plate tests were used to
determine the loss of antinociceptive effects of morphine and development of
tolerance. It was found that chronic and acute use of propargylglycine and chronic
use of hydroxylamine prevent the development of tolerance to morphine. It was

determined that chronic and acute administration of hydrogen sulfide synthase
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inhibitors does not create a statistically significant difference in hydrogen sulfide
levels in brain and spinal cord in tolerance groups. It was also found that in chronic
and acute administrations of propargylglycine and hydroxylamine had no effect on
morphine dependence; no difference was found in hydrogen sulfide levels in brain
and spinal cord. Chronic and acute administrations of propargylglycine and chronic
administration of hydroxylamine were found to be effective in preventing morphine
tolerance, however its site of action (brain or spinal cord levels) could not be
determined. It has been concluded according to the data that hydrogen sulfide
synthase inhibitors may take role in preventing morphine tolerance and

understanding the mechanism of tolerance.

Keywords: Morphine, tolerance, dependence, hydrogen sulfide
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SEKILLER LISTESI

Sekiller Sayfa no.
Sekil 1. Morfinin kimyasal yapisi 8

Sekil 2. Morfin kaynakl antinosisepsiyon, tolerans ve bagimlilikta

TRPV1 aktivasyonunun sinyal iletmi .~ 12
Sekil 3. Hidrojen salfurin biyosentezi . 13
Sekil 4. Hidrojen silfuran katabolizmas: 15

Sekil 5. Birinci duyusal néronun periferik ve santral terminallerinde H2S'nin

0] 1T o T 17
Sekil 6. Sodyum hidrosulfir kalibrasyon egrisi 28
SekKil 7. SUBKUtAN €NJEKSIYON 30
Sekil 8. intraperitoneal enjeksiyon___ 30
Sekil 9. Tail flick CINAZI 31
SekKil 10. HOt plate ClNazZI 31
Sekil 11. Rotarod cihazi 31
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Sekil 12.

Sekil 13.

Sekil 14.

Sekil 15.

Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

Sekil 22.

Sekil 23.

Morfinin analjezik etkisine tolerans gelismesinin tail flick (A) ve

hot plate (B) testlerinde gosterilmesi

Morfinin analjezik etkisine tolerans gelismesinin tail flick (A) ve

hot plate (B) testlerinde gosteriimesi

Kronik propargilglisin kullaniminin tolerans uzerine etkisinin

tail flick (A) ve hot plate (B) testlerinde gosterilmesi

Kronik hidroksilamin kullaniminin tolerans tzerine etkisinin

tail flick (A) ve hot plate (B) testlerinde gosterilmesi

Akut propargilglisin kullaniminin tolerans Uzerine etkisinin

tail flick (A) ve hot plate (B) testlerinde gosterilmesi

Akut hidroksilamin kullaniminin tolerans lizerine etkisinin

tail flick (A) ve hot plate (B) testlerinde gosterilmesi

Kronik propargilglisin ve hidroksilamin kullanimi sonrasinda

nalokson uygulamasiyla farelerin sigrama sayilari

Akut propargilglisin ve hidroksilamin kullanimi sonrasinda

nalokson uygulamasiyla farelerin sigrama sayilari

Tolerans gruplarinda motor koordinasyonun

rota rod testiyle degerlendiriimesi

Bagimlilik gruplarinda motor koordinasyonun

rota rod testiyle degerlendiriimesi

Morfin toleransinin gelisim slrecinde beyin (A) ve

omurilik (B) hidrojen sulfur duzeyleri

Morfin toleransinda beyin hidrojen sulfur dizeyleri ve
bu dizeyler Gzerine hidrojen sulfir sentaz enzim inhibitorlerinin
kronik (A) ve akut (B) etkileri
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39
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Sekil 24. Morfin toleransinda omurilik hidrojen sulfar duzeyleri ve
bu duzeyler Uzerine hidrojen sulfur sentaz enzim inhibitorlerinin
kronik (A) ve akut (B) etkileri

Sekil 25. Morfin bagimhliginda beyin hidrojen sulfur dizeyleri ve
bu duzeyler Uzerine hidrojen sulfur sentaz enzim inhibitorlerinin
kronik (A) ve akut (B) etkileri

Sekil 26. Morfin bagimhliginda omurilik hidrojen sulftr dizeyleri ve
bu dlzeyler Gzerine hidrojen sulfur sentaz enzim inhibitorlerinin
kronik (A) ve akut (B) etkileri
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Oturum Sayisi: 2016/07 Karar Tarihi: 29.06.2016

KARAR NO: 2016.07.02

Yiiriitiiciiligiini Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi ogretim tiyesi Prof. Dr. Ahmet ULUGOL’iin
yaptig, Zeynep CETIN'in Yiiksek Lisans tezi olarak planlanan TUHADYEK-2016/10 protokol
nolu “Farelerde morfine tolerans ve bagimhlik gelisiminde hidrojen siilfitin rolii®’ bashkl
caligmanin adinin “Farelerde morfine tolerans ve bagimhlik gelisiminde hidrojen siilfiiriin
rolii”> olarak degistirilmesi istegi gorisiildii. Arastirmamn amag, yaklasim, gere¢ ve yontemleri
dikkate alinarak incelenmesi sonucunda; Hayvan deneyleri yerel etik kurulu yénergesinde belirtilen
ilke ve kurallara uygun bulunarak, ¢alismanin yapilabilecegine mevcudun oy birligi ile karar
verilmistir.
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