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SICAN FORMALIN TESTINDE VENLAFAKSININ LOKAL PERIFERAL
ANTINOSISEPTIF ETKISi

OZET

Antidepresanlarin analjezik etki mekanizmalarina yonelik yapilmis calismalar spinal ve
supraspinal mekanizmalara yonelmekle birlikte son zamanlarda bir trisiklik antidepresan
(TCA) olan amitriptilinin lokal periferal olarak uygulanmasi ile sicanda antinosiseptif
etki olusturdugu bildirilmistir. Venlafaksin ise TCA’lardan farkli bir yapiya sahip
nisbeten yeni bir antidepresandir. Amacimiz sistemik analjezik etkinligi cesitli
caligmalarda kanitlanmig venlafaksinin lokal olarak perifere uygulanmasi ile
antinosiseptif etki gosterip gostermeyecegini arastirmaktir. Bu amacla formalin testinde
Sprague Dawley erkek sicanlarin (200-230 g) pencgesine intraplantar (i.pl.) olarak 25 pl
50, 100, 200, 400 pg konsantrasyonlarda ve ayrica sistemik olarak intraperitoneal (i.p)
yoldan 5, 10, 20, 40 mg/kg dozlarinda uygulama yaptik (n=6). Venlafaksinin lokal
periferal antinosiseptif etkisinde opyoidlerin ve adenozin A; reseptorlerinin rollerini
arastirmak amaciyla farkli gruplara i.p. yoldan nalokson (opyoid reseptdr antagonisti) ve
CPT (A, reseptor antagonisti) uyguladik. Ilaveten venlafaksinin lokal periferal etkinligini
glutamat testi ile de arastirdik. Etkinin lokal olup olmadigini test etmek amaciyla lokal ve
sistemik uygulamayi takiben ¢esitli zamanlarda sicanlardan alinan kan drneklerinde GC-
MS araciligr ile venlafaksin miktar tayini yaptik. Venlafaksin formalin testinde lokal
olarak perifere uygulandiginda 100, 200 ve 400 pg konsantrasyonlarinda belirgin
antinosiseptif etki gosterirken, sistemik olarak 20 ve 40 mg/kg dozlarinda etkili olmustur.
Venlafaksinin lokal periferal antinosiseptif etkisinde opyoiderjik sistemin rolili olmadigi,
adenozin A; reseptorlerinin ise testin sadece 1. fazinda rollerinin oldugu belirlenmistir.
Venlafaksin glutamat testinde lokal olarak 100 ve 200 pg konsantrasyonlarinda penceye
uygulandiginda etkili olurken, 20 mg/kg i.p. dozunun olusturdugu sistemik etki ile 100
pg konsantrasyon ile olusan etki farksizdir. Etkinin lokal oldugu kanda yapilan
venlafaksin miktar tayini ile ispatlanmistir.

Sonuglar venlafaksinin lokal olarak pengeye uygulandiginda antinosiseptif etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Lokal uygulama ile uygulama yerinde oldukga yiiksek
konsantrasyonlara ulagsmak miimkiin olup bir takim sistemik yan etkiler de bertaraf
edilebilir. Boyle bir etkinlik ilerde bu ilacin jel yada krem seklinde topikal analjezik
olarak denenebilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Venlafaksin, lokal, periferal, antinosisepsiyon, formalin testi
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LOCAL PERIPHERAL ANTINOCICEPTIVE EFFECT OF VENLAFAXINE
ON RAT FORMALIN TEST
ABSTRACT

Although the studies related with the mechanism of antinociception induced by
antidepressants are directed to spinal and supraspinal mechanisms, it was recently shown
that a trycyclic antidepressant drug, amitriptyline, has antinociceptive effect when
applied locally to the periphery in rat. Venlafaxine is a new antidepressant drug that has
different structure from TCA’s. Our purpose was to investigate whether systemic
analgesic effect has been proved drug, venlafaxine, has local peripheral antinociceptive
action. For this purpose we applied different concentrations of vanlafaxine solution (25
ul 50, 100, 200, 400 pg) to the male, 200-230 g Sprague Dawley rats’ paws by
intraplantar (i.pl.) injection and also different doses of venlafaxine systemically (5, 10,
20, 40 mg/kg) by intraperitoneal route (i.p.) in formalin test (n=6). To investigate the role
of opioids and adenosine A; receptors on local peripheral antinociception induced by
venlafaxine, we applied naloxone (opioid receptor antagonist) and CPT (adenosine A;
receptor antagonist) to different groups. Additionally we investigate the local peripheral
antinociceptive effect of venlafaxine on glutamate test. To check whether the effect is
local or not, we obtained blood at different times after both the local and systemic
application to determine the level of venlafaxine by GC-MS method. Venlafaxine
induced antinociception at 100, 200 and 400 pg concentrations by the local peripheral
application and at 20, 40 mg/kg doses by the systemic application in formalin test. It was
found that opioidergic system does not have a role in local peripheral antinociceptive
effect of venlafaxine, however, adenosine A; receptors have a role only at the 1* phase of
formalin test. Venlafaxine also have local peripheral antinociceptive effect on glutamate
test at 100 and 200 pg concentrations and the effects were similar induced by 100 pg
(i.pl.) and 20 mg/kg (i.p.). Our results showed that venlafaxine has antinociceptive effect
when applied locally to the periphery. By the local application it may be possible to reach
high levels at application site and also to get rid of some systemic side effects. Such an
activity may led to trials for to use this drug as a gel and cream formulation for analgesia

in clinics in the future.

Keywords: Venlafaxine, local, peripheral, antinociception, formalin test
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1.GIRIS VE AMAC

Antidepresanlarin analjezik etkileri uzun zamandir bilinmekte ve ozellikle trisiklik
antidepresanlar noéropatik agr, postherpetik nevralji gibi kronik agrili durumlarda
sistemik olarak kullanilmaktadirlar. Ancak bunlarin antikolinerjik, adrenolitik ve
antihistaminik etkilerine bagl olarak ortaya cikan bir takim sistemik yan etkileri
kullanimlarin1 oldukg¢a kisitlamaktadir. Nisbeten yeni bir antidepresan olan venlafaksin
ile cesitli hayvan modellerinde, diyabetik ve diger noropatili hastalarda yapilan
calismalarda sistemik uygulama ile giiclii analjezik etkisinin oldugu gosterilmistir. Ancak
sistemik uygulamada venlafaksin ile bulanti, kusma, uyku hali, agiz kurulugu gibi

istenmeyen etkiler bildirilmistir.

Antidepresanlarin analjezik etki mekanizmalarina yonelik yapilan calismalarda santral
mekanizmalarin aracilik ettigi diisiiniilirken son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda bazi
antidepresanlarin analjezik etkilerinde periferal mekanizmalarin da roli oldugu
bildirilmistir. Amacimiz sistemik analjezik etkinligi cesitli modellerde gosterilen
venlafaksinin, sicanlarda formalin ve glutamat testinde lokal olarak perifere uygulanmasi
sureti ile antinosiseptif etki gosterip gostermeyecegini ve boyle bir etki varsa olasi bazi
mekanizmalar1 arastirmaktir. Lokal periferal uygulama sayesinde uygulama yerinde
olduk¢a yiiksek konsantrasyonda drog bulunmasina olanak saglanirken sistemik yan
etkiler de bertaraf edilmis olunabilir. Boylece ileride bu madde klinikte krem ya da jel

formiilasyonunda lokal olarak ¢esitli agr1 durumlarinda uygulanma olanag bulabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. AGRI iLE iLGILi GENEL BiLGILER

Agri, viicudun belli bir bolgesinden kaynaklanan, doku harabiyetine bagh olan veya
olmayan, kisinin gecmisteki deneyimleriyle de ilgili hos olmayan emosyonel ve
sensoryal bir duyumdur. Doku hasartyla ilgili informasyonu alan 6zel reseptorler olan
nosiseptorlerin uyarilmasi sonucu meydana gelen sinyallerin santral sinir sisteminde
algilanmasina ise nosisepsiyon denir. Agr1 nosisepsiyon i¢inde bir algilanma seklidir ve

mekanik, termal ve kimyasal olmak iizere cesitli uyarilar neticesinde olusur (1, 2).

2.1.1. Agn fletimi

Deriden agr1 impulslari iki tip sinir tarafindan alinir; bunlardan miyelinli, ileti hiz1 5-30
m/sn olan, kiiciik capl1 AS (delta) lifleri “hizli” ya da “ilk” olusan agrida rol alirlar. Ileti
hiz1 0.5-2 m/sn olan, miyelinsiz C lifleri (dorsal kok C lifleri) ise “yavas” ve “gecikmis”
daha yaygin agn tipinde rol alirlar (2, 3). Nosiseptor olarak adlandirilan agn reseptorleri
tim deri ve deri alti1 dokularinda bulunan somatik duyusal liflerin ¢iplak ve serbest
uclaridir. Ao liflerinin serbest uclari genellikle duyarli olduklar1 uyaranin tipine gore
mekanik ve termal nosiseptorler adimi alirlar. Bu nosiseptorlerin uyarilmasi keskin,
igneleyici ve iyi lokalize edilebilen bir agrn meydana getirir. C liflerinin uglar1 olan
nosiseptorler ise C polimodal nosiseptorler olarak bilinir. Siddetli mekanik, asin sicak,
soguk ve doku travmasindan kaynaklanan kimyasal (H', K*, histamin, bradikinin, P

maddesi, CGRP v.b) uyaranlara cevap olarak daha donuk, daha yaygin bir agr1 meydana
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getirirler (2, 4, 5). Doku hasarimi ya da inflamasyonu takiben olusan ya da salinan ¢ok
sayidaki kimyasal maddeler periferal duyusal sinir sonlanmalarini uyarabilirler. H*, ATP,
glutamat, serotonin (5-HT), histamin, bradikinin gibi maddeler dogrudan duyusal sinirleri
uyarirken, prostaglandinler, prostasiklin, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8 gibi sitokinler ve timor
nekroz faktorii (TNF) diger uyaranlarin etkisine sinir sonlanmalarinin duyarliligini
artirirlar. Bradikinin, tasikininler ve sinir biiylime faktorii (NGF) duyusal néronlar,
cevredeki inflamatuar hiicreler ve sempatik sinirler iizerinde diizenleyici etkilere
sahiptirler. Duyusal noronlar1 uyaran bazi ajanlar bunu dogrudan iyon kanallar
lizerinden yapabilirler. Ornegin H'; aside duyarli iyon kanallar1 aracihifi ile, ATP; P2X
reseptorleri araciligi ile, glutamat; iyonotropik glutamat reseptorleri aracilign ile
uyaritken diger bazi ajanlar G-proteinine kenetli metabotropik reseptorleri uyararak
hiicre i¢i mesajc1 sistemleri uyarirlar. Bunlardan baska duyusal sinir sonlanmalar1 agri
transmisyonunu inhibe edecek c¢ok sayida norotransmittere duyarli reseptorleri de
icerirler. Bu reseptorlerin ¢cogu baslangigta dorsal spinal kordda bulunmuslardir, ancak
bazilan dorsal kok gangliyon hiicrelerinin hiicre govdelerinde sentezlenerek presinaptik
olarak yerlesmek iizere perifere ve bazilar1 da santrale tagimirlar. Sinir ligasyonu ile
nororeseptorlerin - aksonal transportu, ligasyonun distalinde ve proksimalinde
reseptorlerin  birikmesi ile gosterilebilmistir. p-, 6- ve k- opyoid reseptorleri ile
kannabinoid resptorleri bu yolla gosterilmistir. Diger inhibitdr reseptorlerden GABA
reseptorleri direkt olarak periferal sinirlerde goriilmiislerdir (6-8).

Ad ve C lifleri omurilige girince ikiye ayrilirlar. Nosiseptif sinir uglarinin santral
terminalleri dorsal boynuz gri cevherinin marjinal zonu (Lamina I) ile substantia
jelatinozada (Lamina II) yer alan noronlarla sinaps yaparlar. Bazi Ad liflerinin uzantilari
ise daha derinde lamina V hiicrelerine ulasir (2). Substantia jelatinozanin transmisyon
hiicrelerindeki liflerle impulslar agrinin integrasyonunda esas yer olan talamusa tasinir.
Talamustan 3. sira sinirler impulslart serebral kortekse tasir ve boylece agrinin
algilanmas1 saglanir. Orta beyin ve beyin sapindan inici yolaklar dorsal horn
transmisyonunda onemli inhibitor etki gosterirler (3, 8). Nosiseptif afferentlerin ¢ogu
dorsal boynuzun siiperfasiyal bolgesinde sonlanirken 6zellikle Ad lifleri dorsal boynuzda
daha derinlere sokulabilir. immiinohistokimyasal calismalarla biyolojik aktif maddelerin
cogunun siiperfasiyal dorsal boynuzda nisbeten yiiksek konsantrasyonda bulunduklar
gosterilmistir. Bu maddelerden bazilar1 primer afferent liflerden, bazilar1 dorsal

boynuzdaki intrinsik sinirlerinden, bazilar1 da hiicre govdeleri beyin sapinda bulunan
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akson terminallerinden tiirerler (3). Dorsal boynuzda bulunan noronlar baglica 3 grupta
incelenebilirler;

1) Projeksiyon noronlan (santral gecis hiicreleri): Bunlar uyarildiklarinda meydana gelen
uyarilar anterolateral efferent sisteme gecer ve agri olay1 iist merkezlerde algilanir. Bu
noronlarin aktivitesi bir takim daha kiiclik ara noronlarla kontrol edilir. Projeksiyon
noronlan iki grupta incelenebilir. Lamina I’de bulunan Ad ve C lifleri ile uyarilan
projeksiyon noronlari, nosiseptif spesifiktir. Lamina I ve V’deki ikinci grup projeksiyon
noronlar1 ise hem nosiseptorlerle hem de diisiik esikli mekanoreseptorlerle
uyarildiklarindan WDR (wide dynamic range) noronlar adini alirlar.

2) Lokal Eksitator Ara Noronlar: Bunlar gelen duysal enformasyonu ya da agrili
sinyalleri projeksiyon noronuna gegirir ve uyarilmalarina yol agar. Genellikle C ve Ad
liflerinden gelen sinyallerle uyarilan olan bu lokal ara ndronlar sinyalleri projeksiyon
noronuna gecirmekle gorevlidir.

3) Inhibitor Ara Noronlar: Daha yiiksek merkezlere agrili enformasyon cikisini
diizenlemede 6nemli rol alirlar. Genellikle genis capli miyelinli A-beta (AP) grubu
afferent liflerle uyarilirlar ve nosiseptif sinyalleri iletmezler. Bu ara néronlar genis ¢aph
liflerle uyarildiklarinda projeksiyon néronunda inhibisyon meydana getirirler (2).
Omurilige giriste agr1 sinyalleri neospinotalamik yol ve paleospinotalamik yol olmak
tizere iki yol ile beyine iletilirler. Neospinotalanik yol, hizli tip Ad lifleri ile baslica
mekanik ve akut termal agriy1 iletirler. Bunlar esas olarak arka boynuzda Lamina I’de
sonlanirlar ve burada neospinotalamik yolun ikinci néronlarini uyarirlar. Bu néronlar
hemen anteriyor komissiirden medulla spinalisin kars1 tarafina gecerek capraz yapan
uzun lifler verirler ve anterolateral kolonlar iginde yukarn dogru giderler.
Neospinotalamik yolun birkac lifi beyin sapinin retikiiler bolgelerinde sonlanir, ancak
cogu talamusa kadar gider. Bu yolak agrinin yer, siddet ve zaman gibi ayirt ettirici
boyutlart ile algilanmasin1 saglar. Paleospinotalamik yol ise agriy1 bilhassa periferik
yavas, kronik tip C lifleri ile iletir. Baz1 sinyaller yine de AJd lifleri ile de tasinabilir. Bu
yolda periferik liflerin hemen hemen tamami lamina II ve III’de sonlanir. Liflerin az bir
kismi1 talamusa gider, geri kalan kismi ise i) medulla, pons ve mezensefalonun retikiiler
niikleuslarinda, ii) mezensefalonun inferiyor ve superiyor kollikiillerinin derininde
bulunan tektal alanlar veya iii) periakuaduktal gri bolgede sonlanirlar (9).

Substantia jelatinosada birinci noron ucu ve ikinci nérondan baska, agn ile ilgili olan

ictinci bir yap1 olan enkefalinerjik ara noronlar vardir. S6z konusu ara ndronlar



presinaptik ucla aksoaksonik sinaps yaparlar ve saliverilen enkefalinler araciligi ile hem
presinaptik hem de postsinaptik inhibisyon yaparlar. Nosisepsiyon ile ilgili tiim bu
yolaklar Sekil 2.1.’de gosterilmistir.

Agrili durum ya da agn sendromu i) agrinin duyulmasi ve algilanmasi (agrinin duyusal
ve kognitif fonksiyonlar1) ii) agriya karsi reaksiyon (agrimin afektif komponenti)

komponentlerinden olusur (2).
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Sekil 2.1. Nosisepsiyon ve agr1 yolaklar1 (10).

2.1.2. Agrimin Siniflandirilmasi

Agrt subjektif bir duyu olarak niteligine, kaynaklandigi bolgeye, mekanizmasina,
siiresine, siddetine ve nedenine baglh olarak farkli kategorilerde siniflandirilabilir.
Niteligine gore agr1; 1-batic1 agr1 (Ad lifleri araciligr ile) 2-yanici agri (C tipi sinir lifleri)
3-sancili agn (C tipi sinir lifleri) olarak ayrilir. Kaynaklandigi bolgeye gore agn ise; 1-
somatik agr1 2-visseral agr1 3-yansiyan agr1 4-projekte agr1 5-psikojenik-fonksiyonel agri
olarak siniflandirilabilir. Somatik agr yiizeysel veya cilt agris1 ve derin agr1 olmak iizere

iki bicimde algilanir. Somatik sinirlerden kaynaklanir. Agr1 ani olarak baglar, keskindir,
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iyi lokalize edilir ve tanis1 kolaydir. Visseral agrinin kaynagi ise i¢ organlardir. Gogiis ve
karin bosluklarindan kaynaklanan biitiin gercek visseral agrilar sempatik sinirlerdeki
duyusal sinir lifleriyle iletilir. Bu lifler C tipi oldugundan yanic1 ve sanci tipindeki agriy1
iletilebilir. Yansiyan agr visseral organlardan kaynaklanarak derideki bolgelere yansima
seklinde algilanir. Algilamanin oldugu yoreler, visseral organlar inerve eden sinirlerin
ciktifi aym spinal segmentlerden cikan sinirlerle inerve edilir. Projekte agr ise bir agr
yolu icindeki liflerin direkt uyarilmasi sonucu olusur. Psikojenik agri ise ya agriy1
aciklayabilecek organik bir neden olmaksizin ortaya ¢ikan somatik sikayetler seklinde
olur ya da varolan organik lezyona gore siddet siire bakimindan orantisiz derecede
abartilmis  bir agr1  seklinde olur (2, 5). Mekanizmalarina gore agrilarn
siniflandirdigimizda; 1- nosiseptif agri; fizyopatolojik olaylarin deri, kas, bag dokusu, i¢
organlarda yaygin olarak bulunan ve nosiseptdr adi verilen 6zel agr algilayicilarim
uyarmasiyla ortaya c¢ikar. Somatik veya visseral doku hasarina baglidir. 2- noropatik agri
(norojenik agr1); somatosensoryal sistemin anormal uyarilmasina bagl olarak ortaya
cikan agnlar icin kullanilan bir terimdir. Periferik sinir travmasi ya da metabolik
hastaliklar sonucu ortaya cikar. Noropatik agriya alkolizm, kanser, bazi norolojik
hastaliklar, damar hastaliklar, sinir sikismasi, bazi enfeksiyon hastaliklar (zona gibi),
bobrek yetmezligi ve seker hastaligl gibi bir¢ok farkli durum neden olabilir. Agn esigi
diistiigii icin normalde agrisiz olan uyari agn yapabilir, bu duruma allodini denir. Uyariya
yanit hem siirekli hem de amplitiid bakimindan abartili olabilir, bu duruma da hiperaljezi
denir. 3- deafferantasyon agrisi; periferik ve santral sinir sistemi yaralanmalar
sonucunda somatosensoryal uyaranlarin iletiminin merkezi sinir sistemine akisinin
kesilmesi ile ortaya cikar. 4- reaktif agri; motor ya da sempatik afferentlerin refleks
aktivasyonu sonucu nosiseptorlerin uyarilmasina bagh olarak c¢ikar. Miyofasyal agrilar
reaktif agrilar arasinda sayilabilir (2).

Siiresine gore agr1 akut ve kronik olarak ayrilir. Akut agr1 sinirh siirede etkinlik gosteren
ve uyaranin ortadan kalmasia bagli olarak yok olan agn tipidir. Akut agr1 cogu kez
organizmaya uyarict fonksiyon olarak hizmet eder ve daima nosiseptif niteliktedir.
Kronik agri ise sabit veya aralikli tekrarlayan bir ozellik gosterir ve cogu olguda
nosiseptif niteliktedir (5).

Siddetine gore agn ise 1- ani baslayan, kivrandiracak kadar siddetli olan ve zaman zaman

azalip kaybolan kolik bicimi agrilar, 2- agr1 siddeti az olan ve ekseriya dolgunluk hissi
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veya s1z1 olarak tanimlanan kiint agrilar ve 3- kanser agrilar gibi dayanilmayacak kadar

siddetli ve siirekli olarak duyumsanan kemirici agrilar olarak tanimlanabilmektedir (2, 5).

2.1.3. Hayvanlarda Deneysel Agr1 Modelleri

Hayvanlar agriy1 sozel olarak ifade edemediklerinden verilen stimuluslara karsi olusan
motor, vejetatif veya davramigsal reaksiyonlar gozlemlenerek degerlendirilir. Bu
reaksiyonlar; sesler ¢ikarma ve motor aktivitede, spontan aktivitede (kuyruk cekme,
tirmanma), vejetatif aktivitede (tasikardi, kan basincinda yiikselme, defekasyon) ve
davraniglarda (kagma, saldirma, anormal yeme ve sosyal davramiglar) olusan
degisikliklerdir. Deney hayvanlarinda insanlarda gozlenen fizyolojik ve patolojik
tablolarin benzerlerini igeren cesitli deneysel agri modelleri tamimlanmistir ve
analjeziklerin etkilerinin degerlendirilmesinde bu modellerden faydalanilmaktadir. Tablo

2.1’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Hayvanlarda deneysel agri modelleri (1, 11).

A- Spinal Reflekslerin Ol¢iimlerine Dayanan Testler

e Kuyruk Cekme Testi (Tail Flick Test, termal)
Kuyruk Daldirma Testi (Tail Immersion Test, termal)
Pence Cekme Testi (Paw Withdrawal Test, termal)
Penceye Basing Testi (Paw Pressure Test, mekanik)
Flinch-jump Test (elektriksel)

e Tooth-Pulp Stimulation Test (elektriksel)
B- Davramssal Niteliklerin Degerlendirildigi Testler

(Supraspinal duyusal yollar)

Hot-plate Testi (termal)
Tail-Clip (=tail pinch) Testi (mekanik)
Asetik Asit Kivranma Testi (kimyasal)
e  Vokalizasyon Testi (elektriksel, mekanik)
C-Inflamatuar Agrimin Degerlendirildigi Testler
a) Lokal inflamasyon modelleri
e Formalin Testi
e Karragenin Injeksiyon Testi
e  Freund’s Adjuvan Testi
o  Urat Artrit Modeli
b) Genel inflamasyon Modeli
e  Poliartrit Modelleri

D- Visseral Agr1 Modelleri
e Kimyasal Stimuluslarla (kapsaisin, hardal yag1) Olusturulanlar

Droglarin etkilerinin degerlendirilmesinde akut ve kronik olmak iizere iki tip agr1 modeli

gelistirilmistir (1, 11). Kisa siireli uyaran kullanilarak olusturulan akut agri modelleri
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“fazik agn modelleri” olarak nitelendirilmektedir ve termal, mekanik veya eletriksel
uyan kullanilarak yapilan hot plate, tail flick, kuyrugun, pengenin veya dental pulpanin
elektrikle uyarilmasi gibi testler bu sinifa girmektedir. Diger taraftan uzun siireli uyaran
kullanilarak olusturulan kronik agri modelleri ise “tonik agr modelleri” olarak
tanimlanmakta ve formalin, hipertonik salin, EDTA, kapsaisin, asetik asit gibi
maddelerin injeksiyonu ile yapilan testler bu sinifa girmektedir (11). Fazik bir test
travmatik hasar sonrasi olusan akut agr1 i¢in uygun bir model olabilecekken, tonik test

kronik agrinin temsilcisidir (12,13).

2.1.4. Formalin Testi

Formalin % 37’lik formaldehit soliisyonudur. Deneysel agri modeli olusturmak i¢in
testlerde % 0.002-15 konsantrasyonlarda dilile formaldehit soliisyonu kullanilir. Sigan,
fare, kedi ve maymunda kullanilan bir yontemdir. Tonik agr1 olusturmak amaciyla
hayvanin pengesinin plantar kismina subkiitan (s.c.) yoldan yani intraplantar (i.pl.) olarak
injekte edilir. Baz1 ¢aligmalarda pengenin dorsal kismina da injekte edilebilmektedir.
Ayrica trigeminal bolge icin de kullanilabilir. Injeksiyondan sonra hayvanin belirli
zamanlarda pencgesini yalama ve 1sirma siiresi kaydedilerek ve sallamasi sayilarak
degerlendirilir. Ayrica skorlandirma sistemi de kullanilabilir. Skorlamada; 0. normal
durus, 1. injeksiyon yapilan pence iizerine basiyor ama rahat degil, 2. injeksiyon yapilan
penge lizerine basmiyor, 3. penceyi yaliyor ve salliyor seklinde puanlar verilerek
degerlendirme yapilabilmektedir. Olusan nosiseptif davranmiglarin siddeti uygulanan
formalin konsantrasyonuna baglidir (13). Penceye s.c. olarak formalin injeksiyonunu
takiben hayvanda pengeyi sallama, yalama, 1sirma gibi spesifik davranigsal degisiklikler
olusur ve bunlar farkl orijinli iki faz icerir (14, 15).

Hemen olusan ve kisa siiren 1. faz1 kisa siireli bir agrisiz donem izler yani Faz 1 ve 2
hayvanin nosiseptif davranis gostermedigi interfaz ile ayrilir. Interfazdan sonra daha
uzun bir faz olan 2. faza gecilir (12, 13). 1. Faz (akut faz) injeksiyondan hemen sonra
baslar, formalin injeksiyonundan sonra yaklasik 5-10 dakika siirer, fazin sonuna dogru
cevaplar azalir. Daha ¢ok nosiseptif C ve daha az oranda AJd liflerinin kimyasal olarak
uyarilmas1 sonucu olustugu bildirilmektedir. 2. Faz (tonik faz) formalin injeksiyonundan
yaklasik 10-15 dakika sonra baslar ve 1 saatte sonlanir. 1. fazda P maddesi, bradikinin ve
eksitator amino asitler (EAA) olan glutamat ve aspartat salinimi, 2. fazda ise histamin, 5-

HT, prostaglandinler, bradikinin ve EAA salinimi s6z konusudur. 2. fazda periferal ve
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inflamatuar olaylarin yer aldigi bildirilmektedir. 1. fazin periferdeki nosiseptorlerin
dogrudan stimiilasyonuna, 2. fazin ise inflamatuar olaylar ve buna bagli olarak olusan
santral sensitizasyon sonucu olustugu diistiniilmektedir (11, 14, 15). Ancak 2. fazin
santral ya da periferal orijinli oldugu tartisma konusudur, bazi arastirmacilar 2. fazin, 1.
fazdaki sinirsel uyarilar ile santral olaylarin tetiklenmesiyle ilgili oldugunu bildirirken
yapilan bazi calismalarla bunun imkansiz oldugu bildirilmektedir. Formalinin afferent
liflerde olusturdug: bifazik etki, hizli etkili maddelerle (s.c. lidokain, i.v. remifentanil) 1.
fazda bloke edilirken, 2. fazda baskilanamamaktadir. Bu arastirmacilara gore 2. faz 1. faz
sonucu olusmamakta, acik bir sekilde periferal mekanizmalardan kaynaklanmaktadir.
Opyoidler 2. fazda daha etkili olmak {izere her iki fazda da etkili antinosiseptiftirler,
indometazin gibi nonsteroidal antiinflamatuar ilaclar (NSAII) ile steroidler ise sadece 2.
faz1 etkilemektedirler (11, 14, 16-19).

Ortam sicakligi formalin testinde hem nosiseptif cevabi hem de 6dem olusumunu
etkileyebilmektedir. Formalinin injeksiyon bolgesi de formaline cevabi etkiler. Pengenin
dorsal kismina formalin injeksiyonu, plantar kisma injeksiyonla olusandan daha az
nosiseptif etki olustururken, distal plantar bolgeye injeksiyon proksimal tarafina gore
yine daha az etki olusturur. Ayrica intradermal injeksiyon s.c injeksiyona gore daha az
agrt olusturur. Agri cevabinin yasa bagli olarak da azaldig bildirilmektedir (20).
Formalin testi hot-plate ve tail-flick testleri gibi fazik agr1 modellerine gore klinik agr
modeli olarak daha cok tatmin edicidir. Bu testte en cok sican ve fare kullanilir ancak
kedi, tavsan, primatlar, kobay, kiimes hayvani ve timsah iizerinde de uygulanmstir.
Kullanilan formalin hacmi ¢alismaya gore 20-150 mikrolitre (ul) arasinda degismektedir
ve en ¢cok % 1-5 konsantrasyon aralig1 tercih edilmektedir. Trigeminal bolgedeki agriy1
degerlendirmek icin kullanilan orofasiyal formalin testinde ise iist dudaga injeksiyon
yapilarak hayvanin bu bolgeyi kasimasi i¢in harcadigi zaman degerlendirilir (12, 14, 17-
19). Bifazik cevap tiim formalin konsantrasyonlarinda gozlenir. Interfazdaki agrisiz
gecen donemin ise baslangictaki agn ile tetiklenen otoanaljezinin yansimasi oldugu
bildirilmektedir. Interfazdaki agri diizeyi formalin konsantrasyonundan bagimsizdir ve
cevrenin sicakligindan etkilenebilir. Formalin testinde agriy1 degerlendirirken tek bir
davranmistan ziyade davraniglarin kombinasyonunu alarak degerlendirme yapmak daha

dogru sonug verir (20).
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2.1.5. Glutamat Testi

Eksitator amino asitler olan glutamat ve aspartat memeli santral sinir sisteminde duyusal
norotransmitterlerdir. Yakin zamanda yapilan g¢aligmalar ekzojen olarak uygulanan
glutamatin periferal glutamat reseptorlerini uyararak primer afferent C liflerini depolarize

ettigini ve agn davranislar olusturdugunu bildirmektedir (15, 21).

Glutamatin i.pl. olarak fare arka pencesine injeksiyonu ¢abuk baslayan ve yaklasik 15
dakika kadar kisa siiren nosisepsiyon ve doza bagli olarak édem olusumu ile sonuglanir.
Bu nosiseptif cevap biiyikk oranda NMDA ve non-NMDA reseptorleri ve glisin
modiilator bolgesi ile ilgilidir (22, 23). Periferal deriye glutamat uygulanmasi izole spinal
kord-kuyruk preparatinda nosiseptif refleks aktivitesini uyarmaktadir. Bu da periferal
glutamatin primer afferent C liflerini depolarize etmesi ile uyumludur. Sigan pengesinde
tilysiiz deride miyelinsiz aksonlarda ve dorsal kok gangliyon hiicre gdvdelerinde dnemli
oranda NMDA, AMPA ve kainat reseptorleri histokimyasal boyama ile gosterilmistir.
Glutamat antagonistlerinden MK-801 ve CNQX periferal inflamasyon ile olusan
nosiseptif davranis ve hiperaljeziyi 6nlemislerdir (15, 21).

Ayrica glutamat daha diisilk konsantrasyonlar1 ile termal veya mekanik hiperaljezi
olusturmak amaciyla da penceye injekte edilerek calisilabilir (25). Farede yapilan bir
calismada i.pl. uygulanan glutamatin olusturdugu nosisepsiyonun kapsaisine duyarh lifler
ve duyusal néronlardan salinan norokininler ile NK, ve daha az oranda NK; reseptorlerin
uyarilmast aracilign ile oldugu gosterilmistir. Ayrica bradikinin B; reseptorlerinin
uyarilmast da olusan bu nosisepsiyonda etkilidirler (22). Sicanin tiiylii derisine
uygulanan glutamatin C ve AJ liflerinde olusturdugu uyarilma lokal morfin uygulanmasi
ile azaltilmis ve morfinin bu etkisi nalokson ile geri cevrilebilmistir (26). Periferal
bolgelerde glutamat C lifleri iizerindeki NMDA ve non-NMDA iyonotropik glutamat
reseptorlerini uyararak, dzellikle inflamasyon durumlarinda nosisepsiyonda fasilitasyona
yol acarken, adenozinin C lifleri iizerindeki A; reseptorleri araciligr ile nosisepsiyonu
inhibe ettigi bildirilmistir. Sican pencesine glutamat injeksiyonu ile kapsaisine duyarli
primer afferentlerden adenozin salindig1 periferal mikrodiyaliz aracilif ile gosterilmistir

(25).
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2.2. ANTIiDEPRESAN ETKiLi DROGLAR VE VENLAFAKSIN

Venlafaksin depresyon tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Giiniimiizde major depresyon
tedavisinde kullamilan ilaglar etki mekanizmalarina gore baglica iki ana gruba ayrlirlar;
I- Sinaptik araliga saliverilmis olan noradrenalin ve/veya 5-HT’ nin presinaptik uca geri
alimimi (re-uptake) inhibe edenler II- Biyojenik aminleri yikan monoamin oksidaz
(MAO) enzimini inhibe edenler.

Birinci gruptaki ilaclar etki mekanizmalar, farmakolojik etki profilleri ve kimyasal
yapilari bakimindan 1) Trisiklik antidepresanlar (TCA) 2) Secici 5-HT Geri Alim
Inhibitorleri (SSRI) 3) Secici 5-HT/Noradrenalin Geri Alim Inhibitorleri (SSNI) gibi

siniflara ayrilmiglardir (27). Bu siniflandirma Tablo 2.2.’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. Antidepresanlarin siniflandiriimasi (27).

1- Trisiklik Antidepresanlar (TCA): Amitriptilin, imipramin, desipramin, doksepin, nortriptilin

2- Secici 5-HT Geri Alim inhibitorleri (SSRi): Fluoksetin, paroksetin, sertralin, sitalopram,
fluvoksamin

3- Secici 5-HT/Noradrenalin Geri Alim inhibitorleri (SSNIi): Venlafaksin, milnasipran,
duloksetin

4- MAQO inhibitorleri: Moklobemid, tranilsipromin

Trisiklik antidepresanlar sinaptik araliktan 5-HT ve noradrenalinin geri alimini
baskilayici etkilerinin yami sira, muskarinik, a-adrenerjik, histaminerjik (H; ve H,)
reseptorleri de antagonize ederler. 1950’lerden beri kullanilan TCA’lara depresif
hastalarin ancak yaklasik % 60-65 nin yanit vermesi, klinik etkinligin 2-3 haftadan 6nce
belirginlesmemesi, tedavi indekslerinin dar olmasi ve antikolinerjik, adrenolitik ve
antihistaminik etkilerine bagli olarak olusan ciddi yan etkileri 80’li yillarda yeni
antidepresan ilaclarin gelistirilmesine yol a¢cmistir. Ancak kimyasal yapilan farkli,
istenmeyen etki cesidinin daha azaldigi ama klinik yanitin ¢ikis siiresinin degismedigi
one siiriilen bu yeni ilag grubu TCA’lara gore antidepresan tedaviye cok onemli katkilar
getirememistir. Bunlar 5-HT geri alimim secici olarak baskiladiklari icin “secici 5-HT
geri alim inhibitorleri” ve kisaca SSRI basligi altinda yeni bir kusak olusturmuslardir.
Son kusak olarak da TCA’lar gibi hem 5-HT hem de noradrenalin geri alimim inhibe
eden ama onlar gibi diger sistem ve reseptorleri etkilemedikleri 6ne siiriilen “segici 5-HT/

Noradrenalin geri alim inhibitorleri” (SSNI) sentezlenmistir (27, 28).



12

2.2.1. Venlafaksinin Kimyasal Yapisi

Feniletilamin yapisinda, tersiyer, bisiklik bir bilesik olan olan venlafaksin kimyasal yap1
olarak diger antidepresanlardan farklidir. Kimyasal formiilti; 1-[2-(dimetilamino)-1-(4-
metoksifenil)-etil |siklohekzanol’diir (29-31). C;7H2,NO,. HCI tuzunun molekiil agirlig
313.87, sudaki ¢oziniirliigii 572 mg/ml, partisyon katsayisi (oktanol/su): 0.43, erime
noktasi ise 215-217 °C’dir (29). Venlafaksin, R-(-) ve S-(+) enantiyomerlerinin esit
miktarlarda bir araya gelmesinden olusan rasemik bilesiktir (32). Aym1 grupta bulunan

venlafaksin ve milnasipran tersiyer, duloksetin ise sekonder amin yapisindadir (27, 28).

MeO HO

Me. OH MEMN OH

N
Me Me

Sekil 2.2.. Venlafaksin ve metaboliti olan O-desmetilvenlafaksinin (ODV) kimyasal yapis1 (33)

2.2.2. Venlafaksinin Farmakokinetik Ozellikleri

Venlafaksin oral yoldan uygulandiginda tiim tiirlerde gastrointestinal kanaldan iyi bir
sekilde absorbe olur. Bununla birlikte insandaki biyoyararlammminin % 10-45,
sicandakinin % 12.6, maymundakinin % 6.5 olmast biiyiikk oOlciide ilk geciste
eliminasyona ugradigim gosterir. Kopekteki biyoyararlanimi ¢ok daha yiiksektir (% 59.8)
(34-36). Venlafaksin viicutta yiiksek oranda dagilma kapasitesine sahiptir ve diisiik
oranda proteine baglanir. insanda plazma proteinlerine venlafaksin % 2742 oraminda ve
metaboliti olan ODV ise % 30+12 oraninda baglanir. Saglikli bir erigkinde dagilimin
kararli durum hacmi ise yaklasik 6-7 1/kg’dir. Pik zaman1 venlafaksin i¢in 2+0.4 saat,
ODV icin 2.8+0.8 saattir (34, 37). Venlafaksin tiim tiirlerde karacigerde biiyiik ol¢iide
biyotransformasyona ugrar. Demetilasyon ve konjugasyon ortak metabolik yolak
olmakla birlikte idrardaki metabolitler tiirler arasinda farklilik gostermektedir (35).
Venlafaksinin insandaki major metaboliti olan ODV’ye biyotransformasyonu % 89
CYP2D6, % 10 CYP2C19 ve % 1 CYP2C9 sitokrom enzimleri araciligt ile olur (32).
Venlafaksinin sigcandaki yarilanma 6mrii 1 saat, insandaki 5 saattir ve ODV’nin insandaki
yarilanma Omrii ise 11 saattir. Venlafaksinin bundan baska 2 majér metaboliti N-

desmetilvenlafaksin (NDV) ve N,O-didesmetilvenlafaksindir (33). NDV olusumu ise
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CYP3A4, CYP2C19 ve CYP2C9 enzimleri ile olur (32). Venlafaksinin uygulanan
dozunun maymunda % 0.3, farede % 13.8, kopekte % 8, sicanda % 2 ve insanda % 5
oraninda idrarla metabolize olmadan atildigi bildirilmektedir. Idrarda gozlenen esas
metabolitler; farede % 14.5 oraninda N,O didesmetil venlafaksin, sicanda % 14.9
oraninda sis-1,4-dihidroksisiklohegzil-venlafaksin, kopekte % 19.7 oraminda ODV
glukuronat, maymunda % 13.1 oraninda N,N,O-tridesmetil-venlafaksin ve insanda %
29.4 oraninda ODV’dir (35, 36). Sicanlara 2 hafta boyunca venlafaksin uygulandiktan
sonra serumda, beyin parenkimasinda ve ayrica beyinden toplanan diyalizatlarda
venlafaksinin oldukca degisik miktarlarda bulundugu tespit edilmistir. Bunda lipid
¢Oziiniirliigli, proteine baglanma orant ve molekiil agirhig gibi faktorler rol oynar.
Serumdaki venlafaksin diizeyinin beyin parenkimasindakinden 3 kat daha diisiik oldugu
bulunmustur. Kan ve beyin arasinda yakin farmakokinetik korelasyon oldugu
bildirilmektedir (37). Ekskresyon biiyiik oranda bobrekler yolu ile olur. Intragastrik
yoldan sican ve fareye uygulanan radyoaktif venlafaksin tiirevinin biiyiik kism1 24 saat
icerisinde, kopek, maymun ve insanda (oral yoldan) ise 48 saat icerisinde idrarda

gozlenmistir (35).

2.2.3 Venlafaksinin Farmakodinamik Ozellikleri

Venlafaksinin antidepresan etkisini beyinde sinir ucundan 5-HT ve noradrenalinin
noronal geri alimini inhibe etmek suretiyle gosterdigi bildirilmektedir. Az oranda da
dopaminin ndronal geri alimmi bloke eder. Ancak bu etkisinin antidepresan etkisine
katkis1 olup olmadigi tam olarak bilinmemektedir. 5-HT geri alimim noradrenalin geri
alimina gore 3 kat, dopamin geri alimina gore ise ¢ok daha fazla oranda inhibe eder. Bazi
kaynaklarda TCA’lardan farkli olarak kalp hiicrelerinde hizli sodyum (Na*) kanallari
tizerine etkisi olmadigr bildirilmektedir (30). Ancak izole kobay ventrikiiler
miyositlerinde yapilan calismada konsantrasyona bagli olarak ve sinif I antiaritmiklerden
ve TCA’lardan farkli bir sekilde istirahat durumundaki Na® kanallarim bloke ettigi
gosterilmistir (38). Ayrica TCA’lar gibi a-adrenerjik, muskarinik, histaminerjik ve
serotonerjik reseptorlerle etkilesmedigi bildirilmekle birlikte bazi kaynaklara gore az da
olsa antikolinerjik etkiye sahiptir (30, 39, 40). Venlafaksin ve duloksetinin asagidaki
reseptorler i¢in medyan inhibitor konsantrasyon (ICsp) degerinin 1 mikromalordan (uM)
biiylik oldugu bildirilmistir. Parantez i¢lerindeki harfler reseptoriin ait oldugu canliy1

tanimlamaktadir; sican R, sigir S, fare F, insan I, kobay K harfleri ile belirtilmistir;
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adenozin A; (R), -A; (S), adrenerjik -a;4 (R), -a15 (R), -024 (D), -5 (F), -B1 (R), -B2 (R),
dopamin D; (R), GABA, (S), glutamat AMPA, kainat, NMDA, MK-801 baglanma yeri
(R), norokinin-NK; (R), -NK, (I), -NKj3 (R), histamin -H, (K), opyoid — (R), -6 (R), -«
(K), somatostatin (R), norotensin (R), noropeptid Y (1) (41).

Tablo 2.3. Duloksetin ve venlafaksinin cesitli reseptérler ve monoamin oksidaz (MAO)

enzimi i¢in ICsy degerleri tabloda verilmistir. 5-HT, reseptor alttipi kobay striatumuna,
digerleri ise insana aittir (41).

IG5y (nM)

Reseptor Alt-tipi Duloksetin Venlafaksin
5-HT4 >5000 >1000
5-HTip 3959 + 810 >1000
5-HT)p >3000 >1000
5-HTg 3733 £618 >1000
5-HT¢ 4447 + 30 >1000
5-HT,4 504 + 87 2230+ 723
5-HTyp 2100 £ 206 >10000
5-HT,c 916 + 190 2004 + 808
5-HT, >1000 >10000
5-HT, 419 £ 89 2792 +£431
5-HT, 2261 £+ 206 >10000

Muskarinik 3000 >10000
Dopamin D, 14000 >10000
a; adrenerjik 8300 >10000
a, adrenerjik 8600 >10000
Histamin H, 2300 >10000

MAO A 87000 >100000

MAO B 18000 >100000

Biitiin bunlar TCA’larla kiyaslandiginda venlafaksinin genis tedavi indeksine sahip

olmasi1 ve daha az yan etkiyle iyi bir antidepresan etkinlige sahip olmas1 gerektigini 6ne
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siirer. Antidepresan olarak kullanildiginda diger antidepresanlarin etkisi 3-4 haftada
baslarken venlafaksinin etkisi 2 hafta gibi daha kisa zamanda baglar (30).
Antidepresanlarin ¢ogunun kronik uygulama sonrasit B-adrenerjik reseptorleri down-
regiile ettikleri gosterilmistir ve bu etki antidepresanlarin klinik etkinliklerinin baslamasi
ile iliskilendirilmistir (30, 33). Venlafaksin antidepresanlar arasinda tek doz uygulama
sonrasi B-adrenerjik reseptorleri down-regiile etmesi bakimindan tektir. Antidepresan
etkisinin diger ilaclara gore cabuk baslamasinda bu o6zelliginin katkis1 olabilecegi
konusunda fikirler 6ne siiriilmiistiir (30). Venlafaksinin enantiyomerleri arasinda in vitro
stereoselektiflik gézlenmistir. (S) izomer primer olarak 5-HT geri alimini inhibe ederken,
(R) izomer hem noradrenalin hem de 5-HT geri alimini inhibe etmektedir (32). Bircok
antidepresan gibi venlafaksin de farmakolojik olarak aktif bir metabolite sahiptir.
Metaboliti olan ODV venlafaksinden daha uzun yarllanma Omriine sahiptir ve
venlafaksinin terapotik etkisinde katkist1 vardir (28, 33). Venlafaksinin minor
metabolitleri olan NDV ve N,O-didesmetilvenlafaksin zayif noradrenalin ve 5-HT geri
alim inhibitorleridir ve terapotik etkileri onemsizdir (33). Venlafaksin 75-225 mg/giin
dozlarinda uygulandiginda imipramin, klomipramin, trazodon ve fluoksetin kadar etkili
bir antidepresandir. Yiiksek dozlarda etkideki artis bu dozlarda ortaya ¢ikan ikinci bir
etki mekanizmasi varligi ile uyumludur. Preklinik ¢aligmalar 150 mg/giin ve daha yiiksek
dozlarda noradrenalin geri alim inhibisyonunun klinige yansidigimi bildirmektedir. 225
mg/giin dozunda uygulandiginda antidepresan etkisi SSRI’larla gozlenenden % 50 daha
fazladir. Diisiik dozlarda venlafaksinin antidepresan etki profili SSRi’lar gibidir. Eger
hasta cevap vermiyorsa ikinci mekanizma yani noradrenalin geri aliminin inhibisyonu
mekanizmasi aktif olana kadar doz artirilarak yanit alinabilir (30). Venlafaksin ¢ogu
hasta tarafindan TCA’lara gore daha iyi tolere edilir. Yiiksek doz siklikla bulanti ve
kusma olusturdugundan zehirlenmeyi de Onleyebilir. Venlafaksin ile en sik karsilagilan
yan etkiler bulant1 (% 18.5), bas donmesi (% 14.8) ve uyku halidir (% 12.6). Birkag hafta
kullanildiktan sonra SSRi’lar gibi ejakiilasyon bozuklugu ve impotens gibi seksiiel
disfonksiyonlara neden olabilir. 225 mg/giin gibi daha yiiksek dozlarda hipertansiyon,
terleme ve tremor gibi SSRI’lardan farkl: etkiler olusturabilir. Hipertansiyon muhtemelen
noradrenalin geri alimin inhibisyonu sureti ile olabilir. Klinik denemelerde hastalarin %
3’tinde gelisen hipertansiyon % 1’inden daha azinin ilaci birakmasin1 gerektirmistir. 225
mg/giin dozda 2 mmHg, 375 mg/giin dozda uygulandiginda ise 7.5 mmHg kan basinc1

artis1 gozlenmistir. Bu nedenle 225 mg/giin veya daha fazla doza devam eden hastalarin
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tedavinin ilk iki ay1 boyunca tansiyonlarimi kontrol ettirmeleri gerekir. Dik doz cevap
egrisine sahip olmasi, antidepresan etkinin hizli bir sekilde ortaya cikmasi, genis
terapotik indekse sahip olmasi ve hospitalize major depresyonlu hastalarda plasebo ve
fluoksetine kiyasla cok daha fazla etkili olmasi1 venlafaksinin avantajlaridir.
Dezavantajlar1 ise kan basmcini yiikseltme potansiyeli ve giinde 2 kez kullanilmasi
gerektigidir (28, 30, 42). In vitro ve klinik caligmalar goéz Oniine alindiginda
venlafaksinin plazma proteinlerine diisilk oranda baglanmasi ve in vitro olarak zayif
sitokrom P450 (CYP) izoenzim inhibitorii olmasi nedeniyle potansiyel drog etklesim
olasilig1 ¢cok azdir. Venlafaksin in vitro olarak CYP2D6 enzimini ¢ok zayif sekilde inhibe
eder. Ancak kinidin ve baz1 antipsikotikler gibi CYP2D6 enzim inhibitorleri ile
venlafaksinin ODV’ye doniisiimii azalabilir fakat bu antidepresan etkiyi pek degistirmez
(43). Yiiksek dozlarda gozlenen QRS uzamasi ve proaritmik etkisinin kaplteki hizli Na*
kanallarim1 blokasyonundan kaynaklanabilecegi one siiriilmiistiir. Bu nedenle CYP2D6
enzim inhibitorleri ile kombine uygulandiginda venlafaksinin yikilimi1 azalarak kalpteki

istenmeyen etkileri ortaya cikabilir (38).

2.2.4. Venlafaksinin Analjezik/Antinosiseptif EtKisi

Antineoplastik ilag olan vinkristin ile siganlarda olusturulan noropatik agrida
venlafaksinin doza bagli olarak hiperaljeziyi inhibe ettigi gosterilmistir. Bu etkisinde
spinal ve supraspinal mekanizmalarin aracilik edebilecegi 6ne siiriilmiistiir (44).

Sican kronik konstriiktif hasar (KKH) modelinde ise venlafaksin 22 mg/kg p.o. yoldan
tekrarli uygulama ile sedasyon olusturmaksizin kronik agri olusumunu engellemis,
gelisen noropatik agri sonrasinda uygulandiginda ise antinosiseptif etki gOstermistir.
Amitriptilin ise bu modelde 10 ve 30 mg/kg per oral (p.o.) uygulama ile sedatif etki de
gostererek agr1 olusumunu engellemistir (45). Bir akut termal nosisepsiyon modeli olan
hot-plate testinde fareye 30 mg/kg dozunda i.p. venlafaksin uygulandiginda olusan
antinosiseptif etki nalokson (non selektif opyoid reseptor antagonisti), nor-BNI (selektif
K; reseptor antagonisti) ve naltrindol (8 reseptor antagonisti) ile inhibe edilirken B-FNA
(selektif p; ve 1, antagonisti) ve naloksonazin (selektif p; antagonisti) ile degismemistir.
Ayt calismada antinosiseptif etki yohimbin (selektif op-adrenerjik antagonisti) ile
azalirken, fentolamin (0l;-0, adrenerjik antagonisti) ya da metergolin (non selektif
serotonin reseptor antagonisti) ile degismemistir. o, agonist olan klonidin ve ¥, K3, 0-

opyoid reseptor agonistleri ile kombine uygulandiginda venlafaksinin etkisi potansiyalize
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olmustur. Bu sonuglara dayanarak venlafaksinin farede hot-plate testinde olusturdugu
antinosiseptif etkide o, ¥j, k3, O reseptorlerinin rol aldigi bildirilmistir (46).
Mononoéropatik sicanlara 1 saat ara ile 5 kez 10 mg/kg s.c. olarak uygulanan venlafaksin
5. uygulamadan sonra oOzellikle 10 mg/kg dozunda belirgin antihiperaljezik etki
olusturmustur. P-klorofenilalanin (pCPA; 5-HT sentez inhibit6rii) ve o-metil-p-tirozin
(AMPT; noradrenalin sentez inhibitorii) venlafaksinin antihiperaljezik etkisini belirgin
Olctide inhibe etmislerdir. 1 mg/kg nalokson ile etki degismemistir. Bu veriler
venlafaksinin etkili olmak i¢in noradrenerjik ve serotonerjik sistemlere ihtiyag
duydugunu ancak TCA’larin aksine endojen opyoid sistemlerle etkilesmedigini
gostermistir (47). Venlafaksinin faredeki antidepresan etkisinin ise non-selektif opyoid
reseptor antagonisti olan naloksonun yiiksek dozu (2 mg/kg s.c.) ile inhibe edildigi
bildirilmistir (48). Fareye venlafaksin ile birlikte uygulanan kafeinin hot-plate testinde
antinosiseptif etkiyi azaltmasi, venlafaksinin antinosiseptif etkisinde adenozinerjik
sistemin roliiniin olabilecegini diisiindiirmektedir (49).

Venlafaksinin insanda analjezik etkisine iliskin ilk veri olarak sertralin ile fayda
gorememis noropatik agrili hastaya venlafaksin uygulanmasi ile agrinin dinmesinden
bahsedilmistir (40). Baska bir gozlemde amitriptilinin diyabetik noropatik agrili
hastalarda oldukga etkili oldugu ancak bazi hastalarda neden oldugu sedasyon ve postural
hipotansiyon gibi yan etkilerinin tolere edilemedigi bildirilmektedir. Bu hastalara giinde
2 kez olmak iizere 37.5 mg venlafaksin uygulanmasi 2-8 giinde oldukga etkili olmustur.
Baz1 hastalarda neden oldugu bulanti tedaviyi birakmaya neden olmamistir (50). Bir
baska gozlemde ise bir cok analjezik uygulanmis ancak fayda gormemis periferal
diyabetik noropatili bir hastaya venlafaksinin gabapentin ile kombine uygulanmasinin
oldukga faydali oldugu bildirilmistir (51).

Randomize, cift kor olarak migrenlilerde yapilan ¢alismada venlafaksin de amitriptilin
kadar etkili bulunmustur. Amitriptilinin neden oldugu agiz kurulugu, uyku hali,
sedasyon, konsantrasyon giicliigii gibi yan etkiler bazi hastalarca ¢alismay1 birakmalarina
neden olurken, venlafaksin ile sikca gozlenen bulanti ve kusma ancak ilk ii¢ giin
antiemetik metoklopiramid kullanilarak hastalarin  venlafaksinden faydalanmalari

saglanabilmistir (52).
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2.3. ANTIDEPRESANLARIN ANTINOSISEPTiF/ANALJEZIiK ETKIiLERi

Antidepresanlarin analjezik etki gosterdikleri uzun zamandir bilinmektedir. Son
donemlerdeki klinik caligmalarla; norojenik agr1 sendromlarinda (agrili diyabetik
noropati, postherpetik nevralji, basagrilari, fasiyal agri), romatolojik hastaliklarda
(romatoid artrit) ve kanser agrisinda etkili olduklar1 gosterilmistir. Analjezik etkileri
antidepresan etkilerinden bagimsizdir. Depresif olmayan goniillillerde de analjezik etki
gostermelerine, analjezik etkilerinin antidepresan etkilerinden c¢ok daha kisa siirede
baslamasina ve analjezik etki olusturduklart dozlarinin antidepresan dozlarindan ¢ok
daha kiiciik olmasina baglanmaktadir (53).

Sistemik olarak uygulanan antidepresanlar klinikte cesitli kronik ve noropatik agr
durumlarinda kullanilmaktadir. Nosiseptif, inflamatuar ve noropatik agr ile ilgili hayvan
calismalarinda, antidepresana, kullanilan teste, uygulama yoluna ve uygulama siiresine
baglh olarak antinosiseptif etki gostermislerdir. Antidepresanlar analjezik olarak
kullanilmalarina ragmen etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir. Analjezik etki
mekanizmalarina yonelik yapilan calismalar spinal ve supraspinal mekanizmalara
odaklanmasina ragmen son zamanlarda antidepresanlarin periferal analjezik etkilerinin
de olabilecegi one siirmiistiir. Bu etkileri antidepresanlarin topikal formiilasyonlarinin
analjezik olarak kullanilma olasiligin1 ortaya koymustur (54). Antidepresanlarin
analjezik/antinosiseptif etkilerine aracilik edebilecek cesitli santral mekanizmalar
(norotransmitterler, reseptorler ve iyon kanallar1) asagida 6zetlenmistir;

e 5-HT ve Noradrenalin: Serotonerjik ve a-adrenerjik reseptor antagonistleri gesitli
testlerde antidepresanlarla olusan antinosisepsiyonu inhibe etmislerdir. Benzer sekilde
santral noradrenalinin o-metil-p-tirozin ve 5-HT’nin p-klorofenilalanin ile deplesyonu
antidepresanlarim antinosiseptif etkisini inhibe etmistir (54, 55). Imipramin ve desipramin
gibi TCA grubu antidepresanlarla yapilan caligmalarda antinosiseptif etkilerinde santral
o ve 5-HT, reseptorlerinin rolii oldugu gosterilmistir (55, 56). Diger taraftan
amitriptilin, sibutramin, paroksetin ile yapilan ¢alismalarda antinosiseptif etkide o
adrenerjik reseptorlerinin 6nemli roli oldugu bildirilmektedir (57). o, adrenerjik
reseptorii  silinmis farede amitriptilinin antinosiseptif etkisinin ortadan kalktigi
bildirilmistir (58). Ayrica ozellikle TCA antidepresanlar bazi a-adrenerjik,
histaminerjik, serotonerjik, muskarinik ve nikotinik reseptorleri inhibe ederler ve bir

¢cok yan etkilerinin olusmasinda bu inhibisyon rol oynar. Bu mekanizmalarin santral
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yolla agriy1 da etkileyebilecegi diisiiniilmekle birlikte yapilan ¢alismalar muskarinik ve
nikotinik reseptorler icin agonistik etkili maddelerin analjezik etkili olduklarim
gostermistir (3).

e Opyoidler: TCA ve diger bazi antidepresanlarin analjezik etkileri opyoid reseptor
antagonisti nalokson ile inhibe edilirken, enkefalinaz inhibitérleri ile artirilmistir (46, 59,
60). Akut radyoligand baglanma caligmalarinda antidepresanlar opyoidleri baglandiklar
yerden uzaklastirirken, kronik antidepresan uygulamasi ile opyoid reseptdr dansitesinin
degistigi ve beynin bazi bolgelerinde endojen opyoid diizeyinin arttig1 bildirilmistir. Yani
antidepresanlar hem dogrudan hem de dolayli yollarla opyoid reseptorlerini
etkileyebilmektedirler (54). Ancak antidepresanlarin antinosiseptif etkileri ve bu etkide
rol alan mekanizmalarin uygulanan maddeye ve teste baglh olarak degisebildigi
bildirilmistir (60). Ornegin imipraminin farede olusturdugu antinosiseptif etkide GABAg
reseptorlerinin rolii oldugu antagonist uygulanarak gosterilirken (61), fluoksetinin
diyabetik noropatili farede olusturdugu antinosiseptif etkisi nalokson ve atropin ile
antagonize edilebilmistir (62).

e Eksitator Amino Asit (EAA) Reseptorleri: Kronik agrida santral sensistizasyon yer
alir ve EAA reseptorlerinin rolii vardir. Antidepresanlar NMDA reseptorlerine
baglanarak NMDA’min olusturdugu Ca** akiimiilasyonunu azaltirlar. Bununla birlikte
antidepresanlara kronik maruziyet NMDA reseptoriine baglanmay1 degistirir. Spinal
NMDA ile olusan hiperaljezi spinal uygulanan antidepresanlarla inhibe edilebildiginden
spinal analjezide 6nemli bir mekanizma olabilecekleri one siiriilmektedir (54).

e Adenozinerjik Sistem: Adenozin spinal ve supraspinal analjezik etki gosteren bir
maddedir. Yapilan c¢alismalar adenozinin sistemik antinosiseptif etkisinin dorsal
boynuzda pre- ve postsinaptik inhibitor etkiler gosteren A; reseptor aktivasyonu aracilig
ile oldugunu 6ne siirmektedir. Opyoidlerin etkilerinde bile adenozinin rolii olduguna dair
deliller vardir. Morfinin sinirlerden adenozin saldigi ve adenozin reseptor
antagonistlerince morfinin analjezik etkisinin antagonize edilebildigi bildirilmektedir (54,
63, 64). TCA grubu antidepresanlar da beyin sinaptozomal preparatlarinda adenozin geri
alimini inhibe ederler (65). Metilksantinlerin nosiseptif ve noropatik agri modellerinde
antidepresanlarin etkilerini azalttiklar1 gosterilmistir (54, 66).

e iyon Kanallar: Antidepresanlarin uM konsantrasyonlarda sinir preparatlarinda Na®,
Ca™ ve K* kanal aktivitelerini degistirdikleri bilinmektedir (54). TCA’larin Na* kanal

blokor aktivitelerinin oldugu ve amitriptilinin intratekal (i.t.) uygulama sonrasi
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bupivakainden daha uzun siireli ve daha potent spinal anestezik etki gosterdigi
bildirilmistir (67). Na" kanal blokérleri olan antikonviilsan ilaglar, lokal anestezikler ve
Ca™ kanal blokorleri grubu ilaglar kronik agri modellerinde analjezik etki
gostermislerdir. Ancak antidepresanlar Ca®* kanallarindan L-tipini bloke ederken,
analjezik etki N-tipi Ca®* kanal blokérlerinde gozlenmistir. K* kanallar1 igin antikor
oligoniikleotidlerin santral olarak uygulanmasi suretiyle K* kanallar1 sentezinden
sorumlu genin inhibisyonu ile amitriptilin ve desipraminin analjezik etkileri inhibe
edilmistir (54). Amitriptilin ve desipraminin santral analjezik etkisinde c¢esitli tiplerdeki
K" (voltaja bagimli, Karp ve Ca’a bagimli) kanallarinin ac¢ilmasimin rolii oldugu
bildirilmektedir (68). Venlafaksinin kanal blokor aktivitesi olmadigi bildirilmesine
ragmen (30), izole kobay ventrikiiler miyositlerindeki Na* kanallarim konsantrasyona

bagl olarak inhibe ettigi gosterilmistir (38).

2.4. TOPIKAL VE PERIFERAL ANALJEZIiKLER

Akut nosiseptif, inflamatuar ve noropatik agri bir dereceye kadar primer afferent
noronlarin periferal uyarilmasina dayanmaktadir. Bazi droglarin topikal uygulama gibi
lokal uygulanmalart agrinin  oldugu bolgede drogun yiiksek konsantrasyonda
bulunmasina olanak saglarken, sistemik istenmeyen etkilere ve drog etkilesimlerine daha
az neden olmaktadir. Ayrica sistemik uygulamada oldugu gibi terapotik aralikta doz
titrasyonuna gerek kalmamaktadir. Duyusal noronlarin aktivasyonu c¢ok sayida
mediyatorleri icerdiginden oOzellikle degisik mekanizmalar iizerinden etkili ajanlar
kombine etmek daha kullanish olabilir. Topikal analjezikler gelecekteki drog
gelistirmelerinin timit verici alam olarak goriilmektedir (8). Topikal analjezik olarak
kullanilmakta olan ve kullanilabilecekleri one siiriilen baz1 droglar sunlardir;

I- NSAII; insanlarda NSAII’lar topikal olarak uygulandiklarinda kiitanz ve cizgili kas
agr1 modellerinde analjezi olusturmuslardir. Iskelet-kas ve yumusak doku hasarlarinda ve
romatizmal durumlarda yapilan ¢alismalarda jel, sprey gibi farmasétik sekillerde topikal
olarak uygulanmalarn oldukga etkili olmustur (8, 69, 70).

II- Opyoidler; Morfinle periferal analjezi dis cerrahilerinde, intraartikiiler uygulama ile
diz ameliyatlarinda ve artrit durumlarinda gosterilmistir. Sinoviyal 16kosit miktarini
azaltigindan olasi antiinflamatuar etkisinin agriyr dindirmede katkisi olabilecegi One

siriilmustiir. Bu sekilde uygulama ile hicbir yan etki bildirilmeginden ve ayrica
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opyoidlerin neden oldugu santral istenmeyen etkiler gozlenmediginden kronik artrit
durumlarinda opyoidler iimit verici yeni intraartikiiler ajanlar olarak goriilebilirler.
Somatik bolgelere yanik nedeniyle olusan agrili iilserlerde ve deri lezyonlarinda topikal
uygulandiginda da pek az yan etki ile fayda saglanmistir (8, 71, 72).

III- Kapsaisin; Kapsaisin kii¢iik capli duyusal afferent lifleri selektif olarak uyarir,
desensitize eder ya da bu liflerde norotoksik etki gosterir. Insanlara akut intradermal
kapsaisin uygulamas1 ise yanma hissi ve kabariklik olusmus ve bu alanda mekanik ve
termal uyartya karsi hiperaljezi gelismistir. Normal deriye tekrarl kapsaisin uygulanmasi
ile bu etkilere kars1 dezensitizasyon gelismesi topikal kapsaisinin insanda terapotik
amagla kullanilmasina temel teskil eder. Piyasalarda % 0.025 ve 0.075’lik topikal
preparatlart mevcuttur ancak Tiirkiye’de heniiz preparati yoktur (8, 73). Topikal
kapsaisin postherpetik nevralji, diyabetik noropati ve osteoartrit gibi durumlarda tek
basina tedavi olmaktan ¢ok diger yaklasimlara adjuvan olarak goriilmektedir (73, 74).
IV- Lokal anestezikler; Sinir hasarin1 ya da kronik inflamasyonu takiben voltaj bagimli
Na"* kanallariin ekpresyonunda, dagiliminda ve fonksiyonunda degisiklikler oldugu ve
bunun da primer afferent noronlarin asirn derecede ateslenmesine ve agri olusumuna
neden oldugu bildirilmektedir. Lokal anestezikler sistemik uygulandiklarinda da agr
durumlarinda etkilidirler ancak yan etkileri bu sekilde kullamimlarim kisitlamaktadir.
Lokal anesteziklerin topikal formiilasyonlar topikal anestezik olarak akut minor cerrahi
girisimler i¢in yaygin sekilde kullanilmaktadirlar ve postherpetik nevralji gibi kronik agr
durumlarinda etkili olduklarina dair raporlar vardir. Lidokainin % 5’lik jel seklindeki
topikal preparatinin postherpetik nevraljide sistemik yan etki gostermeksizin etkili
oldugu bildirilmektedir (8, 75)

V- Antidepresanlar; Antidepresanlarin lokal periferal analjezik etkilerine yonelik
bilgiler olduk¢a yeni oldugu i¢in mekanizmalarina yonelik ¢calismalar da oldukc¢a azdir ve
heniiz sadece birkac grup antidepresan ilacin lokal periferal analjezik etkinligi
calistlmistir (8, 54). Son zamanlarda tonik agri modeli olan formalin testinde ve kronik
konstriiktif hasar ile olusturulan néropatik agri modelinde lokal olarak perifere uygulanan
amitriptilin ve desipramin gibi bazi antidepresanlar antinosiseptif etkili bulunmuslardir
(76-79). TCA grubu bir antidepresan olan ve ekzema tedavisinde krem seklinde
kullanilan doksepinin krem formiilasyonunun kronik ndropatik agrili hastalarda lokal
olarak uygulanmasi ile analjezik etki gosterdigi bildirilmistir (80). Ayrica oral mukozal

agrist olan kanser hastalarinda yapilan caligmada doksepin gargara seklinde
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uygulandiginda analjezik etki olusturmustur (81). Amitriptilin-ketamin igeren kremin
topikal olarak uygulanmasi ile periferal noropatide etkili oldugu bildirilmistir (82).
Antidepresanlarin periferal antinosiseptif/analjezik etkilerine aracilik edebilecek olasi
mekanizmalar (norotransmitterler, reseptorler, iyon kanallari) sunlardir;

e 5-HT ve Noradrenalin: Periferal duyusal sinir terminallerinde aminler mevcuttur ve
burada bulunan o, 0, ve 5-HT) 2, 3, 4 reseptorleri araciligr ile agriy: fasilite edici etkiye
sahip olduklar1 bildirilmektedir (54). 5-HT nin primer afferent néronlar iizerinde direkt
etkisi ile olusturdugu hiperaljeziye 5-HT) A reseptorlerinin aracilik ettigi bildirilmektedir.
Intradermal olarak penceye injekte edilen 5-HT ve 5-HT;, agonisti sicanda mekanik
uyarl ile olugan penge ¢cekme testinde hiperaljezi olusturmuslardir ve 5-HT nin bu etkisi
5-HTa reseptor antagonisti ile azalmistir. Primer afferent noronlarda 5-HT;4 ve 5-HT3
reseptorlerinin varligi da gosterilmistir. 5-HT3 reseptor aktivasyonunun agridan, 5-HT
reseptoriiniin ise hiperaljeziden sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (83). Formalin
testinde fentolamin (o ve o, blokorii), propronalol (5-HT,; antagonisti), ketanserin (5-
HT, antagonisti), trosetron (5-HT; antagonisti) ve GR 113808 A (5-HT, antagonisti)
amitriptilinden daha az olmak {izere nosiseptif davraniglari inhibe etmislerdir.
Antidepresanlarin  periferal antinosiseptif —etki ~mekanizmalarim1 tam olarak
aydinlatabilmek i¢in ilgili reseptorii c¢ikarilmis yani knock out hayvanlarla ya da
belirtilen reseptore spesifik oligoniikleotid antiserumlarla calismak gerekir (54).

e Opyoidler: Periferdeki opyoid reseptorleri ve onlarin agriyr baskilayici etkileri
ozellikle inflamasyon durumunda Onemlidir. Visseral afferentlerde yapilan
elektrofizyolojik caligmalarla TCA grubu antidepresanlarin periferal etkilerinin oldugu
ve bu etkilerinin nalokson ile bloke edilebildigi gosterilmistir (84). Ancak sican formalin
testinde amitriptilinin lokal olarak penceye injeksiyonu ile olusan periferal antinosiseptif
etki nalokson ile degismemistir (54, 76).

o Eksitator Amino Asit (EAA) Reseptor Antagonizmasi: Son zamanlarda EAA
reseptor antagonistlerinin  periferal olarak uygulandiklarinda formalin testinde
antinosiseptif  etki olusturduklar1  bildirilmistir  (85). Ancak antidepresanlarin
antinosiseptif etkilerinde tek mekanizma olarak goriilmemelerinin nedeni; formalin
testinde lokal periferal olarak uygulanan EAA reseptor antagonistlerinin pengeyi yalama
ve 1sirma davranigint azaltirken pengeyi sallama davranigi iizerine etkisiz kalmalaridir.

Oysaki antidepresanlar her iki davranisi da inhibe etmektedirler (54, 77, 79, 85).
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e Adenozin: Sistemik olarak uygulanan antidepresanlarin antinosiseptif etkilerinin
metilksantinler ile azaltilmasi periferal etkilerinin de kafein ile degisip degismeyecegi
fikrini akla getirmistir. Kafeinin amitriptilin ile kombine uygulanmasi sican formalin
testinde, diyabetik noropati ve spinal sinir ligasyon modelinde amitriptilinin lokal
periferal antinosiseptif etkisini azaltmistir, ancak desipramininkini degistirmemistir.
Amitriptilinin analjezik etkisinin adenozin reseptdr antagonistleri ile azalmasi ve lokal
amitriptilin uygulanmasi ile periferde adenozin diizeyinin arttiginin gosterilmesi ile
analjezik etkide lokal salinan adenozinin ve/veya adenozin A; reseptorlerinin
aktivasyonunun rol alabilecegi bildirilmektedir (66, 76, 78).

e liyon Kanallari: Lokal anestezikler ve antikonviilsan ilaglar gibi Na* kanal
blokorlerinin periferal uygulanmalar ile kronik agri modellerinde analjezi olusturmalar
bu mekanizmanin antidepresanlarin periferdeki analjezik etkilerine aracilik edebilme
olasihigimi akla getirmistir. Ancak amitriptilinin penceye lokal injeksiyonundan sonra
yapilan testlerde normal penge reaksiyonlarinda degisiklik olmamasi, analjezik
etkilerinde boyle bir mekanizmanin primer etkili olamayacagim diisiindiirmiistiir (76).

e Diger Reseptorler: Histamin ve asetilkolin periferal agr1 sinyallerini fasilite
edebildiklerinden bunlara ait reseptorlerin blokaji1 periferal analjezide rol oynayabilir. Bu
olasiliktan dolay1 yapilan calismalarda mepiramin (Histamin H; reseptor antagonisti),
atropin (muskarinik reseptor antagonisti) ve mekamilaminin (nronal nikotinik reseptor
antagonisti) sican formalin testinde penceyi sallama davranigim1 amitriptilinden daha az
etkiledikleri veya hic etkilemedikleri bildirilmistir. Bundan dolayr bu mekanizmalarin
antidepresanlarin periferal antinosiseptif etkilerinde rolleri olsa da esas mekanizmalar
olamayacaklar ancak kesin bir seyler soyleyebilmek icin reseptore yonelik molekiiler
teknikler gerektigi bildirilmektedir (54, 76).

VI- Glutamat reseptor antagonistleri; Glutamat reseptor antagonistlerinin sistemik ve
spinal uygulanmalar1 c¢esitli agr1i durumlarinda analjezi olusturmaktadir. Ancak
istenmeyen motor ve diger bazi etkileri kullanimlarim kisitlayabilmektedir. Periferal sinir
terminallerinde cesitli glutamat reseptorlerinin  varligt gosterilmistir. Formalinin
olusturdugu nosisepsiyonda ve ayrica diz eklemine uygulanan kaolin ve karragenin ile
olusan hiperaljezide, iyonotropik ve metabotropik reseptor antagonistlerinin lokal
uygulanmalart etkili olmustur. Periferal glutamat reseptorlerinin agriya katkilan

inflamasyon ya da sinir hasar gibi durumlarda daha da belirgindir (8, 85).
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VII- GABA agonistleri; Davranis deneylerinde GABA, reseptor agonisti olan
musimoliin lokal periferal uygulanmasi diisilk dozda formalinin etkisini baskilarken daha
yiikksek dozlarda artirmaktadir. Diger taraftan GABApg reseptor agonisti baklofen ile
formalin testinde antinosiseptif etki gostermisti. GABA analogu olan gabapentin
sistemik olarak kronik noropatik agri durumlarinda etkilidir. Formalin testinde lokal
periferal olarak uygulanan gabapentinin etkili oldugu bildirilmistir (8, 86).

VIII- Alfa adrenerjik agonistler; Primer afferentlerde onc-, p- ve A; reseptorlerinin
ticli reseptor kompleksi olusturarak antinosisepsiyona aracilik edebilecekleri
bildirilmektedir (87). a,-Adrenoreseptor agonisti olan klonidin farenin kuyruguna lokal
olarak uygulandiginda antinosiseptif etki gostermistir (88). Buna zit olarak
noradrenalinin deriye lokal olarak uygulanmasi agriya neden olur. Lokal klonidinin etkisi
sempatik sinirlerden noradrenalin salinimini presinaptik olarak inhibe etmesi ve ayrica

duyusal sinir terminalleri tizerindeki etkisi ile ilgili olabilir (8).

IX- Adenozin; Adenozinin periferal etkileri rodentlerde davramigsal yaklasimlarla
tanimlanmistir. Bu etkiler aktive edilen reseptor tipine bagh olarak degisir. Lokal olarak
sicanin pengesine uygulanan A, reseptor agonistleri mekanik hiperaljezi modelinde ve
formalin testinde antinosisepsiyon olusturmustur. Buna zit olarak A, reseptor
agonistlerinin lokal uygulanmast her iki modelde de agriy1r artirmistir. As reseptor

agonistinin lokal uygulanmasi ile formalinle olusana benzer agr olusmaktadir (63, 89).
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Sican pengesine lokal olarak adenozin A; reseptor agonistleri uygulandiginda nosiseptif
agrt modellerinde, inflamatuar ve noropatik agrida antinosiseptif etki olusturmustur.
Benzer sekilde adenozin kinaz inhibitorlerinin lokal olarak uygulanmasi ile lokal
adenozin diizeyindeki artis inflamatuvar ve noropatik agri modelinde antinosiseptif etki
olusturmustur. Endojen adenozinerjik sistemlerin kafein, opyoidler, noradrenalin, 5-HT
ve TCA grubu antidepresanlar ile olusan antinosiseptif etkiye aracilik ettikleri

bildirilmektedir (63).

Veriler adenozin A reseptor agonistlerinin ya da adenozin kinaz inhibitorlerinin topikal
formiilasyonlarinin gelistirilmesinin faydali olabilecegini gostermektedir. Adenozin, A;
reseptorleri disindaki reseptorlere daha diisiik afinite gosterse de adenozinin yikimim
azaltmaya yonelik yaklasimlar mast hiicreleri iizerindeki Ag ve Aj reseptorlerinin de
uyarilmasmna ve agnyr fasilite etmelerine neden olabileceginden adenozin kinaz

inhibitorlerinin periferal uygulanmalart sinirlanmaktadir (8, 63).

Penceye formalin injeksiyonu ile formalin konsantrasyonuna bagl olarak adenozin
salindig1 mikrodiyaliz ¢alismalari ile gosterilmistir. Adenozin esas olarak diisiik formalin
konsantrasyonlarinda miyelinsiz duyusal afferent sinir terminallerinden,  yiiksek
konsantrasyonda ise 1. fazda miyelinsiz duyusal afferent sinir terminallerinden ve 2.
fazda ise sempatik postgangliyonik sinir terminallerinden salinir. Mast hiicrelerinin

herhangi bir fazda adenozin salinimina katkisi olmadig bildirilmistir (90).

2.5. GAZ KROMOTOGRAFISi-KUTLE SPEKTROSKOPiSi

Kromotografi bir ayirma ve saflastirma yontemi olup, hareketli bir fazin (mobil faz) sabit
bir faz (stasyoner faz) iizerinden gecirilmesiyle hareketli fazin akis yoniinde karisimin
¢Oziiniirliik, adsorpsiyon ve uguculuk gibi 0Ozelliklerden yararlanilarak bilesenlerine
ayrilmasidir. Gaz kromotografisi (GC) ise bir kromotografik yontem olup mobil faz
olarak inert bir gaz, stasyoner faz olarak da siituna doldurulmus kati bir madde
(adsorban) veya adsorplama giicii bulunmayan bir toz madde iizerindeki ugucu olmayan
bir s1v1 kullanilmaktadir. GC ile karisimlardaki kaynama noktasi ¢ok yakin olan bir ¢ok
maddenin ayrilmast miimkiindiir. Ancak maddelerin ugucu olmasi ve buharlagtigi
sicaklik derecesinde bozulmamasi gerekmektedir. GC ¢ok etkili bir ayirnm olanagi

saglamasi, bilesenlerin teshisindeki duyarlilik, ayrilmanin hizli olusu ve biiyiik bir grup
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maddeye uygulanabilmesi bakimindan 1950’1i yillardan beri kullanilan oldukc¢a popiiler
bir tekniktir. GC’de hareketli faz olarak azot, hidrojen, helyum, argon ve karbondioksit
gibi gazlar kullamlabilir. Helyum pahali olmasina ragmen termal iletkenliginin yiiksek
olmasi, yogunlugunun diisiik olmas1 ve akig hizinin fazla olmasi nedeniyle yaygin olarak
kullanilir. GC ile kalitatif ve kantitatif amach calismalar yapilabilir ve genellikle 10°-10°

? g arasinda maddeler alete enjekte edilebilir (91).
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Sekil 2.4. Gaz kromotografisinin sematik olarak gosterilmesi

Spektroskopi ise elektromanyetik radyasyon (1s1ma) ile atom ve molekiiller arasindaki
etkilesmeyi inceler. Gaz halindeki bir maddenin yiiksek enerjili bir elektron demetiyle
(70 eV) bombardimani sonucu olusan yiiklii atom veya gruplarin kiitle/yiik oranina gore
saptanmasi kiitle spektroskopisinin (MS) esasim1 olusturur. Molekiilden bir elektron
cikmastyla olusan iyona ana iyon adi verilir ve M" veya P ile gosterilir. Bu iyon 10°
saniye parcalanmadan kalabilirse dedektore ulasarak ana piki verir. Spektrumdaki en
uzun pike ya da miktar1 (bagil bollugu) en fazla olan parcaya ait olan pike temel pik
denir. Temel pik her molekiil i¢cin karakteristik olup esas boliinmenin nereden oldugunu
gosterir. Kiitle spektroskopisi kantitatif tayin disinda yapi1 aydinlatilmasinda ve molekiil
agirliginin saptanmasinda da kullanilir. Bir¢ok imalatci firma gaz kromotografilerini izl
tarama yapabilen cesitli kiitle spektrometrelerine dogrudan baglanmis olarak piyasaya

siirmektedirler (91, 92).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Aragtirma Merkezi’nden alinan 200-230 g
agirlhigindaki erkek Sprague Dawley sicanlar {izerinde yapildi. Deneylerde her bir hayvan
sadece bir kez kullanildi. Sicanlar her bir grupta 6 hayvan olacak sekilde formalin testi
icin 13, glutamat testi i¢in 5 ve venlafaksinin plazma miktar tayini icin 5 gruba ayrildilar.
Agn ile ilgili ¢calismalar Ekim-Subat déneminde, 21-24 °C oda sicakliginda Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji ABD’da bulunan laboratuarda giin i¢inde 09:00-
14.00 saatleri arasinda yapildi. Siganlar birer birer formalin ve glutamat testlerine
alindilar. Plazma venlafaksin miktar tayinine yonelik caligmalar ise anabilim dalimizdaki
hayvan odasinda yetistirdigimiz erkek Sprague Dawley si¢anlardan alinan kan Srnekleri
ile Ankara GATA Analitik Toksikoloji Bilim Dali laboratuarinda ¢alisildi. Calismalarda

yapilan tiim islemler icin Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan onay alind.

3.1. FORMALIN TESTI UYGULANMASI

Calismaya baglamadan 1 hafta kadar 6nce sicanlar Anabilim Dalimizdaki hayvan odasina
getirilerek ortam degisikliginden etkilenmeleri engellendi. Caligmalardan 1 saat
oncesinde ise hayvanlar laboratuar ortamina alismalart ig¢in ¢alismanin yapilacagi
laboratuara getirildiler. Injeksiyon yapilmadan once sicanlar teker teker 28x28x28 cm
ebatlarindaki seffaf, iist kismi agik, pleksiglastan yapilmis gozlem kutularma 20
dakikaligina alinarak bu ortama aligmalart saglandi. Bu siirenin sonunda lokal

venlafaksin gruplarindaki her bir si¢ana intraperitonel (i.p) yoldan serum fizyolojik (SF)
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injekte edilerek gozlem kafesine konuldu. 13 dakika sonra hayvanlarin arka sol
pengelerinin plantar yiiziine subkiitan yoldan yani intraplantar (i.pl.) olarak SF’te
¢oznmiis venlafaksin HCl (Wyeth ila¢ Firmasi, ABD) soliisyonundan 50, 100, 200 ve
400 pg konsantrasyonlarinda 25 pl hacminde injekte edildi. Injeksiyon 0.4 mm ¢apinda
13 mm boyundaki igne uclari (Hayat Tibbi Aletler, Istanbul) ve Hamilton siringa
araciligr ile yapildi. Venlafaksin injeksiyonundan 7 dakika sonra ayni pengenin
injeksiyon yapilan yerin ¢ok yakin bir bolgesine 25 pl hacminde % 5’lik formalin
soliisyonu (% 37’lik formaldehit ¢ozeltisinin SF ile seyreltilmesi ile hazirlanan) i.pl.
olarak injekte edildi. Formalin injeksiyonundan hemen sonra hayvan gozlem kafesine
almarak 60 dakika boyunca davraniglar1 gozlendi. Bu davranmiglar injeksiyon yapilan
pengeyi kaldirip indirmesi, sallamasi ve pengeyi yalamasi-isirmasi olarak tanimlandi. Her
4 dakikalik zaman dilimlerinde ayagimi kaldirip indirmesi ve sallamasi toplam say1 olarak
ifade edilirken, yalamasi ve 1sirmas1 toplam siire olarak ifade edildi. Formalin
injeksiyonundan sonraki yaklagik ilk 12 dakika 1. faz ve 16.-60. dakikalar arasi ise 2. faz
olarak nitelendirildiginden, veriler bu sekilde degerlendirildi. Sawynok ve arkadaslarinin

kullandig formalin testinde (76) bazi modifikasyonlar yapilarak formalin testi uygulandi.

Calismada kontrol grubuna i.p. olarak SF injekte edildikten 13 dakika sonra venlafaksin
grubunda oldugu gibi ayni pengeye ayn1 yontemle i.pl. olarak 25 pl SF injekte edildi. 7
dakika sonra ayni konsantrasyon ve hacimdeki formalin soliisyonu penceye injekte

edilerek nosiseptif davranislar ayni sekilde kayit edildi.

Sistemik venlafaksin grubuna venlafaksinin formalin testindeki sistemik etkisini tayin
etmek amaciyla 5, 10, 20 ve 40 mg/kg dozlarinda i.p. olarak venlafaksin uygulandi.
Sistemik uygulamadan 13 dakika sonra pencgeye i.pl. olarak tipki diger gruplarda oldugu
gibi 25 pl SF injekte edildi ve 7 dakika sonra da formalin soliisyonu injekte edilerek
gozlem kafesine konuldu. Nosiseptif davramislar 60 dakika kayit edildi.

Venlafaksinin formalin testindeki etkisinde opyoid reseptorlerin roliinii arastirmak
amaciyla bir grup hayvana i.p. yoldan 2 mg/kg nalokson HCI (Sigma) SF’te c¢oziilerek
injekte edildi. 13 dakika sonra daha once belirtildigi sekilde hayvanin pencgesine i.pl.
olarak venlafaksin (25 pl , 200 pg) ve 7 dakika sonra formalin injekte edildi. Burada
naloksonun formalin testinde tek basina etki gosterip gostermedigini test etmek amaciyla
ayr1 bir kontrol grubu da olusturularak, i.p. 2 mg/kg nalokson injeksiyonundan sonra

pencgeye venlafaksin yerine i.pl. olarak 25 pl SF injekte edildi.
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Venlafaksinin formalin testindeki lokal periferal etkisinde adenozinin roliinii aragtirmak
amaciyla diger bir grup hayvana adenozin A, reseptor antagonisti olan CPT (8-siklo-
pentil-1,3-dimetilksantin, Sigma) i.p. olarak 2 mg/kg dozunda uygulandi. 13 dakika sonra
daha 6nce belirtildigi sekilde hayvanin pencesine venlafaksin (25 pl, 200 pug) ve 7 dakika
sonra da formalin injekte edilerek cevaplar kaydedildi. CPT’ nin formalin testinde tek
basina etki gosterip gostermedigini test etmek amaciyla ayr1 bir kontrol grubu da
olusturuldu. Bu gruba i.p. olarak 2 mg/kg CPT injeksiyonundan sonra pengeye
venlafaksin yerine i.pl. olarak 25 pul SF injekte edildi. CPT 0.1 N NaOH cozeltisinin 0.1
ml’si ile c¢ozildiikten sonra SF ile seyreltildi. Yapilan 6n denemelerde ayni
konsantrasyonda NaOH igeren ¢ozelti SF’ten farkli cevap olusturmadigr i¢in kontrol
grubu olarak SF injekte edilen grup esas alinmistir. Formalin testindeki tiim gruplar

Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Formalin testindeki gruplar. Her bir gruptaki hayvan sayis1 6’dur.

Kontrol grubu;

SFip.cciiiiiii, 13dak.......coooveeinie 25ul SFiplo.cooiiiiiii. 7dak............. formalin i.pl

Lokal Venlafaksin (VFX) Gruplari;

SFip....cocociiin. 13dak..........ooeneete 25ul 50 ug VEXipl............ 7dak.............. formalin i.pl.
SFip.cooiiiis 13dak.....c.cooeenennene. 25 ul 100 pg VEX i.pl............ 7dak.............. formalin i.pl.
SFip.cooiiiiiiin 13dak.....c.cooeenenene. 25ul 200 ug VEX i.pl............ 7dak.............. formalin i.pl.
SFip.cooiiiiiiin 13dak...cccooveneinennnn. 25 ul 400 pg VEX i.pl............ Tdak.............. formalin i.pl.
Sistemik VFX Gruplarr;

VEX Smg/kgip..ccooevevvennnn. 13dak............. 25ul SFipl.............. 7 dak................formalin i.pl.
VEX 10 mg/kgip..coeevnenennnn.. 13dak.............. 25ul SFipl...ooooeen. 7 dak..............formalin i.pl.
VEX 20 mg/Kgip...cooeuenininnnnn. 13 dak.............. 25 ul SFipl.............. 7 dak................formalin i.pl.
VEX 40 mg/Kgip.....ccvevennnennnn. 13 dak.............. 25 ul SFipl.............. 7 dak................formalin i.pl.
Opyoid Reseptor Antagonisti Nalokson (NLX) Grubu;

2 mg/kg NLX i.peovvieciiiiccee 13 dak.............. 25 ul SFipl............. 7 dak..............formalin i.pl.
NLX+VFX Grubu;.

2 mg/kg NLX 1.p.ceeeeeiinieniieiie 13 dak........ 25 ul 200 pg VFX i.pl........ 7 dak..............formalin i.pl.
Adenozin A; Reseptor Antagonisti (CPT) Grubu;

2 mg/kg CPT ipecceeiiiieeee, 13 dak........ 25 Wl SFipl...ocveiiiinn. 7dake formalin i.pl.
CPT+VFX Grubu;

2 mg/kg CPT i.pecceeciiiieenee. 13 dak........ 25 ul 200 ug VFEX i.pl........ Tdak................ formalin i.pl.
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3.2. GLUTAMAT TESTi UYGULANMASI

Venlafaksinin formalin testinde lokal periferal antinosiseptif etkisi gosterildikten sonra
glutamat testinde de etki gosterip gostermeyecegini arastirmak amaci ile bir baska grup
hayvan iizerinde formalin testine benzer sekilde calisma yapildi. Calismalardan 1 saat
once hayvanlar laboratuar ortamina aligmalart i¢in calismanmin yapilacag laboratuara
getirildiler. Injeksiyonlara baslamadan once siganlar teker teker 28x28x28 cm
ebatlarindaki seffaf, iist kismi acgik, pleksiglastan yapilmis gozlem kutularmma 20
dakikaligina alinarak bu ortama aligmalar1 saglandi. Takiben her bir sicana i.p. yoldan SF
injekte edilerek gozlem kafesine konuldu. 13 dakika sonra lokal venlafaksin grubuna
venlafaksinin SF’te ¢oziilerek hazirlanmig 25 pl hacminde 50, 100 ve 200 g
konsantrasyonlardaki cozeltilerinden sol arka pengeye i.pl. olarak injekte edildi.
Injeksiyondan 7 dakika sonra % 10’luk NaOH ¢ozeltisi ile pH’s1 7.4’e ayarlanan 35 pl 5
pmol (mikromol) L-glutamik asid HCl (Sigma) c¢ozeltisinden penceye venlafaksin
injeksiyonu yapilan bolgenin yakinina injekte edildi. Injeksiyonu takiben gozlem
kafesine alian sicanin 15 dakika boyunca her 5 dakikadaki injeksiyon yapilan penceyi
sallama sayist ve bu ayag1 yalama- 1sirma siiresi kaydedildi. Ayrica sistemik venlafaksin
grubunda da i.p. yoldan 20 mg/kg venlafaksin injeksiyonundan sonra ayni prosediir takip
edilerek hayvan degerlendirildi. Bu veriler kontrol grubu olarak venlafaksin yerine 25 pl
SF ve sonrasinda glutamat soliisyonu uygulanan grup ile karsilastirilarak degerlendirildi.

Glutamat testi uygulanan gruplar Tablo 3.2°de gosterildi.

Tablo 3.2. Glutamat testinde gruplara drog injeksiyon zaman, yol ve miktarlar1 (n=6).

Kontrol Grubu:

SFip...ccocovinnn 13 dak.......... 25 ul SF ipl............ 7 dak...........35 ul 5 pmol L-glutamik asid i.pl.
Lokal Venlafaksin (VFX) Gruplari:

SFip...cccoiiin 13 dak.......... 25ul 50 ug VEXipl....... 7 dak...35 pl 5 pumol L-glutamik asid i.pl.
SFip...ccococoiiiii. 13 dak.......... 25 ul 100 pug VEXi.pl....... 7 dak...35 pl 5 umol L-glutamik asid i.pl.
SFip...ccococoiiiii. 13 dak.......... 25 ul 200 pg VEXipl....... 7 dak...35 pl 5 umol L-glutamik asid i.pl.
Sistemik VFX Grubu:

20 mg/kgi.p VFX...13 dak.......... 25 Wl SFipl................. 7 dak......... 35 ul 5 umol L-glutamik asid i.pl.

Tiim agn calismalarinda, her bir hayvanin esit sayida injeksiyona maruz kalmasi icin
lokal injeksiyon yapilan gruplara da tipk: sistemik injeksiyon yapilan gruplardaki gibi ve
esit hacimde i.p. olarak venlafaksin ya da antagonistler yerine SF injekte edildi. Agn ile

ilgili calismalarda belirtilen doz ve konsantrasyonlar ilgili droglarin tuz agirliklar



31

tizerinden hesaplandi. Deney sonrasi hayvanlara servikal dislokasyon sureti ile Gtenazi
uygulandi.. Kiigiik laboratuar hayvanlar icin olduk¢a uygun olan bu yontem ile hayvan
ac1 hissetmeksizin hizli bir sekilde 6lim gerceklesmektedir (93). Calismalarda kullanilan

demirbag ve sarf malzemelerin listesi Ek.1’de verildi.

3.3. PLAZMA VENLAFAKSIN MIiKTAR TAYINi

Venlafaksin sicanin pencesine 25 pl 200 pg konsantrasyonunda injekte edilerek bir grup
sicandan (n=6) 12 dakika sonra, diger grup sicandan (n=6) ise 45 dakika sonra kan alindi.
Sistemik uygulamada ise 20 mg/kg i.p. olarak venlafaksin injekte edilerek bir gruptan
(n=6) 25 dakika sonra, diger gruptan (n=6) 45 dakika sonra kan alinmistir. Kor olarak
kullanmak amaciyla diger bir grup sicandan (n=6) herhangi bir drog injeksiyonu
yapilmaksizin kan alindi. Kan belirtilen siireler sonrasinda hafif eter anestezisi altinda
intrakardiyak olarak heparinlenmis injektor araciligi ile alinarak 5000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlendi. Sonra plazma kismi ayrilarak -20 °C’de analiz siiresine kadar saklandi.

Ayrilan plazmalardaki venlafaksin miktar tayini GC-MS araciligi ile yapildi.

3.3.1. Calisma Kosullar

GC-MS calismalar1 Ankara GATA Analitik Toksikoloji Bilim Dali laboratuarinda
yapildi. GC-MS’de kullanilan DBS5 kapiller kolonun (J&W Scientific) boyu 25 m,
kalinlig1 0.20 mm ve i¢ film kalinligr ise 0.1 um’dir. Baslangi¢ kolon sicakligi 80 °C olup
sonrasinda 10 dakika siireyle 20 °C’lik artiglarla 200 °C’ye cikildi. Detektor sicakligi 300
°C, enjeksiyon blogunun sicakligi ise 280 °C olarak uygulandi. GC-MS kapiller kolonu
icerisinde tasityic1 gaz olarak helyum (He) gazi kullamildi ve 1 ml/dakika sabit akis
hizinda calisildi. Kolon sicakligi 200 °C’de 5 dakika bekleme sonrasi numuneler enjekte
edildi ve her bir numune icin analiz siiresi 15 dakika olarak belirlendi. Oncelikle toplam
iyon taramasi (SCAN) modunda, venlafaksinin ve internal standart olarak kullanilan
imipraminin alikonma zamanlan (retansiyon zamani) ve m/z degerleri belirlendi.
Venlafaksinin alikonma zamani1 11.23 dakika, imipraminin alikonma zamani ise 12.02
dakika olarak tespit edildi. Kor plazma ile yapilan c¢alismalarda venlafaksin ve
imipraminin alikonma zamanlaria uyan zamanlarda karisan pik olmadig: tespit edildi.

Venlafaksin i¢in m/z degerleri, yogunluk orani en fazla olan hedef iyon olarak 58 ve
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diger iyon 134, imipramin i¢in ise hedef iyon olarak 234 ve diger iyon 235 olarak
belirlendi. Numune analizleri SIM (Selected Ion Monitorisation, secilmis iyon taramasi)
modunda gergeklestirildi. Kiitle spektrometrisi, 70 eV, elektron-impakt (EI) modunda
kullanildi.

Sekil 3.1. GATA Analitik Toksikoloji Bilim Dal1 laboratuvarinda kullanilan GC-MS

cihazinin fotografi.

3.3.2. Plazmadan Ekstraksiyon Ve Kalibrasyon Egrisinin Cizdirilmesi

Kalibrasyon egrisi ¢izdirmek igin 1 ml kor plazma cam tiip igerisine konuldu. Uzerine
internal standart olan imipraminin metanoldeki 1 mg/ml konsantrasyonundaki stok
cozeltisinden yine metanol ile seyrelterek hazirlanan 10 pg/ml konsantrasyondaki
cozeltisinden 100 pl (alete uygulanmadan Onceki son konsantrasyonu 5 pg/ml olacak
sekilde) eklendi. Venlafaksinin metanoldeki 1 mg/ml konsantrasyonundaki stok ¢ozeltisi
metanol ile seyreltilerek 0.05, 0.2, 1, 2, 5, 10 ve 20 pg/ml konsantrasyonlarda bir seri
cozeltileri elde edildi. Bu c¢ozeltilerin her birinden ayr ayn tiiplere 100 pl (alete
uygulanmadan 6nceki son konsantrasyonlar1 0.025, 0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 pg/ml olacak
sekilde) hacminde eklendi. 30 saniye vortekslendikten sonra ¢ozelti iizerine 200 pl 0.1 M
NaOH eklenerek 1 dakika siireyle vortekslendi. Uzerine 3 ml siklohekzan:etilasetat (7:1,

v/v) ¢ozeltisinden katilarak tekrar 1 dakika boyunca vortekslendi. Elde edilen karisim
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3.000 devir/dakika hizinda 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iist faz
temiz bir cam tiipe aktarilarak ceker ocak altinda saf azot gazi ile kuruluga kadar
ucuruldu (94). Kalintiya 200 pl metanol eklenerek 30 saniye vortekslendi ve cam viyaller
icerisine aktarilarak GC-MS’in otoenjektér (Combi-PAL, Isvicre) kismia konuldu.
Alete bu ¢ozeltiden 2 pl hacminde splitless modunda injekte edildi. Venlafaksin
uygulanan hayvanlardan alinmis plazmalara da aym1 konsantrasyonda imipramin
eklenerek ayni islemler yapildi ve alete uygulandi. Cozeltilerin hazirlanmasinda belirtilen
konsantrasyonlar baz agirliklar iizerinden hesaplandi.

Kalibrasyon egrisi venlafaksin konsantrasyonunun, imipramin konsantrasyonuna orani
ile venlafaksine ait pik alanimin imipramine ait pik alanina oranminin kiyaslanmasiyla
olusturuldu. Egri GC-MS yazilimi icerisinde bulunan Labsolutions programi (GC-MS
solution Version 1.01, Shimadzu) ile cizdirildi. Hesaplamalar esas olarak lineer

regresyon esasina dayanmaktadir.

3.3.3. Duyarhhk

Bir cihazin ya da bir yontemin duyarliligt numune derisimindeki farklar1 ayirt edebilme
kabiliyetinin bir Ol¢iistidiir. Duyarliligi kalibrasyon egrisinin egimi ve Ol¢iim aracinin
kesinligi olmak {iizere iki faktor sinirlar. Duyarlilik, venlafaksinin gozlenebilme sinir
(limit of detection, LOD) ve alt tayin sinir1 (limit of quantification, LOQ) degerlerini
icermektedir. Alt tayin sinir1 bir maddenin dogru ve kesin olarak 6lciilebildigi en diisiik
miktardir. Elde edilen kromatogramlarda venlafaksin sinyal piklerinin giiriiltii (noise) ile
karismamas: icin degerlendirmede LOD ve LOQ goz oniine alinmistir. Giiriiltii olarak
venlafaksin piki cevresindeki bazal ¢izgi iizerindeki pikler alinmis ve bu giiriilti
piklerinin alanlarinin standart sapmalar1 hesaplanmistir. Bu degerlerin hesaplanmasinda
asagidaki formiiller uygulanmistir (95);

LOD= 3 x Standart Sapma/ Egim LOQ= 10 x Standart Sapma/ Egim

3.3.4. % Ekstraksiyon Verimi

% Ekstraksiyon verimi (recovery), venlafaksinin metanolde ¢6ziinmiis ve 200 pl metanol
soliisyonundaki son konsantrasyonlar1 0.025, 1 ve 5 pg/ml olacak sekilde 100 pl
hacminde tiipe eklenmis konsantrasyonlarinin olusturdugu piklerin egri alt1 alanlan ile

ayn1 konsantrasyonlarin plazmaya eklendikten ve ekstraksiyon yapildiktan sonra elde
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edilen piklerinin egri alt1 alanlarn oranlanip yiizdesi alinarak hesaplandi. Her 6l¢iim iicer

defa tekrarlandi.

3.3.5. Kesinlik

Bulunan degerlerin kesinligi ise % Bagil Standart Sapma (BSS) (% Relative Standard
Deviation) ile degerlendirildi. Kesinlik ayn yolla elde edilen deney verilerinin arasindaki
uyum derecesine denir. Kesinlik aym1 zamanda rasgele veya belirsiz hatalarin bir
oOlctistidiir. Kesinlik i¢in sayisal dlgiit olarak bagil standart sapmay1 verebiliriz. BSS’ nin
asagida verilen formiiliindeki aritmetik ortalama venlafaksinin plazmadaki ii¢ farkli
konsantrasyonunda (0.025, 1 ve 5 pg/ml) olusturdugu piklerin alanlarinin, imipraminin
olusturdugu (5 pg/ml) pikin alanina oranlarinin ortalamasidir. % BSS’nin hesaplanmasi

asagidaki formiile gore yapilmistir (96);

% BSS = (Standart sapma / aritmetik ortalama) x 100

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Coklu gruplarin kiyaslanmast; formalin testinde gruplarin 1. fazda kendi aralarinda ve 2.
fazda kendi aralarinda olmak iizere ve glutamat testinde gruplar arasinda fark olup
olmadigina tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile baktiktan sonra F’nin p degerinin
<0.05 oldugu durumlarda (yani grup ortalamalarindan en az birinin digerinden farkl
c¢iktifit durumlarda), farkin hangi gruplar arasinda oldugunu test etmek amaciyla;
varyanslarin homojen oldugu durumlarda Tukey HSD testi, homojen olmadigi
durumlarda ise Tamhane T2 testi uygulandi.

Antagonist uygulanan gruplarda ya da plazma diizeyi kiyaslanmasinda oldugu gibi iki
bagimsiz grup arasinda fark olup olmadigi ise Student’s t testi analiz edildi. Testlerde
p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilerek agn ile ilgili calismalardaki
veriler aritmetik ortalama + standart hata olarak, plazma diizeyi tayin ¢aligmalarindaki
veriler ise aritmetik ortalama * standart sapma olarak ifade edildi. Analizler SPSS 11.0

programi aracilig ile bilgisayar ortaminda yapildi (97).
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4. BULGULAR

4.1. FORMALIN TESTi BULGULARI

% 5’lik 25 pl dilie formalin soliisyonu sigan pengesine uygulandiginda 60 dakika
boyunca penceyi sallama ve yalama-isirma nosiseptif davraniglar1 olusturdu. Caligmada
formalin injeksiyonunu takiben ilk 12 dakikada olusan nosiseptif davranislar Faz 1, 16.-

60. dakikalar arasinda olusan nosiseptif davranislar ise Faz 2 olarak degerlendirildi.

4.1.1. Lokal Periferal Venlafaksin Uygulanan Gruplar

Venlafaksin lokal olarak perifere uygulandiginda 50 pg konsantrasyonda kontrol grubu
ile kiyaslandiginda sadece penceyi sallama nosiseptif davraniginin 2. fazini anlamli
sekilde inhibe etti (p<0.05). 100, 200 ve 400 pg konsantrasyonlarda ise her iki nosiseptif
davramisi da her iki fazda anlamli sekilde inhibe etti (p<0.05). 50 ve 100 pg
konsantrasyonlar arasinda her iki nosiseptif davramislarin sadece 1. fazlarinda anlamh
farklilik bulunurken 50 pg ve 100 pg ile 200 ve 400 pg konsantrasyonlar arasinda her iki
nosiseptif davranislarin her iki fazinda da anlamh farklilik goriildii (p<0.05). 200 ile 400
pg konsantrasyonlar arasinda sadece pengeyi yalama nosiseptif davraniginin 1. fazinda
anlamli fark goriilmedi (p>0.05). Venlafaksin lokal olarak uygulandiginda
konsantrasyona bagl olarak antinosiseptif etki olusturdu. Gruplara ait veriler Sekil 4.1 ve

4.2’de goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Lokal periferal olarak (i.pl.) ¢esitli konsantrasyonlarda (25 pl 50, 100, 200 ve
400 pg) uygulanan venlafaksinin (VFX) sican formalin testinde pengeyi sallama sayisi
iizerine etkisi. Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir (n=6). * kontrol, a VFX
50, b VFX 100, ¢ VFX 200, d VFX 400 gruplarina kiyasla fark istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05).
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Gruplar

Sekil 4.2. Lokal periferal olarak (i.pl.) ¢esitli konsantrasyonlarda (25 ul 50, 100, 200 ve
400 pg) uygulanan venlafaksinin (VFX) sigan formalin testinde pengeyi yalama ve 1sirma
siiresi iizerine etkisi. Degerler; ortalamatstandart hata olarak verilmistir (n=6). * kontrol, a
VEX 50, b VFX 100, ¢ VEX 200, d VFX 400 gruplarina kiyasla fark istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05).
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4.1.2. Sistemik Venlafaksin Uygulanan Gruplar

Venlafaksin sistemik olarak i.p. yoldan 5 mg/kg dozunda uygulandiginda nosiseptif
davraniglar acisindan her iki fazda da kontrolden farksizdir (p>0.05). 10 mg/kg dozunda
ise sadece penceyi yalama-isirma siiresini kontrole gore 2. fazda anlamli sekilde azaltti
(p<0.05). 20 ve 40 mg/kg dozlarinda ise her iki nosiseptif davrams1 her iki fazda da
kontrole gore anlaml sekilde inhibe etti ve etkileri kiyaslandiginda kendi aralarinda da
anlamli  farklibk vardir (p<0.05). Lokal olarak uygulanan 200 pg/pence
konsantrasyonunun olusturdugu etki ile sistemik 20 ve 40 mg/kg (i.p.) dozlarinin
olusturduklart etkiler kiyaslandiginda; lokal uygulama ile sistemik 20 mg/kg dozunda
uygulama arasinda pengeyi sallama davranmisinin sadece 1. fazinda ve yalama
davramiginin her iki fazinda anlamh farklilik gozlenirken, lokal uygulama ile sistemik 40
mg/kg dozunda uygulama arasinda penceyi sallama ve yalama davraniglarinin sadece 2.

fazlarinda anlamli farklilik gozlendi (p<0.05). Veriler Sekil 4.3 ve 4.4’de goriilmektedir.

OFazl
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100 ~ a,c * g, *ab
0 T T T
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Penceyi sallama sayisi

Gruplar

Sekil 4.3. Lokal periferal olarak (i.pl.) 25 pl 200 pg konsantrasyonda ve sistemik olarak
5, 10, 20 ve 40 mg/kg (i.p.) dozlarinda uygulanan venlafaksinin (VFX) si¢an formalin
testinde pengeyi sallama sayisi iizerine etkileri. Degerler, ortalamatstandart hata olarak
verilmigtir (n=6). * Kontrol, a VFX 200, b VEX 20 ve ¢ VFX 40 grubuna gore fark
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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Sekil 4.4. Lokal periferal olarak (i.pl.) 25 ul 200 pg konsantrasyonda ve sistemik olarak
5, 10, 20 ve 40 mg/kg (i.p.) dozlarinda uygulanan venlafaksinin (VFX) si¢an formalin
testinde pengeyi yalama ve 1sirma siiresi {izerine etkileri. Degerler; aritmetik
ortalamatstandart hata (n=6). * Kontrol, a VFX 200, b VFX 20 ve ¢ VFX 40 grubuna
gore fark istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

4.1.3. Venlafaksinin Lokal Periferal Antinosiseptif Etkisi Uzerine Nalokson ve
CPT’nin Etkileri

2 mg/kg dozunda i.p olarak tek baslarina uygulanan nalokson ve CPT gruplan kontrol
grubuna gore anlamli farklilik olusturmadilar (p>0.05). Nalokson ile 6n muamele lokal
periferal olarak 200 pg konsantrasyonda uygulanan venlafaksinin etkisini anlamli sekilde
degistirmezken (p>0.05), CPT uygulanan grupta venlafaksin uygulanan gruba kiyasla her
iki nosiseptif davranig acisindan sadece 1. fazlarda anlamli farklilik gozlendi (p<0.05).

Uygulamalara ait veriler Sekil 4.5 ve 4.6’da goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Sican formalin testinde pengeyi sallama sayisi tizerinde lokal periferal olarak
(i.pl.) 25 pul 200 pg konsantrasyonunda uygulanan venlafaksinin (VFX) olusturdugu
antinosisepsiyona 2 mg/kg i.p. nalokson (NLX) ve 2 mg/kg i.p. CPT nin etkileri.
Degerler; ortalamatstandart hata olarak verilmistir (n=6). * Kontrole, a VFX grubuna
gore fark istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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Sekil 4.6. Sican formalin testinde penceyi isirma ve yalama siiresi tizerinde lokal
periferal olarak (i.pl.) 25 pl 200 pg konsantrasyonunda uygulanan venlafaksinin (VFX)
olusturdugu antinosisepsiyona 2 mg/kg i.p. nalokson (NLX) ve 2 mg/kg i.p. CPT nin
etkileri. Degerler; ortalamatstandart hata olarak verilmistir (n=6). * Kontrole, a VFX
grubuna gore fark istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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4.2. GLUTAMAT TESTi BULGULARI

35 ul'5 pM glutamat soliisyonunun si¢an pengesine injeksiyonu yaklasik 10 dakika siiren
pencgeyi sallama ve yalama-isirma nosiseptif davranmiglarimi olusturdu. Lokal periferal
(i.pl.) olarak 25 pl 50 pg konsantrasyonunda uygulanan venlafaksinin kontrol grubuna
kiyasla her iki nosiseptif davranista yaptig1 inhibisyon istatistiksel olarak anlamli degildi
(p<0.05). 100 ve 200 pg konsantrasyonlarda lokal olarak perifere ve 20 mg/kg dozunda
sistemik olarak (i.p.) uygulanan venlafaksin her iki nosiseptif davranist da kontrol
grubuna kiyasla anlamli sekilde inhibe etti (p<0.05). 100 ile 200 pg venlafaksin
uygulanan gruplar arasinda ve 200 pg ile 20 mg/kg i.p uygulanan gruplar arasinda
anlamli derecede farklilik gozlenirken, 100 pg uygulanan grup ile 20 mg/kg i.p.
uygulama yapilan grup arasindaki fark anlamsizdi. Veriler Sekil 4.7. ve 4.8°de

goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Lokal periferal olarak cesitli konsantrasyonlarda (25ul 50, 100 ve 200 pg) ve
sistemik (i.p.) olarak 20 mg/kg dozunda uygulanan venlafaksinin (VFX) sican glutamat
testinde penceyi sallama sayisi iizerine etkisi. Degerler; ortalamatstandart hata olarak
verilmigtir. (n=6) * Kontrol, a VFX 200, b VFEX 100, ¢ VEX 20 mg/kg, d VFX 50
grubuna gore fark istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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Sekil 4.8. Lokal periferal olarak cesitli konsantrasyonlarda (50, 100 ve 200 pg) ve
sistemik (i.p.) olarak 20 mg/kg dozunda uygulanan venlafaksinin (VFX) sican glutamat

testinde penceyi yalama ve 1sirma siiresi iizerine etkisi. Degerler; ortalamatstandart hata
olarak verilmigtir. (n=6) * Kontrol, a VFX 200, b VFX 100, ¢ VFX 20 mg/kg, d VFX 50
grubuna gore fark istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

4.3. PLAZMA VENLAFAKSIN MIKTAR TAYINi SONUCLARI

Kalibrasyon egrisi 0.025 pg/ml ve 5 pg/ml konsantrasyon araliklarindaki degerleri
kapsayacak sekilde dogrusallik gosterdi. Kalibrasyon egrisinin regresyon denklemi ise y
= 4.49x+0.18 olarak hesaplandi. Elde edilen egrinin r* degeri 0.993, r degeri ise 0.996
bulundu (Sekil 4.9).

Retansiyon zamanlar1 ve hedef iyonlar1 gésteren kromatogramlar ise Sekil 4.10., 4.11. ve

4.12.’de goriilmektedir.
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Sekil 4. 9. Plazma venlafaksin kalibrasyon egrisi (Vfx:Venlafaksin, Imp:Imipramin)

% Ekstraksiyon verimi hesabi sonuclarina gore plazmaya uyguladigimiz ektraksiyon
yontemi ile ii¢ farkli noktada yapilan Olciimler sonucunda ekstraksiyon veriminin %
81+£3 oldugu bulundu. Bu noktalarda yapilan ol¢timlerde % BSS degerleri ise % 1.63 —

4.84 arasinda bulundu. Veriler tablo 4.1’de goriilmektedir.

Gozlenebilme sinirt (LOD) ve alt tayin st (LOQ) ise asagidaki formiillere gore

hesaplanarak bulundu.

LOD = 3 x Standart Sapma / Egim LOQ =10 x Standart Sapma / Egim
LOD =3x0.011/4.49 LOQ=10x0.011/4.49
LOD =7 ng/ml LOQ =0.025 pg/ml = 25 ng/ml

Egim; lineer regresyon egrisinin egimi (4.49)

Gozlenebilme sinirt 7 ng/ml, alt tayin sinir1 ise 25 ng/ml bulundu. Venlafaksinin lokal
olarak uygulandig1 gruplardan alinan plazmalardaki venlafaksin diizeyleri alt tayin sinir
olan 25 ng/ml’nin altinda bulundugundan Olciilemedi. Venlafaksinin sistemik olarak
uygulandigi gruplardaki plazma diizeyleri ise sistemik uygulamanin 25. dakikasinda 1.74
+ 0.18 pg/ml, 45. dakikasinda ise 1.00 + 0.67 pg/ml olarak ol¢iildii. Sistemik venlafaksin
uygulamasini takiben 25. dakika ve 45. dakikalarda aliman plazmalarda tespit edilen

venlafaksin miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05).



Tablo 4.1. Ekstraksiyon verimi ve % bagil standart sapma degerleri (Vfx; Venlafaksin,

Imp; Imipramin)
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Vix Vix/Imp pik Pla.zmadq Ekstraksiyon % Bagil
konsantrasyonu Vix/Imp pik .. Standart
alanlar1 oranlari Verimi (%)
(ng/ml) alanlar1 oranlari Sapma
0.025 0.09 0.07 78 2,42
1 1.51 1.22 81 1,63
5 543 4.54 84 4,84
= TIC .
258.00 (1.00) kS
2000€3= 134.00 (3.60)
2234.00 (2.19)
175063 23500 (275)
1500e3=
: £
1250e3= .
1000e3=
750e3=
50063
25063 J
S AR
" 1075 " 11'oo ! “ntas "also T alrs ! " 120

Sekil 4.10. 5 pg/ml konsantrasyonlarinda venlafaksin ve internal standart olan imipramin katilmg
plazmadan ekstraksiyon sonrast GC-MS’te SIM modunda elde edilen kromatogram.
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Sekil 4.11. imipramin icin total iyon spektrumu m/z (kiitle/iyon yiikii) degerleri. Hedef m/z degerleri;
234 ve 235.
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Sekil 4.12. Venlafaksin i¢in total iyon spektrumu; m/z (kiitle/iyon yiikii) degerleri. Hedef m/z
degerleri; 58 ve 134.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismada lokal olarak perifere uygulanan venlafaksinin formalin ve glutamat testlerinde
lokal periferal antinosiseptif etki gosterdigi ve olusan etkinin sistemik uygulamadan
farkli olmadigr goriilmiistiir. Venlafaksinin formalin testindeki lokal periferal
antinosiseptif etkisinde opyoid reseptorlerinin rollerinin olmadigi, adenozin A,
reseptorlerinin ise sadece 1. fazda Onemli role sahip oldugu bulunmustur. Lokal ve
sistemik uygulamayi takiben alinan kan 6rneklerinden plazmada yapilan miktar tayininde
lokal uygulamada plazmada venlafaksine rastlanmamasi ise etkinin tamamen lokal

oldugunu dogrulamistir.

Yapilan deneysel ve klinik calismalarda venlafaksinin sistemik uygulama ile diyabetik ve
diger noropatik agr1 durumlarinda ve deneysel agr1 modellerinde oldukga giiclii analjezik
etki gosterdigi bildirilmistir (98-102). Antihiperaljezik etkisinin doza bagli ve kronik
uygulamada akut uygulamaya gore daha belirgin oldugu gosterilmistir (47, 103).

Calismamizda venlafaksin formalin testinde sistemik uygulamayi takiben doza bagh
olarak antinosiseptif etki gostermistir. Intraperitoneal olarak uygulanan 20 ve 40 mg/kg
dozlan her iki fazda, her iki nosiseptif davranisi istatistiksel olarak anlamli derecede
inhibe etmistir. Literatiirde venlafaksin ile formalin testinde yapilmis caligmalara diger
agn testlerine gore ¢ok daha az rastlanmaktadir. Halbuki antidepresanlarin antinosiseptif
etkilerinin degerlendirilmesinde formalin testinin hot-plate gibi akut testlere gore daha

hassas ve giivenilir sonuglar verdigi bildirilmektedir (56). Ayrica uzun siireli bir agr



46

modeli olan formalin testinin bazi 6zellikleri bakimindan insandaki travma sonrasi olusan

agriy1 taklit ettigi bildirilmektedir (18).

Sicanlarda yapilan bir caligmada 10 ve 30 mg/kg i.p. venlafaksinin 50 pl % 5’lik
formalin injeksiyonu ile olusan penceyi yalama-isirma davramiglarini ikinci fazda
azalttigr bildirilmistir (104). Sicanlara 50 wl % 2.5’lik formalin injeksiyonu ile yapilan
baska bir ¢alismada ise 20 mg/kg s.c. venlafaksinin Faz 1’1 istatistiksel olarak anlamli
sekilde ve Faz 2’yi ise tamamen inhibe ettigi bildirilmistir. Bu calismada % 2.5’lik
formalin kullanilmis olmasina, formalin injeksiyonu ile olusan nosiseptif davraniglardan
sadece pengeyi yalama ve 1sirma davranisina odaklanilmis olmasina ve ayrica formalin
injeksiyonunu takiben ilk 5 dakika 1. Faz, 20. ve 30. dakikalar aras1 ise 2. Faz olarak
almmis olmasma ragmen sonuglart bizim verilerimizle uyumludur. Venlafaksinin
formalin testindeki bu sistemik etkisi i.t. olarak uygulanan selektif SHT;5 reseptor
antagonisti olan WAY-100635 ile Faz 1’de degismezken, Faz 2’de kismen inhibe
olmustur (105). Sicanlar lizerinde yapilan bir bagka calismada ise 50 pl % 5’lik formalin
injeksiyonu ile olusan nosiseptif davranislardan sadece pence sallama davramisi dikkate
almarak yapilan degerlendirmede 30 ve 100 mg/kg i.p venlafaksininin ikinci fazda
anlamli sekilde inhibisyon yaptig1 bildirilmistir (106).

Venlafaksinin siganlarda i.p. 10 mg/kg’dan diisiik dozlarinda SSRI gibi davrandigi, 30
mg/kg ve daha yiiksek dozlarda ise dual inhibitor gibi davrandig: bildirilmektedir (106).
Benzer sonu¢ Lang ve ark. tarafindan 1996 yilinda kronik konstriiktif hasar olusturulmus
sicanlar iizerinde yapilan ¢alismada 30 ve 100 mg/kg venlafaksinin termal hiperaljeziyi
maksimum oranda geri ¢evirmesi ile desteklenmektedir (45). Ayrica venlafaksin bir
inflamatuvar agr1 modeli olan karragenin injeksiyonu ile olusan termal hiperaljeziyi doza
bagh olarak 10, 30 ve 100 mg/kg i.p. dozlar ile geri ¢evirebilirken, mekanik hiperaljeziyi
ancak 30 ve 100 i.p. dozlar1 inhibe edebilmistir (107, 108). Marchand’in 2003 yilinda
yaptig1 calismada elde ettigi veriler ise bunu desteklememektedir, ancak bu calismada
diisiik dozlar kronik olarak uygulanmistir (47, 103). 5-HT ve noradrenalinin sinir ucuna
geri alimini inhibe eden droglarin (dual inhibitorler) sadece birini inhibe edenlere gore
deneysel hayvan modellerinde daha genis bir agr1 dindirme potansiyeline sahip olduklar
bildirilmistir (106, 107, 109). Tiim bu verilere zit olarak sistemik olarak uygulanan
amitriptilin ve mirtazepin sigan formalin testinde 2. fazda penceyi sallama davranisini

beklenmedik bir sekilde artirirken, yalama ve 1sirma davraniglarint azaltmiglardir (110).
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Noropatik agrinin olusmasinda periferal mekanizmalarin rol almasi topikal yaklagimlarin
faydali olabilecegini One siirmiistiir. Primer afferent duyusal noronlar prostanoidler,
bradikinin, ATP, histamin, 5-HT gibi inflamatuar maddelerle uyarilabildiklerinden bu
maddelerin etkilerinin inhibe edilmesi analjeziklerin gelistirilmesinde strateji olabilir.
Periferal sinir sonlanmalarinda opyoid, a-adrenerjik, kolinerjik, adenozin ve kannabinoid
reseptorleri gibi inhibitor nororeseptorler de bulundugundan bu reseptorler icin agonist
maddeler drog gelistirilmesinde 6nemli hedeflerdir. Su anda NSAII, opyoidler, kapsaisin,
lokal anestezikler ve o-adrenerjik reseptor agonistleri bazi klinik durumlarda
kullanilmaktadirlar. Ayrica topikal olarak bir ka¢ antidepresanin ve glutamat reseptor
antagonistlerinin kullanimina iligkin baz1 klinik veriler de vardir (8).

Antidepresanlar ise kronik agrimin tedavisinde 40 yildan fazla bir zamandir
kullanilmaktadirlar. Baslangigta bu etkileri spinal kord ve supraspinal diizeydeki santral
mekanizmalara atfedilmistir. Son zamanlarda tonik agr1i modeli olan formalin testinde ve
kronik konstriiktif hasar ile olusturulan néropatik agri modellerinde lokal olarak perifere
uygulanan amitriptilin ve desipramin gibi bazi antidepresanlar antinosiseptif etkili
bulunmuglardir (76-79). TCA grubu bir antidepresan olan doksepinin ekzema tedavisinde
kullanilan krem formiilasyonunun kronik noropatik agrili hastalarda lokal olarak
uygulanmasi ile analjezik etki gosterdigi bildirilmistir. Topikal % 3.3’liik doksepin ve %
0.025’lik kapsaisin tek baglarina ve kombine uygulanarak yapilan calismada tek
uygulama yapilan gruplarda 2. haftadan, kombine uygulanan grupta ise ilk haftadan
itibaren belirgin analjezi gozlenmistir (80). Ayrica yakin zamanda oral mukozal agrisi
olan kanserli veya kanser tedavisi goren hastalarda yapilan caligmada ise gargara
seklinde uygulanan doksepin analjezik etki olusturmustur (81). % 2 amitriptilin-% 1
ketamin iceren kremin topikal olarak uygulanmasi ile periferal noropatide etkili oldugu
bildirilmistir. Periferal analjezik etkiye NMDA reseptor antagonizmasinin ve adenozinin
katkis1 olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (82). Doksepin, amitriptilin, desipramin ve fluoksetin
disindaki antidepresan gruplar1 ile lokal periferal analjezik etkiye yonelik c¢aligmalara
literatiirde rastlanmamustir.

[k defa bizim calismamizda venlafaksinin lokal olarak perifere uygulanmasi sureti ile
antinosiseptif etkinligi aragtinlmistir. Venlafaksin formalin testinde lokal olarak perifere
uygulandiginda konsantrasyona bagli olarak antinosiseptif etki gostermistir. Venlafaksin
100, 200 ve 400 pg konsantrasyonlarinda uygulandiginda belirtilen tiim nosiseptif

davraniglari inhibe etmistir.
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Ince miyelinli ve miyelinsiz kiitanoz duyusal liflerin periferdeki uglarinda opyoid
reseptorlerinin varligi bilinmektedir. Dorsal kok gangliyonlar opyoid reseptorlerine 6zgii
mRNAlar igerirler ve sentezlendiklerinde hem perifere hem de santrale dogru
gonderilirler ve periferde opyoidlerin etkileri inflamasyondan hemen sonra gozlenir.
Ekzojen opyoidlerin periferal antinosiseptif etkileri ise ¢ok sayidaki davranis ¢alismalar
ile ozellikle de inflamasyon modellerinde gosterilmistir (8). Visseral afferentlerde
yapilan elektrofizyolojik caligmalarla TCA grubu antidepresanlarin periferal etkilerinin
oldugu ve bu etkilerinin nalokson ile bloke edilebildigi gosterildiginden (84),
venlafaksinin sican formalin testinde olusturdugu lokal periferal antinosiseptif etkisinde
opyoiderjik sistemin roliinii arastirmak amaciyla venlafaksin injeksiyonu oncesi sistemik
olarak opyoid reseptor antagonisti olan nalokson uygulanmistir. Ancak nalokson
uygulanmasi ile venlafaksinin lokal periferal antinosiseptif etkisinde belirgin bir degisme
meydana gelmemistir. Nalokson tek basina uygulandiginda da formalin testinde
nosiseptif cevabi etkilememistir. Verilerimizle uyumlu olarak yapilan caligmalarda
venlafaksin sistemik olarak 10 mg/kg dozlarinda s.c. olarak 1 saat ara ile 5 kez
mononoropatik ve diyabetik noropatili sicanlara uygulandiginda antihiperaljezik etki
gostermistir ve bu etkisi 1 mg/kg i.v. nalokson ile degismemistir (47, 103). Bazi
arastirmacilara gore sistemik nalokson formalin testinde tek basina uygulandiginda
hiperaljezi olusturabiliyor, bazilarina gore analjezi yapabiliyor ve bazilarina gore de
herhangi bir etki olusturmayabilir (111-114). Bizim ¢alismamizda da nalokson 2 mg/kg
dozunda i.p. olarak uygulandiginda sican formalin testinde tek basina anlamh etki
olusturmamigtir. Bu da testte belirgin bir endojen opyoid salinimlarmin olmadigim
disiindiirmiistiir. Formalin testinde venlafaksinin lokal olarak perifere uygulanmasiyla
olusturdugu antinosiseptif etkide opyoid reseptorlerinin rolii olmadigi tespit edilmistir.
Diger calismalardan elde edilen veriler venlafaksinin sistemik uygulama ile antinosiseptif
etki gosterebilmek icin noradrenerjik ve serotonerjik sistemlere ihtiya¢ duydugunu ancak
TCA’larin zittina endojen opyoid sistemlerle etkilesmedigini gostermistir (103). TCA’lar
opyoid reseptorlerine diisiik de olsa baglanma afinitesine sahiptirler ve antidepresan etki
olusturan dozlar ile elde edilen plazma ve santral dokudaki diizeylerinin opyoid
reseptorlerini etkileyecek diizeyde oldugu bildirilmistir. TCA’larin  etkilerindeki
opyoiderjik mekanizmalarin monoaminerjik etkilerinden kaynaklanan dolaylh bir etki ile
de olabilecegi diisiiniilmektedir (115). Farede formalin testinde ve kuyrugun elektriksel

uyarilmast ile olusan nosisepsiyonda TCA’larin olusturdugu antinosiseptif etkilerde
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opyoiderjik, serotonerjik ve noradrenerjik sistemlerin rolii oldugu bildirilmistir. Ancak
antidepresanlarin antinosiseptif etkileri ve bu etkide rol alan mekanizmalarin uygulanan
maddeye ve teste bagl olarak degisebildigi bildirilmistir (60). Ornegin imipraminin
farede olusturdugu antinosiseptif etkide GABAg reseptorlerinin rolii oldugu antagonist
uygulanarak gosterilmistir (61). Fluoksetinin diyabetik noropatili farede olusturdugu
antinosiseptif etki ise nalokson ve atropin ile antagonize edilebilmistir (62).
Venlafaksindeki farklilik; TCA’lara benzemeyen yapisi, antimuskarinik, antihistaminik
ve o-blokor etkisinin olmamasi ve bir de TCA’lardan farkli bir sekilde 5-HT ve
noradrenalin geri alim transportorlerine baglaniyor olmasi olabilir (47, 116). Bunlara zit
olarak farede hot-plate testinde venlafaksin ile yapilan bir calismada olusan antinosiseptif
etkide o, -adrenerjik ve k;-, k3- ve 8- opyoiderjik reseptorlerinin rol aldigi bildirilmistir
(46).

Adenozinin i.v. olarak insana uygulandiginda agr1 olusturdugu onceden bildirilmistir.
Diger taraftan adenozin analoglarinin hayvanlarda periferal ve it. uygulama ile
antinosiseptif etki olusturduklar gosterilmistir. Periferal ve spinal bolgelerde adenozin ve
ATP agn transmisyonu iizerinde coklu etkilere sahiptirler. Rodentlerde periferal sinir
terminallerinde A; reseptorlerinin aktivasyonu duyusal sinir terminallerinde cAMP
yapimini azaltarak antinosisepsiyon olustururken, A, reseptor aktivasyonu cAMP
diizeyini artirarak pronosiseptif ve agriy1 artirici etki gosterirler. As reseptor aktivasyonu
mast hiicrelerden histamin ve 5-HT salarak agr1 olusturur. Spinal kordda, akut nosiseptif
inflamatuar ve noropatik agri testlerinde A; reseptorlerinin aktivasyonu antinosiseptif
etki olusturmustur. Bu etkisi motor performansi etkileyen dozlarindan daha diisiik dozlar
ile gozlenmistir. Antinosisepsiyon K' kondiiktansinin artmas1 sonucu intrinsik
noronlardaki inhibisyondan ve duyusal sinir terminallerinin presinaptik inhibisyonu
sureti ile P maddesi ve muhtemelen glutamat saliniminin inhibisyonundan
kaynaklanmaktadir (63). A; reseptor agonisti olan R-PIA formalin testinde farenin
pengesine lokal olarak uygulandiginda antinosiseptif etki goOsterirken, A, reseptor
agonisti olan APEC aljezik etki olusturmustur. Veriler periferal A; reseptorlerinin lokal
antinosiseptif etkiden, A, reseptorlerinin ise aljezik etkiden sorumlu oldugunu gosteriyor
(8, 89). Esasen A; reseptorleri sinaptik transmisyonda inhibitor etkilerde baskin olurken,
A, reseptorleri eksitator niteliktedirler. Sigana lokal olarak uygulandiginda mekanik
hiperaljezi yapmaktadir ve bu etkisi A, reseptdor antagonistince azalmaktadir (64).

Ekzojen adenozin sican formalin testinde her iki fazda da pengeyi sallama nosiseptif
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davranmisimi muhtemelen periferal A, reseptor araciligi ile artirmaktadir. Endojen
adenozin formalinin olusturdugu inflamatuar agrida A; ve A, reseptorlerini uyararak yer
aliyor. Nosisepsiyon acisindan adenozin A; ve A, reseptorlerinin uyarilmasi goriiniiste
71t etki yapiyor (117). Periferde p, A; ve o, reseptorlerinin tiglii kompleks seklinde
antinosisepsiyona aracilik edebilecekleri de bildirilmistir (87). Amitriptilinin lokal olarak
pencgeye uygulanmasi ile formalin testinde olusturdugu antinosiseptif etkisinin kafein ve
A, reseptdor antagonisti olan CPT tarafindan kismen de olsa azaltilmis olmasi,
venlafaksinin etkisinde de adenozinerjik sistemin roliiniin olup olamayacag fikrini akla
getirmigtir. Amitriptilin ve diger birtakim antidepresanlarin sinir ucuna adenozin geri
alimmi inhibe ettikleri yapilan calismalarla gosterilmistir (65). Ustelik formalin
injeksiyonu ile periferde adenozin salindigi da tespit edilmistir. Salinan adenozinin
amitriptilin tarafindan geri alimmin inhibisyonunun, lokal periferal antinosiseptif
etkisindeki mekanizmalardan biri olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Ancak venlafaksinin sinir
ucundan adenozin geri alimim inhibe edip etmedigine dair literatiirde bilgiye
rastlanmamigtir. Daha Onceden yaptigimiz bir calismada venlafaksinin sistemik
uygulama ile farede hot-plate testinde olusturdugu antinosiseptif etkisi kafein tarafindan
azaltilmistt (49). Tum bu sonuglara dayanarak venlafaksinin sican formalin testinde
olusturdugu lokal periferal antinosiseptif etkisinde adenozin A; reseptorlerinin roliinii
arastirmak amaciyla venlafaksinin i.pl. injeksiyonundan oOnce adenozin A; reseptor
antagonisti olan CPT’yi uyguladik. Venlafaksinin formalin testinde olusturdugu
antinosiseptif etki adenozin A; reseptor antagonisti CPT tarafindan 1. fazda anlamlh
derecede inhibe edilirken, 2 fazdaki bu inhibisyon istatistiksel olarak anlamli degildir.
Yani adenozin A; reseptorleri 2. fazda degil ancak 1. fazda venlafaksinin antinosiseptif
etkisine aracilik etmektedirler. 1. fazin periferdeki nosiseptorlerin direkt uyarilmasi
sonucu olustugu bildirildiginden (11, 18) venlafaksin injeksiyonu ile periferdeki

adenozin A reseptorlerinin bir sekilde uyarilmis olabilecegini diisiiniiyoruz.

Bir eksitator amino asit olan glutamat deriye uygulandiginda agr1 davranislar olusturur
(21). Sigan pengesine ya da eklem bosluguna NMDA ve non-NMDA glutamat reseptor
agonistlerinin uygulanmasi hiperaljezi ve allodiniye neden olarak agriyr artirmistir.
Pengede olusan inflamasyonda C ve A- liflerinden lokal olarak glutamat salindig
bildirilmektedir (8, 15). Ilaveten sempatik afferentler iizerindeki glutamat reseptorlerinin
uyarilmasi ile noradrenalin ve postgangliyonik efferentlerden ATP, néropeptid Y gibi

diger maddelerin salinimi ve ayrica postgangliyonik efferentler {izerinde bulunan
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NMDA, AMPA ve kainat reseptorlerinin uyarilmasi ve bunlarin inflamasyon gibi
durumlarda ekspresyonlarinin artmasi gibi dolayli mekanizmalar da rol alirlar (8). Sican
formalin testinde de periferal NMDA ve diger glutamat reseptorlerinin nosiseptif
davranmiglara katkida bulunduklart bildirilmistir. Formalin testinde mikrodiyaliz yontemi
ile injeksiyon Oncesi ve sonrasi sigan pencesinin plantar kismindaki glutamat ve aspartat
diizeyleri olgiildiigiinde injeksiyondan hemen sonra injeksiyon yapilan pengeye
kontralateral tarafta herhangi bir artis gézlenmezken ipsilateralde artis gézlenmistir. Bu
da formalin injeksiyonu ile olusan nosisepsiyon ve inflamasyonda periferal glutamat ve
aspartat salimiminin rol aldigim1 gosteriyor (15). Sican pengesinden glutamat
injeksiyonunu takiben kapsaisine duyarli primer afferentlerden adenozinin de salindigi
periferal mikrodiyaliz araciligi ile gosterilmistir (25). Penceye glutamat soliisyonunun
injeksiyonunu takiben ¢abucak baslayan nosiseptif davranislarin, glutamatin hizli bir
sekilde cevre dokular tarafindan geri alinmasindan dolayr yaklasik 15 dakika kadar
sirdiigii bildirilmistir (24). Bizim caligmamizda da penceye glutamat injeksiyonunu
takiben hizli bir sekilde baslayan ve yaklagitk 10 dakikada sona eren nosiseptif
davraniglar gézlenmistir. Ancak simdiye kadar pengeye glutamat injeksiyonu ile yapilan
calismalarda sadece penge yalama davranig1 dikkate alinirken ilk kez bizim ¢alismamizda
pengeyi sallama nosiseptif davranisi da dikkate alinmigtir. Glutamat testinde venlafaksin
lokal olarak penceye uygulandiginda konsantrasyona bagli olarak 100 ve 200 pg
konsantrasyonlarda ve ayrica sistemik olarak 20 mg/kg i.p dozunda uygulandiginda
belirgin antinosiseptif etki olusturmustur. Lokal olarak perifere uygulanan venlafaksinin
100 pg konsantrasyonun ve sistemik 20 mg/kg i.p dozunun olusturdugu antinosiseptif
etki arasinda fark bulunmamistir. 200 pg konsantrasyonda olusturdugu antinosiseptif etki
ise sistemik 20 mg/kg i.p dozunun olusturdugundan belirgin derecede fazladir. Hem
glutamat testinde hem de formalin testinde belirgin antinosiseptif etki gosteren
venlafaksinin periferdeki bu etkisine, glutamerjik reseptorler {izerindeki dogrudan

ve/veya dolayli antagonistik etkisinin de aracilik edebilecegini diisiiniiyoruz..

Formalin testinde kullanilan hayvanin tiirii, irk1 ve cinsiyeti, uygulanan formalinin
konsantrasyonu, formalinin pencenin dorsal ya da ventral yiiziine injekte edilmesi,
injeksiyon sayistmi azaltmak icin uygulanacak drogun formalin soliisyonu icine
kanistirilip injekte edilmesi, nosiseptif davramislar1 degerlendirme kriterleri (sadece
pengeyi yalama ve 1sirma davranist ya da penceyi sallama sayisinin degerlendirilmesi) ve

degerlendirme siiresi, ortam sicakligindaki asir1 degismeler, hayvana injeksiyonu
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kolaylastirmak i¢in anestezi yapilmasi gibi bir ¢ok faktor formalin testinde cevaplari

oldukga etkilemektedir (16, 20).

Calismalarimizda miimkiin oldugu kadar dogru yanit elde edebilmek i¢in venlafaksini
formalin soliisyonunun (Sawynok ve ark. 1999, yontemini modifiye ederek) veya
glutamat soliisyonunun icine katmadan diger bir deyisle kokteyl tarzinda
karistirmaksizin, formalin veya glutamat injeksiyonlarindan once uygulandi. Calismada
tiim nosiseptif davraniglar (penceyi yalama, 1sirma ve sallama) kaydedilerek cevaplar bir
biitiin olarak ele alinmaya calisildi. Calismada venlafaksinin antinosiseptif etkisinde
penceyi yalama-isirma ve sallama davranislan agisindan bir farklilik olmadigi, sonuglarin
paralel oldugu goriilmiistiir. Baz1 caligmalarda penceye injeksiyon halotan anestezisi
altinda yapilmakta ve anestezik etki tamamen ortada kalkinca deneye tabi tutulmakta,
ancak bu sekilde formalin testinin ilk faz1 gbzlemlenemeyebilmektedir. Bu nedenle bizim
calismalarimizda agr testlerinde diger bazi arastirmacilar gibi herhangi bir anestezik

madde kullanmaksizin injeksiyon yapildi.

Yapilan lokal periferal uygulamalarla elde edilen antinosiseptif etkide venlafaksinin
sistemik etkisinin olup olmadigini arastirmak ve sayet varsa sistemik uygulamayla olusan
plazma konsantrasyonlar ile kiyaslamak amaciyla lokal ve sistemik uygulamayi takiben
belirli zamanlarda siganlardan alinan kan 6rnekleri ile plazmadaki venlafaksin miktarim
tayin ettik. Lokal uygulamayi takiben 12. ve 45. dakikalarda yani 1. fazda 5. dakikaya ve
2. fazda 37. dakikaya tekabiil eden zamanlarda alinan kan 6rneklerinde venlafaksin tayin
limitinin (25 ng/ml) altinda kaldigi i¢cin bulunmadigi sonucuna varilmistir. Sistemik
uygulama sonrast ise 25. (1. fazda 5. dakika) ve 45. dakikalarda (2. fazda 25. dakika)
alman kan oOrneklerinde sirasiyla 1.74 + 0.18 pg/ml ve 1.00 £ 0.67 pg/ml
konsantrasyonda venlafaksin tespit edilmistir. Veriler lokal olarak penceye venlafaksin
injeksiyonu ile formalin ve glutamat testinde olusan antinosiseptif etkinin lokal oldugunu
teyid etmektedir.

Sonu¢ olarak formalin ve glutamat testlerinde venlafaksinin lokal periferal olarak
uygulanmasi sistemik uygulama ile kiyaslanabilecek diizeyde antinosiseptif etki
gostermistir. Bu etkisinde opyoid reseptorlerinin 6nemli bir rolii saptanamazken,
adenozin A; reseptorlerinin rolii olabilecegi gosterilmistir. Ayrica venlafaksinin
glutamerjik reseptorler iizerinde dogrudan ve/veya dolayli inhibitor bir etkisi olabilecegi

diisiintilmistiir.
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Bu veriler 1s18inda venlafaksin kronik agri durumlarinda krem ya da jel seklinde lokal
olarak perifere uygulanmak suretiyle faydal olabilir. Hasta tarafindan kullanimi olduk¢a
kolay bir uygulama sekli olan lokal periferal uygulama sayesinde uygulama yerinde
oldukg¢a yiiksek konsantrasyonda ila¢ bulunmasina olanak saglamak miimkiin olurken
ayni zamanda sistemik yan etkiler de bertaraf edilmis olunabilir. Ancak daha kesin bir

seyler sdyleyebilmek i¢in bu konuda yapilacak klinik denemelere ihtiya¢ vardir.
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EKLER



EK.1: Kullanilan demirbas ve sarf malzemeler
GC-MS (Shimadzu)

Hamilton Siringa (Hamilton, Isvicre)

Igne ucu (Hayat, Istanbul)

Hassas Terazi (Shimadzu)

Terazi (Sartorius)

pH metre (Hanna Instruments)

Santrifiij (Hettich EBA 3S), satrifiij (Niive)

Etiiv (Niive)

Vorteks (Elektromag)

Ceker ocak (Simsek Laborteknik)

Derin dondurucu (Sanyo Biomedikal)
Mikropipet (Troff Lab)

Gozlem Kafesi, kronometre, ayna, beher, cam tiip, eppendorf tiipleri, azot
Formaldehit (Merck, Almanya)

Venlafaksin HCI, % 99,9 (Wyeth Reference Standarts, ABD)
CPT (Sigma, Almanya)

Nalokson HCI (Sigma, ABD )

L-Glutamik asit HCI (Sigma, ABD)

Imipramin HCI (Sigma, ABD)

Metanol, extra pure (Merck, Almanya)
Siklohekzan, ACS reagent (Sigma, ABD)

Etil asetat, extra pure (Merck, Almanya)

Sodyum Hidroksit (Merck, Almanya)

Serum Fizyolojik (Biosel, Tiirkiye)
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