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OZET

Agr1 viicudun herhangi bir yerinden kaynaklanan gercek ya da olas1 bir doku hasari ile
birlikte bulunan, hastanin ge¢misteki deneyimleri ile ilgili, duyusal, afektif, hos olmayan
emosyonel bir duyum ve davranig seklidir. Bu calismada agri mekanizmasinda, morfinin
analjezik etkisinde ve morfine karsi gelisen toleransta NO (nitrik oksit)/cGMP yolaginin
roliinii tail flick ve hot plate testlerini kullanarak arastirmay1 amagladik.

Calismamizda kullanilan 150 adet sican on bes gruba ayrildi. Deney gruplarina L-
NAME (NO sentaz inhibitorii), NOC-18 (NO dondrii), BAY 41-2272 (Guanilat siklaz
inhibitdrii) ve SIN-1 (NO dondrii ve guanilat siklaz inhibitdrii) intraperitoneal olarak verildi
ve bu maddelerin termal hiperaljeziye etkileri ve morfin analjezisine etkileri tail flick ve hot
plate testleri kullanilarak ol¢iildii. Ayrica morfine tolerans gelistirilen gruplarda bu ilaclarin

morfin toleransina etkileri degerlendirildi.

L-NAME, hem tail flick hem de hot plate testlerinde kontrol grubuna goére anlamli
olarak analjezi olustururken, NOC-18, BAY 41-2272 and SIN-1 kontrol grubuyla
karsilastirilinca hiperaljezik etki gosterdi (p<0.05). L-NAME morfinle kombine edildiginde
sadece morfin uygulanan grupla karsilastirildiginda morfinin olusturdugu analjeziyi anlaml
olarak artirdi (p<0.05). NOC-18, BAY 41-2272 ve SIN-1 morfinle birlikte verildiginde
morfinin analjezik etkisini tek bagina morfin verilen grupla karsilastirildiginda anlamli olarak
azalttilar (p<0.05). L-NAME morfine kars1 gelisen toleransi azaltti (p<0.05) ancak tamamen
ortadan kaldirmadi. NOC-18, BAY 41-2272 ve SIN-1 ise morfine gelisen tolerans: daha da
artird1 (p<0.05).

Sonug olarak nitrik oksitin agrt mekanizmasinda hiperaljezik yonde rol oynadigi
sOylenebilir. NOS inhibitorlerinin morfinle birlikte uygulanmasi morfinin analjezik etkisini
arttirabilir. Ayrica NO/cGMP yolag1 morfine karst gelisen toleransta rol oynamaktadir ancak
NOS inhibitdrlerinin verilmesinden sonra tamamen toleransin ortadan kalkmamasi morfine

tolerans gelisiminde bagka mekanizmalarin da roliiniin oldugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Agri, morfin, nitrik oksit, morfin toleransi, sigan
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SUMMARY

Pain is an unpleasant sensory and emotional experience associated with actual or
potential tissue damage, or described in terms of such damage. In this study we aimed to
investigate the role of NO (Nitric oxide)/cGMP pathway in the pain mechanism, the analgesic
effect of morphine and the tolerance to morphine by tail flick and hot plate tests.

One hundred and fifty rats were allocated into fifteen groups. L-NAME (NO synthase
inhibitor), NOC-18 (NO donor), BAY 41-2272 (Guanylate cyclase inhibitor) and SIN-1 (NO
donor and guanylate cyclase inhibitor) were intraperitoneally given to the experimental
groups and the effects of these agents to the thermal hiperalgesia and morphine analgesia
assessed by tail flick and hot plate tests. Additionally the effects of these agents on the

morphine tolerance development were evaluated.

L-NAME made an analgesic effect where NOC-18, BAY 41-2272 and SIN-1 showed
a hyperalgesic effect compared with the control group both in tail flick and hot plate tests
(p<0.05). When L-NAME combined with morphine it enhanced the analgesic effect of
morphine compared with the only morphine applied group (p<0.05). But when NOC-18,
BAY 41-2272 and SIN-1 combined with morphine, they all decreased the analgesic effect of
it compared with the only morphine applied group (p<0.05). L-NAME decreased the
morphine tolerance development (p<0.05) but cannot inhibit completely. NOC-18, BAY 41-
2272 and SIN-1 increased the morphine tolerance development (p<0.05).

In conclusion, NO plays a hyperalgesic role in pain mechanism. The application of
NOS inhibitors with morphine may enhance the analgesic effect of morphine. NO/cGMP
pathway seems to play a role in the morphine tolerance development but the partial inhibition
of this tolerance by NOS inhibitors suggests the presence of possible other mechanisms in this

tolerance development.

Keywords: Pain, morphine, nitric oxide, morphine tolerance, rat
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BOLUM I
GIRIS VE AMAC

Uluslar Arast Agr1 Arastirmalar1 Tegkilat1 (International Association for the
Study of Pain (I.A.S.P.) tarafindan yapilan en gegerli tanimlamaya gore agri;
viicudun herhangi bir yerinden kaynaklanan ger¢ek ya da olasi bir doku hasar ile
birlikte bulunan, hastanin ge¢misteki deneyimleri ile ilgili, duyusal, afektif, hos
olmayan emosyonel bir duyum ve davranis seklidir.

Morfin agr tedavisinde en sik kullanilan dogal bir opioid olup opioidlerin
karsilastirilmasinda prototip olarak kullanilir. Morfin genel anesteziklere gore
analjezik etki olusturmakta iistiindiir ¢iinkii hem spinal hem de supraspinal diizeyde
analjezi olusturur. Opioidlerin ¢ok ¢esitli etkileri bulunmasina karsin primer
kullanim alani, cerrahi uygulama veya kanser gibi bir hastalik sonucu gelisen,
anksiyetenin de eslik ettigi agrinin tedavisidir. Morfinin analjezik etkisine cesitli
maddelerin etkilerinin arastirilmasi oldukc¢a popiiler bir konudur ve bir opioid
prototipi olan morfin bircok madde ile kombine edilerek aralarindaki etkilesim
arastirilmistir. Opioid bir ilag olan morfinin tekrarlayan sik kullanimlari sonunda
etkilerinde azalma goriiliir ve buna tolerans denir. Ayn1 etkiyi elde etmek i¢in daha
yiiksek dozlar kullanilmalidir.

Nitrik oksit L- Arjinin, oksijen ve kofaktorler varliginda nitrik oksit sentaz
enzimiyle sitriilline dontistiiriiliirken agiga ¢ikan, biyolojik membranlardan ¢ok kolay
difiize olan, lipofilik 6zellikte olan, oksijensiz ortamda olduk¢a stabil olup suda
eriyen ve bir¢ok 6nemli fizyolojik islevin ger¢eklesmesinde rol alan bir gazdir. Nitrik
oksitin agr1 mekanizmasindaki rolii arastirilirken agrinin algilanmasi sirasinda
noronal yolaklarin bircok seviyesinde rol oynadigt ve agrinin duyusunun
diizenlenmesinde onemli bir islevi oldugu pek c¢ok caligmada kabul edilmekle
birlikte, bunun hangi mekanizmalar aracilifiyla oldugu tam olarak aciga
kavusmamustir.

Bu ¢alismada agr1 mekanizmasinda, morfinin analjezik etkisinde ve morfine
kars1 gelisen toleransta nitrik oksitin roliinii tail flick ve hot plate testlerini kullanarak

arastirmay1 amagladik.



BOLUM 11
GENEL BiLGILER

2.1. Agn

2.1.1. Agrimin tanim

Agn , Latince ceza, iskence, intikam anlaminda “Poena” sézciliglinden gelir
ve tanimi oldukca giictiir. Uluslar Arasi Agr1 Arastirmalar1 Teskilat1 (International
Association for the Study of Pain (I.A.S.P.) tarafindan yapilan en gecerli
tanimlamaya gore agri; viicudun herhangi bir yerinden kaynaklanan gercek ya da
olas1 bir doku hasar1 ile birlikte bulunan, hastanin ge¢misteki deneyimleri ile ilgili,
duyusal, afektif, hog olmayan emosyonel bir duyum ve davranis seklidir. Agr kisiye
Ozneldir bu nedenle kisiden kisiye bliyiik farkliliklar gosterir. Bu farkliligin sebebi,
kisilerin yasam boyu karsilastiklar1 agrili durumlardan edindikleri deneyimlerdir.
Doku harabiyeti veya patolojik degisiklikler olmadan da agr1 hissinden bahsedilebilir
ve bu durum agrinin hissel yoniinlin 6nemini gostermektedir (1, 2).

Viicudun bir bolgesinde bir doku yikimi oldugu zaman, bunun 6zellesmis
sinir uglar ile alinip (nosiseptor), santral sinir sistemine gotiiriilmesi, belirli bolge ve
noral yapilarda degerlendirilerek bu zararli tehdit durumunun algilanmasi ve buna
kars1 gereken fizyolojik, biyolojik ve psikolojik onlemlerin harekete gegirilmesine
nosisepsiyon denir. Agr1, nosisepsiyon iginde bir algilama olayidir. Iste nosisepsiyon
doku hasari ile agrinin algilanmasi arasinda olusan karmasik elektrokimyasal olaylar
serisinin biitiintidiir (1).

2.1.2. Agrimin norofizyolojisi

Doku hasarinin baglamasi ve agrinin algilanmasiyla son bulan karmasik
fizyolojik olaylarin tiimiine nosisepsiyon adi verilir. Nosisepsiyon dort boliimden
olusur (3):

1) Transdiiksiyon,

2) Transmisyon,

3) Modiilasyon,

4) Persepsiyon (Sekil 2.1).



Persepsivon

Korteks

Ajnih Uyaran

Sekil 2.1. Nosisepsiyon agamalari (6)

Transdiiksiyon ve transmisyon periferde, modiilasyon spinal kordda,
persepsiyon ise daha iist merkezlerde gergeklesir. Agrili uyarana duyarlilik gésteren
primer afferent sinirlerin periferik terminali olarak nosiseptorlerin transmisyon ve
transdiiksiyon olarak iki temel fonksiyonu vardir (4).

Transdiiksiyon: Uyarinin, duyusal sinir uclarinda elektriksel aktiviteye
doniistiiriilmesidir. Ornegin mekanik, kimyasal ve termal bir uyaran kendileri ile
ilgili reseptorleri uyardigir gibi nosiseptorleri de etkiler. Bu uyaranlarin elektrik
enerjisine doniistiiriilmesine transdiiksiyon adi verilir (4, 5). Agr1 nosiseptdr adi
verilen, periferik terminalleri agrili uyarana duyarl afferent sinir uglar tarafindan
algilanir (6). Bu sinir uglar1 ince miyelinsiz C lifleri ve miyelinli A delta liflerinin
distal uzantilaridir. A delta liflerinin uglar1 olan nosiseptorler termal ve mekanik

nosiseptorler; C liflerinin uglar1 olan nosiseptorler ise mekanik, termal, kimyasal,



sicak ve soguk gibi birgok uyaran ile aktive olduklarindan polimodal nosiseptorler
adin1 alirlar (7). Transdiiksiyon nosiseptorlerin bir uyaranla ortamdaki fiziksel ve
kimyasal degisikliklerin etkisi ile daha duyarli hale gelmesini ifade eder.

Normal bir 1s1ya kars1 duyarsiz olan nosiseptdrler, 1sinin artisi ile daha duyarh
hale gelir. Nosiseptor aktivasyonu siirecinde ¢esitli etkenler devreye girer. Ornegin,
bir cilt hasarin1 takiben tahrip olan bolgelerde makrofaj, lenfosit ve mast
hiicrelerinden c¢esitli intraseliiler maddeler salinir. Bunlarin bazilar1 potasyum,
serotonin, bradikinin, histamin, prostaglandinler ve lokotrienlerdir. Saliman bu
maddeler ve nosiseptdr uclarindan salinan P maddesi, nérokinin A, Kalsitonin
geniyle iliskili peptid (CGRP) gibi noéropeptitlerin etkisiyle nosiseptorlerin uyarilma
esikleri diiser. Periferik sensitizasyon denilen bu olay sonunda diisiik siddetteki
mekanik uyaranlar normalde agr1 olusturmazken agrili olarak algilanmaya baglarlar
(6).

Transmisyon: Merkezi sinir sistemine (MSS) bilginin iletilmesidir. Transmisyonda
noral yolaklar 3 bilesenden olusur:

- Spinal korda ulagan primer duyusal afferent noronlari,

- Spinal korddan beyin sap1 ve talamusa uzanan “cikan kontrol sistemi”

noronlari,

- Talamokortikal projeksiyon (5).

Nosiseptorlerin uyarilmasiyla baslayan agr iist merkezlere A delta ve C lifleriyle
taginir (6). A delta lifleri, miyelinli lifler olup impulslar1 hizli iletirler. C tipi lifler ise
cok ince, miyelinsiz liflerdir ve impulslari ¢ok diisiik hizda iletirler. Agriy1 ileten bu
lifler, arka kok gangliyonunda sinaps yaptiktan sonra arka kokler ile medulla
spinalise (MS) girerler. MS’de arka boynuzun hemen gerisinde yer alan Lissauer
traktusunda, birka¢ segment yukar1 veya asagi inerler. Diger sinir lifleri de cesitli
bicimlerde agr iletimine katilir. Temel olarak dokunma duyusuna duyarli A beta
lifleri de zaman zaman agr1 iletiminde rol alirlar (8).

Modiilasyon: Inen néral yolaklar aracilifiyla transmisyon iletisinin azaltilmasidir
(5). Baslica medulla spinalis seviyesinde gerceklesmektedir. Agrili uyaran spinal
kord diizeyinde bir degisime ugramakta ve bu degisim sonunda uyari daha {ist
merkezlere iletilmektedir (9). MS dorsal boynuzunda agr iletimi ve modiilasyonunda

yer alan gesitli noronlar ve laminalar vardir. Afferent lifler dorsal kdkte birinci sira



noronlar ile sinaps yaparlar. Birinci sira ndronlarin aksonlari dorsal boynuza
girdikten sonra dorsal boynuzdaki sekonder noronlar (ikinci sira noronlar) ile sinaps
yapar (10). Dorsal boynuzda bulunan ndronlar baslica ii¢ grupta incelenebilir:

a) Projeksiyon ndronlari,

b) inhibitor ara néronlar,

¢) Lokal eksitator ara noronlar (7).

Hiicre tipleri, afferent-efferent baglantilar1 ve biyokimyasal 6zelliklerine gore
dorsal boynuz, on adet laminaya ayrilir. Rexed laminalar1 da denen bu laminalarda
spesifik reseptor-sinir lifi Uniteleri tanimlanmistir (10, 11) (Sekil 2.2). Lamina I, II,
IIT ve V agrinin algilanmasinda daha belirgin rol almaktadir (9, 11). Gegmiste
MS’nin agrinin MSS’ne iletilmesinde yalnizca bir ara durak olarak gérev yaptigina
inanilmaktaydi. Ancak 1965 yilinda Melzack ve Wall tarafindan ileri siiriilen Kap1
Kontrol Teorisi ile agrili uyaranin MS’de Onemli bir engelle karsilagtigi ve

modiilasyona ugradigi anlasilmistir (6).

Sekil 2.2. Rexed’in tanimladig1 laminer yapilar (5)



Transmisyon, transdiiksiyon ve persepsiyon birlikte siibjektif, emosyonel ve kisisel
psikolojik ozellikler ile etkileserek agrinin algilanmasinin saglandigir son agamadir
(5).

Persepsiyon: Kisisel subjektif duyusal emosyonel deneyimleri ile agrili uyariy
algilamasidir (12). Agrili impulslar sinir sisteminin {ist merkezlerine nosiseptif ¢ikici
sistemler ile iletilir. Bunlarin baglicalar1 spinotalamik yol, spinoretikiiler yol ve
spinomezensefalik yoldur (6). Spinomezensefalik yol antinosiseptif mekanizmalar
icinde yer alir (7). MS’de yer alan dorsal funikulus, spinohipotalamik,
spinotelensefalik ve spinoservikal traktuslar da agrili impulslari iletme 6zelligine
sahiptir. Ancak birinci derecede 6nem tasimazlar (7, 10).

Ekspresyon: Bilginin kortekste degerlendirilmesi, hasar bolgesine iletilmesi ve kisi
tarafindan ifade edilmesi olayidir. Bunun sonucunda agr1 davranigi sergilenmektedir
(13).

Serebral korteks ve agri arasindaki iliski tam olarak anlasilamamustir.
Beyinde birinci ve ikinci duyusal alanlar, frontal lob, 6zellikle 9. ve 12. alanlar ve
posteriyor pariyetal bolgeler ile bu bolgeler arasindaki assosiyasyon lifleri agriyla
iliskilidir. Ozellikle birinci duyusal alan (postsentral girus) agrinin hizli algilandig
merkezdir. Bu bdlgenin lezyonlarinda diger duyusal bozukluklar ile birlikte
hipoaljezi durumu ortaya ¢ikar (7).

Agr1 néroanatomi ve fizyolojisi dort grupta incelenebilir:
A. Nosiseptor ve ¢evresi

B. Dorsal boynuz ndronal sistemi

C. Afferent sistemler

D. Antinosiseptif inici sistemler (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Agr1 ve nosisepsiyon ile ilgili sistemler (14)

A. Nosiseptorler ve primer afferent noronlar

Deri ve deri altinda serbest sinir sonlanmalar1 olan nosiseptorler agrinin

periferal algilanmasinda, mekanizmanin tetik noktalaridir. Nosiseptorler, deri ve deri

alt1 bolgesinden bagka dis pulpasi, kalp kasi, iskelet kaslari, kemik ve eklemlerde

bulunur. Ayrica visseral nosiseptorler adi1 verilen nosiseptorler, testisler, lireter ve

biliyer sistem gibi bazi i¢ organlarda bulunurlar (15) (Sekil 2.4).
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Nosiseptorlerin islevleri sunlardir:

a. Transdiiksiyon: Kimyasal, mekanik veya termal bir uyarinin agrili uyaran
bi¢imine doniistiiriilmesi.

b. Transmisyon: Agrili uyaranin iist merkeze iletilmesi.

Bulunduklar1 dokularda olusan zararli uyarilarin, bu serbest sinir uglarinda da
polarizasyonu baslatmalar1 ile nosiseptorler aktive olur. Cok degisik uyarilar ve
dogal uyaranlarin yiiksek siddete ulasmalari agriya neden olmaktadir (16). Bu
stimuluslarin ortak 6zellikleri dokuya zararli olmalaridir. Bu uyaranlar fiziksel hasara
neden olan mekanik ve termal uyaranlar, laktik asit birikimine neden olan iskemi,
toksin, infeksiyon ve ¢esitli kimyasal maddelerin neden oldugu inflamasyon olabilir.

Yapilan ¢alismalarda hem agrili uyaranlari algilayan reseptorlerin hem de ya
agr1 uyandirarak veya agri hissinin iletimini etkileyerek mediator islevi géren bir¢ok

endojen maddenin varligi saptanmistir (17) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Periferal duyarlilikta olusan dogal algojenik maddeler

Madde Kaynak Sinir sonundaki
etkileri
Substans P Sinir terminalleri Sensitizasyon
Bradikinin Plazma kininojen Aktivasyon
Histamin Trombositler, Mast hiicresi Aktivasyon
Protonlar Iskemi Aktivasyon
(Diisiik pH) Zedelenmis hiicreler, Aragidonik | Sensitizasyon
Prostaglandinler asit
Lokotrienler Zedelenmis hiicreler, Aragidonik | Sensitizasyon
asit
Interlokinler Zedelenmis hiicreler, Mast Aktivasyon,
hiicreleri Sensitizasyon
Tiimor nekrozis Mast hiicreleri Aktivasyon,
faktor-o (TNF-a) Sensitizasyon
Kalsitonin geni ile Primer aferent lif Sensitizasyon
iligkili peptid (CGRP)




Nosiseptorler uyarilabilirlik nedenlerine gore siniflandirilirlar:
a. Mekanik nosiseptorler
b. Mekanotermal nosiseptorler
c. Polimodal nosiseptorler

Nosiseptorler, bulunduklar1 yerdeki diiz kaslar, kapillerler, efferent sempatik
sinir uglart ile bir biitiindiirler. Bu bolgeye yapilacak mekanik uyarilarla veya
endojen aljezik maddelerin ortaya ¢ikmasina neden olacak uyarilarla nosisepsiyon
olay1 baslatilir (18). Mekanik uyari, nosiseptorii fiziksel etki ile dogrudan uyaracak,
uyariin ani ve ilk agri algilanmasini saglamak tizere A delta lifleri ile taginmasi

gerceklesecektir.

B. Dorsal Boynuz Noronal Sistemi

Periferik sinir sistemine gore MSS cok daha karmasiktir. Primer afferentler
daha dar bir alan1 kapsarken, MSS noéronlar1 ¢cok genis bir algilama alanina sahiptir.
MSS néronlarinin agrili uyarana cevabi farklidir ¢iinkii beyindeki inhibitor etkiler de
ise karigmaktadir. Kural olarak primer afferent néronlar spinal kordda ayni tarafta ve
arka koklerde sonlanirlar. Buna karsin bir kisim afferent lifler karsi tarafa
gegebilirler. Afferent liflerin biiylik boliimiiniin arka kdklerde sonlanmasina ragmen
Bell ve Magendie kanununa gore bir kismi da 6n koklere girmektedir. Dorsal
rizostomide sonra agrinin tekrar ortaya ¢ikmasinin primer afferent ndéronlarin bir
kisminin 6n koklerle spinal korda girmesine bagli oldugu diistiniilmektedir (4).

Miyelinli ve miyelinsiz aksonlar kdokiin ventrolateral kismindan
ayrildiklarinda primer afferentler arka koke ulasmis olurlar. Miyelinli lifler mediale,
miyelinsiz lifler ise inen ve ¢ikan dallara ayrilarak spinal gri maddenin dorsolateral
kismina giderler ve burada Lissauer traktusunu olusturduktan sonra Rexed'in 1., II.,
V. ve X. laminalarinda sonlanirlar (4).

Lamina I'den Vl'ya dorsal boynuz, lamina VII'den IX'a ventral boynuz olusur
ve lamina X ise spinal kordun santral kanalinin ¢evresini saran hiicreleri igerir. Agri
iletiminde dorsal boynuzun lamina I kismini olusturan ve marjinal zone adin1 alan
boliim ile lamina II’yi olusturan, i¢c ve dig olarak iki kisma ayrilan substantia

jelatinozanin 6nemli rolii vardir (4) (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2. Medulla spinalisin laminalar1 ve 6ncelikli fonksiyonlar1 (4)

Lamina | Onde gelen fonksiyonu Giris Isim
I Somatik nosisepsiyon, Ab, C Marjinal tabaka
termoresepsiyon
11 Somatik nosisepsiyon, C, Ad Substantia jelatinoza
termoresepsiyon
111 Somatik mekanoresepsiyon AB, Ad Nucleus proprius
1V Mekanoresepsiyon AB, Ad
A\ Visseral ve somatik nosisepsiyon, | AB, Ao, C | Nucleus proprius,
mekanoresepsiyon WDR néronlari
VI Mekanoresepsiyon AP Nucleus proprius
vl Sempatik Columna
intermediaris
VIII AP Motor boynuz
IX Motor AP Motor boynuz
X Ad Santral Kanal

Nosiseptif noronlar arka boynuzda projeksiyon noronlari denilen 2. sira
noronlari ile sinaps yaparlar. Dorsal boynuzda 3 tip néron bulunur (19):
a. Projeksiyon noronlari: Bu hiicreler uyarildiklari zaman meydana gelen impulslar
anterolateral afferent sisteme gecer ve agri iist merkezler tarafindan algilanir. Bu
noronlarin aktivitesi bazi daha kiicilik ara ndronlar tarafindan kontrol edilir.
b. Lokal eksitator ara noronlar: Bunlar gelen duysal bilgiyi veya agrili sinyalleri
projeksiyon ndronlarina gecirir ve uyarilmalarina yol acar. A delta ve C liflerinden
gelen sinyallerle aktive olan bu lokal ara ndronlar agrili sinyalleri projeksiyon
noronlarina gecirmekle gorevlidirler.
c. Inhibitor ara néronlar: Daha yiiksek merkezlere agr1 sinyallerinin iletimini
diizenler. Genellikle genis ¢apli ve miyelinli olan A beta lifleri ile uyarilirlar ve
projeksiyon ndronlarinda inhibisyon meydana getirirler. Spinal kord dorsal
boynuzunda iki tip projeksiyon néronu bulunur (20):
a. Nosiseptif spesifik noronlar: Daha ¢ok lamina I'de yogun olarak bulunurlar.
Sadece A delta ve C lifleri tarafindan uyarilirlar.
B . Genis dinamik aralikh néronlar: Hem nosiseptorlerden hem de diisiik esikli
mekanoreseptorlerden uyart alirlar.

Primer afferentler ve spinal kord ndronlar1 arasindaki sinapslar MSS ve
periferik afferentler arasindaki ilk duraktir. Bu sinapslarda periferden gelen bilginin

iletiminde ©nemli rol oynayan kimyasal maddeler vardir. Bu maddelere
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norotransmitter adi verilir. Norotransmitterlerin  belli  6zelliklerinin  olmasi
gerekmektedir (19). Bu 6zellikler sdyle siralanabilir:

- Primer afferent sinapsta bulunmall,

- Agrili uyaranla serbestlesmeli,

- Her ndronda primer afferentte yaptig1 etkiyi gostermeli,

- Antagonist bulunmali.

Bir veya birden fazla eksitator aminoasit ve peptid norotransmitter, dorsal
boynuzdaki nosiseptif noronlar tarafindan salgilanabilir. Bunlar eksitator
aminoasitlerden olan glutamat, aspartat ile peptid yapili norotransmitterlerden olan
substans P, kolesistokinin, somatostatin, bombesin, kalsitonin, nérokinin A’dir.

Glutamat, omurgalilarda sinaptik eksitasyon yapan primer norotransmitterdir.
Glutamat baglica A delta ve motor noronlar ile sinaps yapan 1A afferentlerinden
salgilanir. Glutamat NMDA reseptorlerini etkilediginde uzun bir depolarizasyon
meydana getirirken, NMDA olmayan reseptorlerini etkilediginde ¢ok kisa siireli
depolarizasyona neden olur. Kisa depolarizasyon glutamatin ligand kapili Na',
Ca’/K" iyon kanallarmi agmasi ile meydana gelir. Uzun depolarizasyon ise
glutamatin NMDA reseptorleri araciligr ile olusturdugu etkidir.

Peptid yapida olan noérotransmitterler ise daha ¢ok C lifleri tarafindan
salgilanir ve projeksiyon ndronlarinda ¢ok yavas ve ¢ok uzun siireli depolarizasyona
neden olur. C liflerinin santral ucundan salgilanan peptid néroransmitterler spinal
korda agr1 olayin1 ve devamimi bildirirken, periferdeki sinir ucundan da salgilanip
periferik dokunun biitlinliiglinii korumaya ve savunmaya yonelik bir takim olaylari
da tetikler. Projeksiyon ndronlar1 iizerine 6zellikle beyin sapi lizerinden inici noronal
baglantilar gelir. Bu inici baglantilar projeksiyon néronlar {izerinde antinosiseptif
kontrol saglamaya yonelik ¢alisirlar (19).

Agril1 uyaranin siirekli orta ya da siirekli sabit siddette verilmesi agrinin daha
siddetli algilanmasina yol agar. Bu duruma sumasyon adi verilir. Sumasyon C
liflerini sensitize etmeyen siddetteki uyaranlarla da goriilebilir. Miyelinli A delta
lifleri uyarildiginda keskin, igne batmasi seklinde bir agri, C lifleri uyarildiginda ise
kiint, yanma tarzinda bir agr ortaya ¢ikmaktadir. Miyelinli lifler bloke edildiginde

keskin agr1 kaybolmakta, yanma tarzindaki agrimin hem siddeti hem de siiresi
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artmaktadir. Bu gézlem miyelinli liflerin spinal kord diizeyinde hem inhibitor hem de
eksitator olarak etki gosterdigi anlamina gelmektedir.

Daha hizhi iletilen miyelinli nosiseptorlerden gelen uyari, spinal korda daha
erken ulasir. Projeksiyon hiicrelerini uyararak keskin agriya neden olurken, inhibitor
noronlart aktive etmektedir. Primat spinotalamik traktus ndronlarinda bu inhibitor
mekanizmalarin varligr gosterilmistir. Spinotalamik traktus noronlar1 eksitatuar
inputlara ek olarak derin tabakalardan ve viicut yiizeyinden genis bir inhibitér input
almaktadir. Miyelinli A delta nosiseptorlerinin aktivasyonu ile kuvvetli bir
inhibisyon ortaya c¢ikmaktadir. Kapi kontrol teorisinin temelini de bu veriler

olusturmaktadir (19).

C. Nosiseptif cikici yolaklar

I. duyu siniri ile dorsal boynuza gelen nosiseptif bilgi, burada II. duyu sinirine
gecip, projeksiyon noronlart ile yukariya iletilirler. A delta, C lifleri MS’e girdikten
sonra birka¢ segment asagiya ve yukari dogru ilerleyerek Lissauer Traktus’unun bir
boliimiinii olustururlar. A delta ve C lifleri ile spinal kordun arka boynuzuna gelen
impuls ayn1 segmentteki antero-lateral boynuz sempatik ndronlarimi uyararak
sempatik reflekse, anterior boynuzdaki motor ndronlar1 uyararak da motor reflekse
neden olur. Boylece olusan spinal refleksler nosiseptif stimulusun segmental refleks
cevabini olustururlar (21).

Transmisyon olayinda kilit nokta, arka boynuza gelen nosiseptif impulsun
aynit segmentte substantia jelatinozayi caprazlayarak karsi taraftaki anterolateral
alanda spinotalamik trakt (STT) boyunca ilerlemesidir.

1. Spinotalamik yolak: Birinci néronun sonlandig1 spinal kord arka boynuzdaki
segmentten baglayarak talamus’a ulasan 2. néron ¢ikan sistem, transmisyonun 6nemli
bir boliimiini olusturur. Agrinin yer, siddet ve zaman gibi ayirma boyutlar1 ile
algilanmasini saglar (22).

2. Spinoretikiiler yolak: Bu sistem korteksi ve subkortikal yapilar1 (limbik sistem
ve diensefalon) genel bir uyaniklik iginde tutar ve zararli uyarana karsi genel bir
alarm hali yaratir (23).

3. Spinomezensefalik yolak: Bu yolun periakuaduktal bolgeye baglanti yapmasi

nosisepsiyon bakimindan ¢ok &nemli goriilmektedir. Ciinkii burada analjezik etki
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saglayan enkefalinerjik noronlar vardir (24). Periaquaduktal gri cevher, antinosiseptif
mekanizmalarin tetiklendigi en Onemli bolgelerden biri gibi goriinmektedir.
Dordiincii yolaktan baglayarak sonrakiler agrili sinyalleri gotiirebilme yetenegine
sahiptirler. Gereksinimlere gore devreye girerler. Buna Ornek, agri cerrahisinde
anterolateral traktusun kesilmesine ragmen bir silire sonra agrilarin yeniden
algilanmasidir.

4. Dorsal postspinal kolon sistemi

5. Spinoservikal yolak

6 Propriospinal multisinaptik ¢ikici sistem

D. Antinosiseptif Inici Sistemler

Antinosiseptif inici sistem SSS’den baglayan ve agrinin yukar1 merkezlere
iletilmesini Onleyen sistemlerdir (8). Agri mekanizmalarin1 tam olarak anlayabilmek
icin bu sistemlerin incelenmesi gereklidir. Bu sistem baglica ii¢ grup igerisinde
incelenir:
1. Serebral korteks ve hipotalamus ile baglant1 i¢inde olan mezensefalik periaduktal
gri cevherde yer alan enkefalinerjik ndronlar muhtemelen hipotalamik noéronlar
endorfin salgilarlar. Bu yapilar, bulbusta nukleus rafe magnus ve nukleus retikularis
gigantoselliilarisde bulunan serotoninerjik noronlar ile sinaps yaparlar (18).
Serotoninerjik néronlar MS’de dorsolateral funikulus i¢inden inerek dorsal boynuzda
projeksiyon noronlar lizerine presinaptik ve postsinaptik olarak inhibisyon meydana
getiriler (7).
2. Noradrenalin, bulbus ve ponstaki nukleuslarin temel norotransmitteridir. Bu
noronlarin uzantilar1 da dorsal funikulus icerisinde inerek projeksiyon ndronlarini
inhibe ederler (7).
3. Ugiincii bir inhibitdr sistem de antinosiseptif spinal segmenttir. Burada &zellikle
spinal yerlesimli enkefalinerjik noronlar 6nemli rol oynar. Dinorfin tasiyan néronlar
da bu bolgede yer alir. Lokal enkefalinerjik noronlar hem C hem de A delta
liflerinden gelen kollateraller ile eksite olur ve bdylece hem presinaptik bir
mekanizmayla hem de postsinaptik olarak projeksiyon néronunda inhibisyon yapar.

Spinal enkefalinerjik néronlar serotonin ve noradrenalin tasiyan inici inhibitor
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sistemlerin eksitasyonu ile de primer afferent sinapslar {izerine inhibisyon meydana
getirir (7).

Enkefalinerjik ve monoaminerjik antinosiseptif sistemler, projeksiyon
noronlarinda hiicresel diizeyde potasyumun membran iletkenligini arttirarak ve
hiperpolarizasyon meydana getirerek etki ederler (7, 25). Ayrica genel inhibitor
madde olan gamma amino biitirik asit’in de (GABA) antinosiseptif mekanizmalara
katildig1 diisiiniiliir. Bunlarin disinda somatostatin ve bombesin gibi periferik veya
ara noronlardan ¢ikan ndropeptitlerin de inhibitor etkiler yaptig1 gosterilmistir (7).

Hizli ve kisa siireli inhibisyon projeksiyon noronlarinda en ¢ok
monoaminerjik transmitterler (norepinefrin ve serotonin), GABA ve enkefalin ile
olur. Daha uzun siireli inhibisyon endorfin, kismen enkefalin ve somatostatin ile
meydana gelir (7).

2.1.3. Agn teorileri

Agr gelisim mekanizmalar1 heniiz tam olarak aydinlatilamamasina ragmen
birgok teori ileri sliriilmiistiir. Bu teorilerden baslicalar1 sunlardir (26):

1. Ozgiilliik teorisi: Bu teoriye gore, 6zellesmis duyu organlari (nosiseptorler) daha
giiclii zararli uyarilarla artan esik degerlere sahiptirler. Bu 6zel periferal afferent
ndronlarin, belirli spinal ve beyin kokii projeksiyon noronlariyla secici baglantilar
vardir ve agri spesifik lifler ile iletilir. Bu uyaranlar merkezi sinir sisteminde spesifik
bir alanda sonlanirlar (Sekil 2.5a). Bu teorinin dogru olmadigi kanitlanmistir.

2. Yogunluk teorisi: Bu teori periferal duyu organlarinin diisiik veya yiiksek esik
degerli tiplere ayrilmadigini1 varsaymaktadir. Ayni1 zamanda, afferent liflerin zararsiz
uyarilart (6rnegin, cilt basisi) belirli bir aktivite diizeyi meydana getirerek ilettigini
ancak zararli uyarilarin ise daha bliyiik bir akimla iletildigini sdyler. Yogun primer
afferent lifler, projeksiyon noronlarini1 genis dinamik aralikla (GDA) aktive ederler.
Genis dinamik aralik projeksiyonlarinin zayif aktivasyonlar1 zararsiz uyaranlari igaret
ederken giiclii aktivasyon agrili (zararli) uyaranlar1 gosterir (Sekil 2.5b).

3. Pattern teori: impuls spinal korda girdikten sonra agr1 duyusunun baslamasi igin
uyaranin birikmesi gerekir. Noronun bir kollaterali kendisinin yeniden uyarilmasi
icin uyarilir. Bu pozitif feedback mekanizma néronu siirekli desarj halinde tutar

(Sekil 2.5¢).
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4. Kap kontrol teorisi: ilk olarak 1965’te Melzack ve Wall tarafindan ileri siiriilen
ve glniimiizde islevine mantikli sekilde agiklik getirilen “Kapi-Kontrol Teorisi”
otoritelerce en ¢ok kabul goren teori olarak giiniimiizde de kabul gérmektedir. Bu
teoriye gore, agrili uyaranlar algilanmadan once kapi kontrol mekanizmasi ile
kargilasmaktadirlar. Agr1 yollarinin ilk ndronunun uzantilart spinal kord arka boynuz
hiicreleri ile sinaps yapmaktadir. Bu lifler Rexed tarafindan 10 laminaya ayrilan gri
cevher icine cesitli seviyelerden girerek laminalar arasinda ilerlemektedir. Bu
laminalarin kap1 kontrol teorisinin agiklanmasinda en 6nemli olanlar1 2., 3. ve 5.
laminalardir. Ikinci ve 3. laminalardaki kiigiik hiicreler, substantia gelatinosa (SG) ’y1
olusturmakta ve ciltten gelen afferent liflerin ¢cogu burada sonlanmaktadir. Bu
hiicreler 5. laminaya gidecek uyarilar1t modiile ve regiile etmektedirler. Bunu da 5.
laminada bulunan ve sensoryal bilgiyi beyne iletmekten sorumlu olan transmission
(T) hiicrelerini frenleyerek yapmaktadir. Buna gore SG hiicrelerinin uyarilmasi
frenleyici etkiyi artirmakta inhibe edilmesi ise azaltmaktadir (26).

Bu bilgilere dayanarak Kap1 Kontrol Teorisi su asamalarda toplanabilir:

a. Afferent sinirlerle tasman uyarillarin 5. laminaya ulasmasi SG hiicrelerince
diizenlenmekte ve SG hiicreleri T hiicrelerini frenleyici etki yapmaktadir.

b. Kap1; kalin ve ince liflerin rolatif aktivitesince kontrol edilmektedir. Kalin lifler A
beta) SG hiicrelerini uyararak iletimi inhibe etmekte (kapiyr kapatmakta), ince lifler
(A delta ve C) ise SG hiicrelerini inhibe ederek iletimi kolaylastirmaktadir (kapiyi
acmakta).

c. T hiicreleri agr1 hakkinda bilginin iletilmesinde en onemli gorevi yapmaktadir.
Dokunma ve 1s1 duyularin tasiyan kalin lifler hem SG hem de T hiicrelerini uyarir.
Bu sekilde uyarilan SG hiicreleri T hiicrelerini inhibe eder, dolayisiyla T hiicrelerinin
dogrudan uyarilmasi kisa siirer. Aksine agrili uyaranlar1 tasiyan ince lifler SG
hiicrelerini inhibe ederken, T hiicrelerini uyarir. Bu uyaranlar daha siddetli olup,
uzun siirer. Agrinin periferik sinir stimiilasyonu ve akupunktur ile kontrol yontemi
bu teorinin direkt sonucu olup amag, agrinin yukari iletilmesini 6nleyici kalin lifler
boyunca uyarilari arttirmaktir.

d. Kalin liflerce iletilen uyarilarin bir kismi da dorsal kolon i¢inde ilerleyerek,
neospinotalamik yolla talamusa ulasir. Bu yol agrinin niteligi, yeri ve uyaranin

siddeti hakkinda kesin bilgi olusturur ve kisa stirede uyum saglar (Sekil 2.5d).
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Sekil 2.5. Agn teorilerinde uyar1 ve primer afferent sinyal arasindaki iliskilerin
sematik gosterimi (27). ( DKG; Dorsal kok gangliyonu, GDA; Genis dinamik

aralikli, SG; substantia gelatinosa, T; transmission )
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2.2. Opioid Analjezikler

Opioidler etkilerini, merkezi ve periferik sinir sistemine yaygin olarak dagilan
opioid reseptdrleri ve transmitterlerden, endojen opioid peptidlerden meydana gelen
endojen opioid sistemini aktive ederek gosterirler. Endojen opioid sistemi sadece
sinir sisteminde degil, lireme sistemi, kromafin hiicreleri, immiin sistem gibi diger
sistemlerde de bulunur. Opioidlerde diger analjezikler gibi MS’in degisik bolgelerini
etkileyerek etkilerini gosterirler (Sekil 2.6).
Endojen opioid sistemi degisik bi¢imlerde harekete gecer:
1. Endojen opioid peptidlerin salgilanmasi
2. Reseptor bolgelerinde endojen opioid peptid yogunlugunun arttirilmast
3. Opioid reseptoriiniin farmakolojik olarak aktivasyonu, opioid agonistlerin verilme-

si (28).

Perferal primer
affrent nosiseptor

Sekil 2.6: Opioidler ve diger bazi analjezik ajanlarin spinal etki yerleri. Mii, delta ve
kappa agonistler nosiseptif primer afferentlerin presinaptik ug¢larindan transmitter
salinimini azaltirlar (6zellikler glutamat ve eksitator néropeptidlerin). Mii agonistler
ayni zamanda inhibitor bir postsinaptik potansiyel olusturan K" iletimini artirarak

ikinci sira agr1 iletim ndronlarini hiperpolarize eder.
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2.2.1 Opioid reseptorleri

Opioid reseptorleri 1973’te tanimlanmistir. Bugiline kadar 5 tip reseptoriin
varlig1 kanitlanmistir. Bunlar mii (p), kappa (), sigma (o), delta (8) ve epsilon (g)
reseptorleridir:
Mii (u) reseptorleri: Spesifik agonisti morfindir. Morfinle uyarilir ve morfinin
olusturdugu supraspinal analjeziden sorumludur. Ayrica solunum depresyonu, 6fori,

kas rijiditesi ve fiziksel bagimlilik olugsmasina katkida bulunurlar (29).

Kappa (k) reseptorleri: Spesifik agonistleri ketosiklazosin ve tiirevleri ile nalorfin

ve pentazosindir. Spinal analjezi, miyozis ve sedasyondan sorumludur.

Sigma (o) reseptorleri: Spesifik agonisti SKF 10047 adi verilen opioiddir.
Agonistleri disfori ve halusinasyona neden olur. Ayrica solunum ve vazomotor

merkezi stimiile eder.

Delta () reseptorleri: Spesifik agonisti f-endorfin ve enkefalinlerdir. Islevi kesin

olarak bilinmemektedir. Motor entegrasyon ve idrar fonksiyonunda etkili olabilir.

Epsilon (g) reseptorleri: Hormonal etkilerden sorumlu tutulmaktadir.

Opioid reseptorleri santral sinir sisteminde birgok bolgede bulunur ancak gri
madde, beyaz maddeden daha fazla reseptor igerir. Santral sinir sisteminde
bulunduklar1 yerler; serebral korteks, hipotalamus, talamus, orta beyin,
ekstrapiramidal alan, substantia jelatinosa ve sempatik preganglionik sinirlerdir. En
yiiksek konsantrasyonda bulunduklar1 yerler agn ile ilgili yapilar ve yollardir (30).
Bu reseptorler bulunduklari yerlere gore farkli etkiler yapmaktadirlar (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. Opioid reseptorleri ve klinik etkileri

Reseptor Klinik etki Agonist
Mii Supraspinal analjezi pl Morfin
Respiratuar depresyon p2 Met-enkefalin
Kas rijiditesi Beta-endorfin
Fiziksel bagimlilik
Kappa Respiratuar depresyon Morfin
Spinal analjezi Nalbufin
Sedasyon Butorfanol
Dinorfin
Delta Analjezi Lo-enkefalin
Davranigsal ve respiratuar
Depresyon
Epileptojenik etki Beta-endorfin
Sigma Disfori, deliryum, midriyazis Pentazosin
Tasikardi, hipertansiyon
Haliisinasyonlar Nalorfin
Respiratuar stimiilasyon
Epsilon Stres cevap Beta-endorfin

Opioid analjeziklerin etkileri bu reseptorler aracilifiyla periferden afferent agri

yolaklariyla yiiksek merkezlere gelen uyarilarla Sekil 2.7°deki gibi goriiliir (31).
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Sekil 2.7: Opioid analjeziklerin putativ etki yerleri. A: Opioidlerin zarar gormiis
periferal dokulara direkt etkileri B: Inhibisyon ayn1 zamanda spinal korda da olusur.

C: Talamustaki muhtemel etki yerleri.

Ayni zamanda opioidlerin bir baska etkisi olarak agr1 inhibitor néronu eksojen veya
endojen opioidler tarafindan indirekt olarak aktive olur ve inhibitér interndronu
(GABAerjik) inhibe eder. Bu da spinal kordun arka boynuzunda nosiseptif siirecin

inhibisyonunun artmasina neden olur (31) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: Opioid reseptdr (MOR) analjezisi tarafindan inen yolaklarin modiile edici
etkisi altinda yatan beyin kokii lokal dongiisti.
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Bazi ilaglar opioid reseptorleri lizerinde farkli etkiler yapabilir. Reseptdriin
tiiriine gore agonistik veya parsiyel agonistik etki gosterebilirler. Bu tiir ilaglara
agonistik—antagonistik opioidler adi verilir (parsiyel antagonist nalorfin, nalbufin
gibi). Morfin bilinen tiim reseptorler iizerinde agonist etki yapar. Nalokson ise tiim
reseptorleri bloke eder. Naloksonun etkisi reseptoriin tiirline gore farkli derecelerde

olur. Naloksonun antagonist etkisine en duyarli reseptor mii (i) reseptoriidiir (32).

2.2.2. Morfin

Ik defa 1803’te ana alkaloid olan *’principum somniferum’’ bulunmus ve 1817°de
morfin ismini almistir. Agr1 tedavisinde en sik kullanilan dogal bir opioid olup,
fenantren grubunun {iiyesidir. Opioidlerin karsilastirilmasinda prototip olarak alinir
(33). Morfin % 25 oraninda non-iyonize formdadir ve 1/3’ii plazma proteinlerine
baglanir. Lipid eriyebilirligi azdir veya yoktur. Bu nedenle morfinin SSS'ne
penetrasyonu geg olur ve etkisi ge¢ baslar, uzun siirer. Yag dokusunda asir1 miktarda
depolanabilir (34).

Morfin kimyasal formiilii: CI7HI9NO3

CHs

Sekil 2.9: Morfinin kimyasal yapis1
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2.2.2.1. Morfinin Merkezi Sinir Sistemine Etkileri

Genel anesteziklere gore analjezik etki olusturmakta iistiindiir. Morfin hem
spinal (kappa ve delta reseptdrleri araciligi ile) hem de supraspinal ( miil reseptorleri
araciligi ile ) diizeyde analjezi olusturur (34, 35). Keskin akut agrilardan ¢ok kronik
kiint agrilara karsi1 daha etkilidir. Agrinin hastay1 rahatsiz edici 6zelligi ortadan
kalkmasina ragmen agri1 duyusu tamamen kaybolmus degildir. Hasta soruldugunda
agrinin yerini gosterebilir (18). Agris1 olan ya da bagimli olan hastalara morfin
verildiginde 6fori olusurken (mii reseptorleri ile ) normal bireylerde kappa ve sigma
reseptorleri araciligr ile disfori yapar.

Insanda mii ve kappa reseptorleri aracilig1 ile sedasyon olusturur. Sedatif
etkinin ortaya ¢ikmasinda lokus seruleusun 6nemli etkisi oldugu kabul edilmektedir.
Opioidler lokus seruleusun aktivitesini inhibe ederek korku, panik, anksiyete
duygularinin ortaya ¢ikmasini engellerler, mental bulaniklik meydana gelir. Cevreye
ilgisizlik olusturur. Bol riiyali uykuya neden olur. Libidoyu ve seksiiel performansi
deprese eder. Antikonviilsan etkisi yoktur. Bunun aksine konviilsan ilaglara
duyarhilig: arttirir.
2.2.2.2. Morfinin klinik kullanilisi

Klasik olarak intramuskuler veya subkutan yol tercih edilir. Eriskin dozu
ortalama 10 miligramdir. Cocuklara da subkutan 0,1-0,2 mg/kg kullanilir. Erigkinde
intravendz olarak 2,5-20 mg dozunda verilir. Parenteral dozlar 4 saatte bir
tekrarlanabilir. Siddetli agrilarda 3 mg /kg iv dozda verilebilir. Morfinin oral
uygulamasi rutin olarak kullanilmaz. Terminal kanser agrilarinda tercih edilir.
Morfinin intratekal ve epidural uygulamalar1 da vardir (36).

Morfin klinikte, akut ve kronik agrili durumlar, kanser agrisi, pre- ve post-
operatif agrilara kars1 analjezik olarak kullanilir. Ayrica akut pulmoner 6dem ve kalp
yetmezligi tedavisi, Okslriik, diyare ve anestezik wuygulamalar da diger

endikasyonlar1 arasindadir (31, 37).
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2.2.2.3. Tolerans ve morfin toleransi

Morfin ve benzerlerinin tekrarlayan sik kullanimlar1 sonunda etkilerinde
azalma goriiliir ve buna tolerans denir. Aym etkiyi elde etmek icin daha yiiksek
dozlar kullanilmalidir. Tolerans yaninda fiziksel bagimlilikta olusur. Fiziksel
bagimlilik, ilacin kesilmesi durumunda veya antagonist uygulanmasi durumunda

¢ekilme sendromu veya yoksunluk sendromu goriilmesiyle karakterizedir (31).

Tolerans: Bir ilacin ya da benzerinin belli bir siire devamli kullanilmasi sonucu,
baslangicta ilaca karsi alinan farmakolojik cevabin azalmasidir. Baslangictaki etkiyi
olusturmak icin ilacin daha yiiksek doz uygulanmasi gerekir. Ilagtan belli siire uzak

kalinmasiyla tolerans kaybolur (38).

Capraz tolerans: Ayni farmakolojik gruptaki ilaglar veya ilag gruplar1 arasinda
ilaglardan birine karsi gelisen tolerans sonucu diger bir ilaca yanitin azalmasi

durumudur. Ornegin, alkol ve barbitiiratlar.

Akut tolerans (Tasiflaksi): Duyarsizlasmanin hizli gelisen halidir. Hiicre
membranindaki hizli degisikliklere baghdir. Tasiflaksi olusturan ilaglarin bir kismi,
dokuda endojen bir maddenin saliverilmesine neden olarak etki yapar. Ornegin
efedrin, tiramin gibi sempatomimetik aminlerin sik araliklarla verilmesi bazi etkilere

kars1 akut tolerans olusturur.

Kismi tolerans: Kullanilan ilacin bazi etkilerine tolerans gelistigi halde, digerlerine
kars1 tolerans gelismemesi ya da az gelismesidir. Ornegin, morfinin myotik ve

konstipan etkilerine karsi tolerans gelismez.

Dogustan tolerans: Bir kiside maddenin dispozisyonunun hizlanmis olmasina ya da
o maddenin aktive ettigi reseptoriin veya post-reseptor olaylarin duyarliliginin diisiik
olmasia baghdir. Genetik polimorfizm nedeniyle goriiliir. Bu kisilerde ilacin ilk

dozu bile yeteri kadar etki olusturamaz.
Kazamlmus tolerans: Uce ayrilir;

a. Farmakokinetik: Metabolizmasinin hizlanmasma veya dagilim hacminin

artmasina baghdir.

b. Farmakodinamik: Noronal etkiye aracilik eden reseptor sayisinin azalmasina,

desensitize olmasina ya da post-reseptdr olaylardaki adaptif degisikliklere baglidir.
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¢. Ogrenilmis: Bu da ikiye ayrilir;

— Davranigsal: Madde kullaniminin yol actig1 islev bozuklugunun kullanici
tarafindan 6grenilmesi sonucu kisinin cabasiyla bastirilmasit durumudur. Ornegin

alkoliklerde yalpalayarak yiiriimenin azalmas.

— Kosullandirilmis: Bir durum, ortam ve olaylar gibi ¢evresel ipuglarinin
Ogrenilmesine bagl olarak gelisen bir kosullandirma madde uygulamasina eslik eder.
Burada madde verileceginin habercisi olan ipuglar1 veya ilag beklentisi zit yonlii
adaptif veya refleks savunma mekanizmalarini daha madde verilmeden tetikler;

kullanicinin bazal durumunu degistirir.

Tolerans ve fiziksel bagimlilik gelisim mekanizmalar1 heniiz tam olarak
anlagilamamistir ancak reseptorlerin  devamli uyarildigi siddetli kronik agn
tedavisinin olusmasi ve devamina katkida bulundugu bilinmektedir. Son zamanlarda,
toleransin siklik adenozin monofosfat (cAMP) sistemi up regiilasyonu ile iligkisinin
olduguna dair goriis zayiflamistir. Bu siire¢ tolerans gelisimiyle ilgili olmasina
ragmen agiklamak icin yeterli degildir. Tolerans1 agiklamak i¢in kullanilan ikinci
hipotez, endositoz ile reseptorlerin down regule olmasi iizerine bina edilmisti.
Ancak, yapilan aragtirmalar morfinin opioid reseptorlerinin endositozunu indiikledigi
yonde bir bilgi elde edememistir. Bu da reseptorlerin normal duyarliliginin devami
icin endositoz veya geri donilisiim ile reaktive edilmesi gerektigini onermektedir.
Aragtirmanin  bir bagka alani, opioid reseptor fonksiyonlarinin toleransin
sirdiiriilmesinde  bagimsiz  bir komponent oldugudur. Ayrica, reseptor
kenetlenmemesi seklinde goriis gittikce Onem kazanmaktadir. Bu hipoteze gore
tolerans, reseptdrlerle G proteinleri, ikincil haberci sistemleri ve onlarin hedef iyon
kanallar1 arasindaki disfonksiyona baghdir. Ustelik bir iyon kanal kompleksi olan
NMDA reseptoriiniin toleransin olusmasi ve siirdiiriilmesi konusunda kritik bir rol
oynadigt ileri siiriilmiistiir. Hatta bir NMDA reseptdr antagonisti olan ketaminin

opioidlere kars1 tolerans gelisimini engelleyebilecegi gosterilmistir (39).

Tolerans gelisiminin yaninda opioid analjeziklerin siklikla uygulanmasi
hiperljeziye benzer bir agr1 algilanmasinda artisa neden olmustur. Bu fenomen

morfin, fentanil ve remifentanil gibi bazi opioidlerin kullanimi sirasinda goriilmiistiir.
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Spinal dinorfinler opioidlerin indiikledigi agri ve hiperljezi i¢in dnemli bir kanit
olarak ortaya ¢ikmaktadir (50).

Opioidin normal terapotik dozlarda ilk alimmasiyla tolerans gelisimi
baslamasina ragmen, genellikle tolerans 2—3 haftalik kullanimdan 6nce klinik bulgu
vermez. Yiksek dozlarin kisa araliklarla verilmesi tolerans gelisimin hizlandirirken,

diisiik dozlarin genis araliklarla verilmesi ise yavaslatir (31).

Kullanilan bilesige ve olglilen etkiye baglh olarak degismek iizere gelisen
tolerans 35 kat kadar olabilir. Tolerans gelisimi belirgin olarak analjezik, sedatif ve
solunumu deprese edici etkilere karsi gelisir. Morfine karsi tolerans gelismemis bir
kiside 60 mg ile solunum deprese olabilirken, tolerans gelismis bir kiside 2—3 saat
icerisinde almmis 2000 mg morfine karst solunum depresyonu gelismeyebilir.
Tolerans ayn1 zamanda antidiiiretik, emetik ve hipotansif etkilere kars1 gelisirken

miyotik, konviilzan ve konptipasyon yapici etkilere kars1 gelismez (35) (Tablo 2.4).

Tablo 2.4. Opioidlerin bazi etkilerine tolerans gelisme dereceleri

Yiiksek derecede Orta derecede tolerans Cok az ya da hi¢
tolerans gelisen etkiler gelisen etkiler tolerans gelismeyen
etkiler

Analjezi Bradikardi Miyozis

Ofori, disfori Konstipasyon
Sedasyon Konvulsiyonlar
Solunum depresyonu Antagonist ilaclarin
Antidiiirezis etkileri

Bulant1, kusma

Oksiiriik kesici etki

Morfin bagimlilarinda morfinin birden kesilmesi son dozdan 8—12 saat sonra
baslayan yoksunluk (abstinens) sendromuna neden olur. Yoksunluk belirtilerinin
siddeti bireysel degiskenlik gosterir. Once 1slak belirtiler (lakrimasyon, rinore,
terleme, esneme) gozlenir. Daha sonra, uyku bozukluklari, irritabilite, tremor,
midriyazis, tasikardi, kan basincinda artma, ciltte “kaz derisi” goriiniimii, bulanti,
kusma, siddetli hapsirma, diyare, esneme, kas agrilari, bacaklarda klonik kasilma gibi

belirtiler ortaya ¢ikar (35).
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[lacin kullanilmasinin birakilmasindan sonraki birkag giin icinde opioidlerin
sedatif ve solunum etkilerine kars1 gelisen tolerans kaybolur. Emetik etkilerine kars1
gelisen tolerans ilacin ¢ekilmesinden sonra birkag ay stirebilir. Toleransin olugmasi,
kaybolmasi veya toleransin derecesi, kullanilan opioidlere ve onu kullanan sahislara
bagh olarak degisebilir. Ornegin metadona kars1 gelisen tolerans morfine gore daha

az ve yavas gelisir (35).

Agn kesicilere karsi gelisen tolerans agonistlere gore farkli reseptorleri
etkileyerek daha diisiik derecede olusur. Haliisinasyonlar, sedasyon, hipotermi ve
solunum depresyonu gibi etkiler karisik reseptorleri etkileyen bilesiklerin tekrarlayan
uygulamalarinda azalir. Ancak bu ajanlara gelisen tolerans agonist ilaglara olan
capraz toleransi icermez. Ayni zamanda bu degisik reseptorleri etkileyen ajanlarin

antagonist etkilerine veya saf antagonistlerin etkilerine karsi tolerans gelismez

Opioidlere kars1 ¢apraz tolerans gelisimi bu ilaglarin 6nemli bir karakteristik
ozelligidir (35). Bu durum oOncelikle reseptor agonist aktivitesi olan ajanlar igin
gecerlidir. Morfin ve benzerlerinin sadece analjezik etkilerine karsi ¢apraz tolerans
gelismez ayni zamanda Oforik, sedatif ve solunumsal etkilerine kars1i da gelisir.
Ancak reseptor agonistleri arasinda gelisen ¢apraz tolerans siklikla parsiyel ya da
tam degildir. Bu klinik gbzlem kanser tedavisinde yillarca kullanilan opioid
rotasyonu fikrini olusturmustur. Bir opioidin etkisinde azalma goriilen bir hastaya
baska bir opioid ilag verilmistir (6rnegin morfin hidromorfinle, hidromorfin
metadonla degistirilmistir) ve bdylece esit doz kullanimda daha iyi agr1 kesici etki
elde edilmistir. Baska bir yaklasimda opioid ilac1 opioid olmayan bir ajanla kombine
etmektir. NMDA reseptor antagonistlerinin (6rnegin ketamin) opioidlere tolerans
gelisimi engelledigi veya geriye dondiirdiigii insan ve hayvan caligmalarinda
gosterilmistir. Ketamin basta olmak iizere bu ajanlarin kullanim1 postoperatif agriy
azaltmak ve opioid tolerant hastalarda opioid gereksinimini azaltmak gibi etkileri

kontrollii klinik ¢aligmalarda gosterilmistir (31).

Reseptor antagonistlerinin agonistlerle beraber kullanilmasinin da tolerans
gelisimini engelleyebilecek bir strateji oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu kaniya opioid
reseptorden yoksun farelerde opioid toleransi gelismemesi sonucunda varilmistir

(35).

28



2.3. Agn Ol¢iimiinde Kullanilan Deneysel Hayvan Modelleri

Agn ile ilgili yapilan calismalarda hedef agrinin o6zelliklerini, temelini
aciklamak ya da herhangi bir maddenin agrinin algilanmasi {izerine olasi etkisinin
arastirmaktir. Hedef olarak ne belirlenirse belirlensin, hayvan modellerine ihtiyag
vardir ve seg¢ilen modelin uygunlugu sonucglarin daha dogru olmasina katkida

bulunacaktir (41) (Tablo 2.5).

Tablo 2.5. Agr1 deneylerinin karakteristikleri

Uyaranin etiyolojisi Nosiseptif, kimyasal/inflamatuvar, ndropatik

Uyaranin tiirii Spontan (kimyasal)

Uyaranin yogunlugu Uyarilmig (termal, mekanik)

Aktive primer afferentler A-delta, C

Lokalizasyon Kutan6z, subkutan, visseral, sinir sistemi

Siire Akut, subakut, tonik, kronik

Yanit tipi Esik, esik tstii

Yamt karakteristigi Refleks (fleksiyon/ekstansiyon, dogrulma)
Organize (vokalizasyon, kagma)

Etkinin diizeyi Spinal, supraspinal

Akut agr c¢alismalarinda cesitli uyaranlar kullanilmaktadir. Yeterli uyari
olusturmak i¢in, siddeti belirlenebilen, tekrar iiretilebilen ve non-invaziv olma

Ozelliklere sahip bir uyaran uygulanmalidir (42).

Kullanilan uyarilar:
a. Elektriksel uyari
b. Termal uyari

c. Mekanik uyari

d. Kimyasal uyar1
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2.3.1. Akut agn 6l¢ciim modelleri

Termal uyar: kullanan testler: Termal uyar1; agr esigine kadar deri lizerinde 1s1y1
arttirmalidir. Bu etkilesim bazi parametrelere baghdir;

a. Derinin yansitma, gecirme ve absorbans 6zellikleri

b. Derinin iletme 6zelikleri

¢. Derinin baslangig 1s1s1

d. Derinin belirli bir bolgesine verilen enerji miktar;; bu hem enerji kaynaginin
giiciine hem de enerjinin verilis siiresine baglidir (42).

1. Tail-Flick testi: Tail flick testi ilk olarak 1941 yilinda D’Amour ve Smith
tarafindan tanimlanmistir (43). Testin esasi fare veya siganin bir lambadan gelen ve
siddeti ayarlanabilir odaklanmis 1s18a, kuyrugunu ¢ekmek sureti ile verdigi yanitin
degerlendirilmesidir. Deney hayvaninin 1s1k uyarisini almaya basladigi andan, 1s181n
agrili uyarisini hissettigi ve kuyrugunu ¢ektigi an arasindaki siire denegin agr1 esigi
olarak kaydedilir. Analjezik etkisi olan ilaglar kuyruk ¢cekme siiresini uzatirlar. Tail
flick testlerinde onemli bir nokta da o6zellikle analjezik etkili ilaglarla ¢alisirken
uygulanan termal uyaranin belli bir siire sonunda mutlaka kesilmesidir. Bu siire
kuyrukta 6nemli bir hasar olusturmayacak sekilde ayarlanmalidir ve genellikle 7-15
sn bir testi kesme (cut-off) siiresi olarak uygun olabilir.

2. Tail immersiyon testi: Bu testte ise hayvanin kuyrugu sabit 1sida tutulan suya
batirilir. Kuyrugun ve bazen tiim bedenin g¢ekilmesi ile sonlanir. Reaksiyon siiresi
hayvanin agr esigini belirler (41).

3. Pencge ¢ekme testi: Mekanik uyaran yardimiyla agri esiginin belirlenmesinde
kullanilir. Inflamasyon gibi etkenlere bagli olarak hiperaljezinin gelistigi durumlarda
idealdir. Mekanik uyaran hayvanin pencesine uygulanir. Bir pedal araciligi ile
giderek artan oranda basing uygulanir. Uygulamanin sonlandirilma noktasi siire degil
hayvanin gosterecegi tepki davranisidir. Temel yanit vokalizasyondur. Cogu kez
vokalizasyona ayak ¢cekme davranisi da eslik eder. Bu model agr1 duyarliliginin ¢ok
degismedigi akut agri deneyleri kadar kronik agri, noropati ve uzun siireli
inflamasyonun eslik ettigi hiperaljezi durumlarinda da kullanilir. Yontem genel
olarak saglikli ayak ile inflamatuvar maddenin enjekte edildigi ayak arasindaki farki
tespit etmeyi amaglar. Deneyin farkli zaman dilimlerinde tekrarlanmasi hayvanin

agrili uyarana duyarliligimi artirabilir. Rolatif olarak yiiksek basincin uygulanmasi
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gerektigi durumlarda uygulanan ilacin etkinligini tespit etmek zor olabilir. Yanitlar
oldukga yiiksek bireysel farkliliklar gosterebilir.

4. Hot Plate testi: {1k olarak Woolfe ve MacDonald tarafindan 1944’te tanimlanmis
olmasina ragmen en ¢ok 1953’te Eddy ve Leimbach tarafindan tanimlanan modifiye
formu kullanilmaktadir. Temel olarak 50-56°C’ye 1sitilmig bir yiizeyden olusur.
Hayvanin 1sitilan ylizey {iizerinde belli bolge smirinda kalmasi igin hareket
kabiliyetini siirlamayacak biiyiikliikte cam silindirler kullanilir. Yiizeye denegin
birakilmasindan hayvanin arka ayagini ¢ekmesine kadar gecgen siire tespit edilir.
Davranis sadece arka ayagin cekilmesi olabilecegi gibi ayak ¢ekme ve yalama,
tekmeleme, sallama, dans etme veya sigrama seklinde olabilir. Yontemin en biiyiik
dezavantaji reaksiyon siiresinin ¢ok fazla bireysel degiskenlik gostermesidir. Bu
testte ayak cekme refleksi spinaldir, fakat modiilasyonu supraspinaldir. Dolayisiyla
testin sadece supraspinal diizeyde agr1 degerlendirilmesi i¢in kullanildigini kabul
etmek dogru olmayacaktir (41).

5. Soguk uyan testi: Kronik agri/noropatilerde kullanimi yaygindir. Bu test igin
soguk platform diizenegi kurulabilir. Soguk agr1 esiginin degerlendirilmesi icin
buzdolabinda +5+0.5 °C’ye kadar sogutulmus buz kaliplar1 kullanilir. Bu kaliplar ile
hazirlanan soguk zemin {izerine yerlestirilen hayvanin 1s1 uyaranina vermis oldugu
cevap siiresi Ol¢iilerek agr1 esiginin tespiti saglanir. Caligmaya alinan her siganin agri
esigi 6l¢limii yapildiktan sonra diger sigan i¢in yeni bir buz kalib1 kullanilir. Kurulan
bu diizenegin yanlar1 plastik saydam bir bariyerle hayvanlarin disar1 ¢ikmalari
engellenecek sekilde kapatilir. Kaliplar iizerine sicanlar birakilarak test uygulanir.
Sicanlarin ortama birakildiklar: andan itibaren, ekstremitelerini hizla ¢gekmeleri veya
yalamalarina kadar gecen siire saniye cinsinden kronometre kullanilarak belirlenir.
Bu testin uygulanmasi esnasinda da ortamin sessizligine biiyilk énem verilir ve
hayvan 100 saniye igerisinde cevap vermedigi takdirde doku hasarini 6nlemek
amaciyla bu zemin {lizerinden alinir ve ¢aligmaya dahil edilmez (41).

Mekanik uyar1 kullanan testler: Temelde mekanik uyaran yardimiyla agr1 esiginin
belirlenmesinde kullanilir. Mekanik agr esigi degerleri Randall-Selitto metodu ile
Dinamik Plantar Esteziyometre kullanilarak Ol¢iiliir (44). Mekanik agr1 esigi ol¢imii
sirasinda denekler iki odali kafeslere yerlestirilir. Stimulus iinitesindeki ayna ile

siganin uygun arka pencesi gozlenir. Hareketli filamentin ayarlanmasi sonrasi uyari
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baslatma diigmesine basilir. Bu uyar ile siganin uygun arka pengesine hareketli
filament dokunur ve 50 grama kadar kuvveti 20 saniye igine yayarak hasarli arka
pengeye uygular. Sicanin arka bacagii geri ¢ekmesi pozitif cevap olarak kabul
edilir. Dijital ekrandaki deger gram biriminde mekaniksel agr1 esigi olarak
kaydedilir. Ardi ardina ii¢ Ol¢ciim yapilir ve ortalamalart alinir. Siganin hareketi
sonucu olusan degerler siipheli olarak kabul edilir ve 6l¢lim tekrarlanir.

Elektriksel uyari kullanan testler:

1. Kuyrugun elektriksel uyarilmasi

2. Dis pulpasinin elektriksel uyarilmasi

3. Ekstremitenin elektriksel uyarilmasi

2.3.2. Kronik agr1 ol¢iim modelleri

Bu modeller 3 baglik altinda toplanabilir:

1. intradermal enjeksiyonlar (Formalin testi, penge yalama testi)

2. Irritan ajanlarmn intraperitoneal enjeksiyonu (Asetik asit ile kivranma, writhing
testi)

3. I¢i bos organlarin uyarilmasi

2.4. Nitrik Oksit

Atmosferde, bakteriler, asid yagmurlari, egzos gazlar1 ve sigara dumani, ¢evre
kirlenmesine neden olan, reaktif nitrojen oksitleri iiretirler. Bu reaktif nitrojen
oksitler, ayn1 zamanda karsinojenik etki de olusturabilirler. Atmosferde kirletici bir
gaz olarak bilinen nitrik oksitin, memeli hiicrelerinde sentezinin gosterilmesi, bir¢ok
biyolojik arastirmalarda 6nemli bir siireci baslatmistir (45, 46).

Bir azot ve bir oksijen atomu igeren esterlesmemis bir elektrona sahip olan
NO, renksiz gaz yapisinda, kiigiik, yiiksiiz ve lipofil bir molekiildiir. Bilinen en diisiik
molekiiler agirlikli, memeli hiicresi sekresyon iiriintidiir. Dayaniksiz bir molekiildiir.
3-5 saniye gibi ¢ok kisa bir yar1 dmre sahiptir. Biyolojik membranlardan ¢ok kolay
difiize olabilir (45-47). Lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukg¢a stabildir
ve suda erir (48, 49). Diisiik konsantrasyonlarda iken toksik degildir ve bir¢ok

onemli fizyolojik islevin ger¢ceklesmesinde rol alir.
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2.4.1. Tarihsel gelisimi

Amerika Birlesik Devletleri New York Downstate Universitesi Farmakoloji
boliimiinden Furchgott ve Zawadski (50) ilk olarak 1980 yilinda tavsan aortik damar
seritlerinde noradrenalin, fenilefrin veya bagka bir kasici agonistle submaksimal
(maksimal kasilmanin % 60-70°1) bir kasilma sagladiktan sonra ortama asetilkolin
(Ach) ilavesi ile gevsemelerin olustugunu gosterdiler. Bu gevsemenin endotelyuma
bagimli oldugunu ve bu etkiden endotelyumdan diiz kasa gegebilen non prostanoid
labil bir maddenin sorumlu oldugunu ileri siirdiiler. Bu hazirlanan gevseme izole aort
halkalarinda endotel mevcutsa olmakta, ancak endoteli alindiktan sonra gevseme
kaybolmakta veya kasilmaya doniismekteydi. Bu nedenle bu faktér “’Endotelium
Derived Relaxing Factor’’ (EDRF) olarak adlandirilmis ve EDRF ile olan
arastirmalar hiz kazanmistir. Baslangicta EDRF, arasidonik asitin lipooksijenaz
yolundaki ara {iriin olarak degerlendirilmistir. 1987 yilinda ise, Ignarro ve arkadaslar
(51) ile Palmer ve arkadaslar1 (52) ayr1 ayri yaptiklar ¢calismalarda, EDRF' yi damar
endotelinden izole etmisler ve bu yapinin dominant kismimin NO oldugunu tespit
etmiglerdir. Palmer ve arkadaslari, EDRF ile ilgili yaptiklar1 arastirmada, bu
molekiiliin yar1 6mriiniin ¢ok kisa oldugu, aktivitesinin saniyeler i¢inde olusup, bir
baska forma doniiserek sona erdigi goriilmis ve bu yapmin NO oldugu
diisiiniilmiistiir. 1988° de Moncada ve arkadaslar1 (53) EDRF ile NO’nun ayni1 bilesik
oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alismalarda NO’nun L-Argininden sentezlendigi
gorilmiis ve reaksiyonu gerceklestiren enzime nitrik oksit sentaz (NOS) adi
verilmistir. NO, 1992 yilimin Aralik aymnda, Amerika' da ‘’Science’” dergisi
tarafindan yilin molekiilii sec¢ilmistir. Furchgott, Ignarro ve Murad 1998’de NO ile
ilgili ¢alismalariyla Nobel 6diilii almistir.
2.4.2. Biyosentezi

NO, L-arjininden; sitokrom p—450 rediiktaz homologu olan, NOS olarak
bilinen enzim ailesi tarafindan, birbirinden bagimsiz iki monooksijenizasyon
reaksiyonu ile sentezlenir. Yan iirlin olarak L-sitriillin olusur. Normalde L-Arjinin
seviyesi siirekli salinan NO sentezi i¢in yeterlidir. Bu reaksiyonun yan iiriinii olan L-
sitriillin, bir azotla birleserek tekrar L-Arjinine doniisiir ve bu suretle de L-Arjinin
temin edilmis olur (54-58). L-Arjinin’den NO sentezinde, nikotinamid adenin

diniikleotid fosfat (NADP), kalmodulin, oksijen ve dort kofaktore (hem, FMN=flavin

33



mononiikleotid, FAD=flavin adenin diniikleotid ve BH4=tetrahidrobiyopterin)
gereksinim duyuldugu anlasilmistir (46, 55, 59, 60) (Sekil 2.10).

IL-A ;jfn in Sitriilin

NADPH| > NADP+

FMN
FAD
BH¢4
Cat++/CAM

02 NO

L-arjinin Sitriilin

Sekil 2.10. NO biyosentezi NOS: nitrik oksit sentaz; FMN: flavin mononiikleotid;
FAD: flavin adenin diniikleotid; BH4: tetrahidrobiopterin; CAM: kalmodulin.

NO salinmmina bir¢ok etken neden olmaktadir bu nedenlerden bazilar
sunlardir:  Asetilkolin, histamin, adrenalin, serotonin, vazopressin, bradikinin,
prostasiklin, VIP, P maddesi, kalsitonin geni ile iliskili peptid, insulin, alfa -
adrenerjik reseptorler, kalsiyum iyonoforlari, akima bagl siirtiinme stresi, pihtilasma
sirasinda olusan trombin, trombosit agregasyonu sirasinda aktive edilen

trombositlerin saliverdikleri ATP ve ADP, oksitosin ve PAF.
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2.4.3.Nitrik oksit sentaz enziminin izoformlari

Nitrik oksit sentezini katalizleyen NOS enzimlerinin iki temel izoformu

bulunur:
a) konstitiitif (cNOS)
b) indiiklenebilir (iNOS)

Iki cesit konstitiitif enzim bulunmaktadir. Bunlardan birisi endotelyal NOS
(eNOS), digeri noronal NOS (nNOS)'dur. eNOS agirlikli olarak zarsal bir enzimdir
ve endotel kaynakli gevseme faktoriiniin (EDRF) sentezinden sorumludur. eNOS, iki
globuler protein molekiiliinden olusmaktadir (rediiktaz ve oksijenaz segmentleri). Bu
iki segment esnek protein yapist ile birbirine baglanmistir. Oksijenaz segmenti, NO
iiretimi i¢in gerekli olan katalitik merkezden olusur. L-arjinin, tetrahidrobiopterini
(BH4) baglar. Rediiktaz segmenti, NO sentezi i¢in NADPH’a baglanarak
dehidrojenasyonu katalize etmek icin gerekli olan elektronlar: iiretir. Elektronlar
esnek protein yapidan oksijenaz segmentine transfer edilir. Bu elektron transferi
kalmodulinin (CAM), esnek protein parcasindaki spesifik baglanma bolgesine
kalsiyum araciligiyla baglanmasiyla aktive edilir (61).

nNOS, MSS ve noronlarda haberci molekiil olarak kullanilan NO sentezinden
sorumludur. Konstitiitif enzimlerin aktiviteleri mutlak olarak Ca™ /kalmodulin
bagimlidir. NOS enzimlerinin indiiklenebilir olan izoformu (iNOS, NOSIII) alt birim
olarak kalmoduline ihtiya¢ duyar. Aktivitesi i¢cin Ca'’a ihtiya¢ yoktur. iNOS
enziminin sentezini lipopolisakkaritler gibi ¢esitli bakteriyel iirtinler ile inflamatuar
sitokinler indiiklerler (INF-y, IL-1, IL-2, TNF-a gibi). iNOS sadece fagositik
l6kositlere 6zgli olmayip uygun indiiksiyonla tiim c¢ekirdekli hiicreler tarafindan
sentezlenebilir. NOS enzimlerinin aktiviteleri tamamiyla koenzimlere bagimlidir ve
NO sentezini katalizlemeleri i¢in dimer yap1 olusturmalar1 gerekir. Bu enzimler alt

birim basina FAD, FMN ve THB’e gereksinim duyarlar (52) (Tablo 2.6).
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Tablo 2.6. Nitrik oksit sentezleyen enzimler ve temel 6zellikleri

NOS Salinim Kaynak Regiilasyon NO
izoenzimi miktar
nNOS Devaml Sinir hiicreleri Kalsiyuma bagimli | Diigiik
(pmol)
iNOS Uyarildiginda | Makrofaj, damar diiz | Sitokinler, Yiiksek
kasi, damar endoteli, | endotoksin (nmol)
miyokard, endokard, | ve oksidanlar
hepatosit, immiin tarafindan
hiicreler, hava yolu indiiklenme
epiteli
eNOS Devamli Vaskiiler, endotel Kalsiyuma bagimli | Diisiik
hiicreleri, (pmol)
trombositler,

miyokard ve
endokard,
mast hiicreleri,

notrofiller
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2.4.4. Nitrik oksit etki mekanizmasi

NO endotel hiicresi tarafindan sentezlendikten sonra diflizyonla diiz kas
hiicrelerine gegerek guanilat siklazi aktive edip cGMP seviyesini arttirir. cGMP diiz
kas hiicresi i¢indeki cGMP bagimli protein kinazi aktive eder. Bunun sonucunda
potasyum kanallar1 fosforile, Ca™* kanallar1 hiperpolarize olur. Hiicre ici Ca*? miktari
azalir ve bu da diiz kas hiicresinde gevsemeye yol acar. NO, cGMP yolundan baska
sodyum ve potasyum kanallarin1 dogrudan aktive ederek de vazodilatasyona katkida

bulunur (52, 61, 62) (Sekil 2.11).

Asetilkolin
AS&%&?{IM — | Fosfolipaz C _‘b
H'IF'g
Endotel
hiicresi /-«- Ca’kalmodulin

Arter liimeni

T - e
Arjinin + O, Sitrulin + [NO
£ e — S S
resept rotein
s
= PP

Diiz kas hiicresi Diiz kas hiicresi gevser

Sekil 2.11. Nitrik oksit etki mekanizmasi

2.5. Nitrik Oksit ve Agr1

NO’nun agrinin algilanmasi sirasinda néronal yolaklarin birgok seviyesinde
rol oynadig1 ve agrinin modiilasyonunda 6nemli bir islevi pek ¢ok calismada kabul
edilmekle birlikte, bunun hangi mekanizmalar araciligiyla oldugu tam olarak agiga
kavusmamistir (42, 43). NOS inhibitorlerinin antinosiseptif etkilerinin oldugunu,
omurilik arka boynuzunda agrili impulslarin NO tarafindan potansiyelize edildigini,
Ote yandan ¢esitli bilesiklerin analjezik etkilerine NO’nun aracilik ettigini ileri siiren
calismalar bulunmaktadir (63).

Mekanik, termal ve kimyasal hiperaljezinin mekanizmasina NO’nun katkida

bulunduguna dair kanitlar gittikce artmaktadir (44, 64). L-Arjinin/NO/cGMP yolak
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aktivatorleri ve inhibitorleri kullanilarak yapilan caligmalarda NO’nun periferal
dokulardaki L-Arjinin/NO/cGMP yolaginda hem nosiseptif hem de antinosiseptif
etki olusturdugu gosterilmistir (65). Dorsal kok hiicrelerinde kutan6z veya viseral
enflamasyon veya PAL hasar1 sonucu veya NO dondrleri veya inhibitorleri ile NO
sentetazin aktive veya inhibe edilebildigi, bunun sonucunda da nosiseptif duyunun
aktive veya inhibe edildigi gosterilmistir. Ayrica inflamatuvar doku hasart veya PAL
yaralanmasinin C lifleri yolu ile dorsal kok hiicrelerindeki NO sentetazi indiikledigi
gosterilmistir (52, 62).

Immiinohistokimyasal ¢alismalar sinir uclarinda ve spinal kanal dorsal
boynuzunun siiperfisya tabakalarinin internéronlarinda nNOS varligin1 gostermistir
(66). L-arjinin analoglarinin sistemik uygulamasi néropatik ve kimyasal agriya karsi
antinosiseptif aktivite gosterir (44, 67). NOS inhibitorleri L-NAME ve L-NMMA,
cGMP inhibitérii metilen mavisinin i.c.v. uygulamasi opioidden bagimsiz
antinosiseptif etki olusturur ve bu etki di-butiril-cGMP tarafindan bloke edilir. Bu
cGMP sisteminin nosiseptif informasyonun supraspinal transmisyonunda pozitif role
sahip oldugunu gosterir (67). Bu sistemin spinal nosiseptif siirecteki rolii de
davranigsal, elektro fizyolojik ve histokimyasal ¢aligmalarda gosterilmistir (68). NOS
inhibitdrlerinin sistemik ve intratekal enjeksiyonunun formalin ve karregeninle
olusturulan hiperaljeziye bagli cevaplar azalttigt bulunmustur (67). Bunun aksine,
bazi NOS inhibitorleri asetilkolin ve morfinin antinosiseptif etkisini dnlemistir (44,
68).

Periferal sinirlerin fonksiyonunda ve hastaliklarinda NO o6nemli bir yere
sahiptir. Spinal kordun dorsal boynuzunda afferent agri iletiminde ve nitrerjik
innervasyon ile otonomik kontrolde yer alir. NO periferal sinir sisteminin Wallerian
dejenerasyonunda veya rejeneratif olaylarda sentezlenir. Sinirlere olan kan
akimindaki etkilerinden dolayr NO hasari takiben mikrovaskiiler degisikliklerde ve
ayrica akson ve myelin yikiminda ve rejenerasyon Oncesi temizlikte yer almaktadir.
NO bu siire¢ igerisinde noropatik agrinin gelisiminde rol oynar. Enflamasyon
sirasinda ortaya ¢ikan asirt miktardaki NO aksonlara ve sinir rejenerasyonu igin
gerekli gelisme konilerine zarar verebilir. Diisiik dereceli kronik artiglar ise diyabette

periferal sinir hasar1 ve ndropatiye sebep olabilir (69).
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Bir NO substrati olan L-Arjinin’in hiperaljezik agri modellerinde,
antinosiseptif etkisini gosteren calismalar yaninda, nosiseptif etkisinden s6z eden
caligmalar da bulunmaktadir. Ayrica, NMDA resptorlerinin (64) ve periferik
uygulanan L-Arjinininin hiperaljezi iizerine, doz bagimli bifazik (nosisepsiyon ve
antinosisepsiyon seklinde) etkileri oldugunu gosteren ¢alismalarda vardir (70, 71).

NMDA reseptorlerinin aktivasyonu nitrik oksit sentaz1 (NOS) aktive eder ve
NO olusur. Prostoglandinler ve NO medulla spinaliste uyarict aminlerin
serbestlesmesini saglar (72). Poliartritli rat modelinde NOS inhibitorlerinin agr1 ve
enflamasyon iizerine olan etkilerini arastiran bir ¢alisma da, NO'nun mekanik degil
ama termal duyu yollarinda etkili oldugunu ve uyarilmis NOS aktivasyonunun
selektif inhibisyonunun, olusturulmus enflamasyonu arttirdigini bildirilmistir (67).
Bu mediyatoriin diisiik konsantrasyonlari1 hemostatik rol oynarken, biiyiik
konsantrasyonlar1 patolojik olur ve yikici etki tasir.

Birgok ¢aligma L-arjinin/NO/cGMP yolaginin morfinin (67) ve bazi NSAII’
larin  (73) antinosiseptif etkisinde rolii oldugunu gdstermektedir. Yapilan
arastirmalarda, per oral (p.o) ve intraperitoneal (i.p) L-arjinin uygulamasinin hot-
plate, tail-flick ve abdominal kontraksiyon testinde doza bagimli olarak morfinin
antinosiseptif etkisini azalttigt ve bu etkinin L-NAME’in uygun dozuyla geri
cevrilebilecegi gosterilmistir (67). Morfinin olusturdugu antinosisepsiyonun L-atjinin
tarafindan azaltilmasi, etkide NO’nun roliiniin oldugunu diisiindiirmektedir. Bu
hipotez NO’nun substratt olmayan D-Arjinin ve de NO sentazi inhibe etmeyen NG-
nitro-D-Arjinin-metil-ester  (D-NAME)’in  morfinin  antinosiseptif  etkisini
degistirmemis olmasi ile desteklenmektedir (71). Bir baska calismada, L-NAME ve
NSAIil’lardan flurbiprofen ve indometazin’in farelerde sinerjistik antinosiseptif etki
olusturdugu gosterilmistir (66). Buna karsin, diger bir ¢alismada da insan ve deney
hayvanlarinda analjezik etkisi oldugu kanitlanmis non-kompetif NMDA reseptor
blokdrii anestezik bir madde olan ketaminin antinosiseptif etkisi L-NAME tarafindan

bloke edilmistir (74).
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2.6. Nitrik Oksit ve Morfin

Akut ve kronik morfin tedavisi fare beyninde Ca™ bagimli NOS miktarinda
artis yapmistir ve morfinin akut etkisi naloksan eklenmesiyle bloke edilmistir (65).
Sican spinal kordunda, morfinin tekrarli uygulanmasi NOS mRNA seviyesini
yiikseltmistir. Ayn1 zamanda NOS pozitif hiicre sayis1 ve NOS immunoreaktivitesi
yogunlugu artmistir. Bu calismanin sonunda arastirmacilar, tekrarlayan morfin
uygulanmasinin NOS biyosentezini artirdigi kanisina varmiglardir (109). Morfinin 25
mg pelletler halinde 24 saatlik tedavisinin ardindan fare beyninin tiim bolgelerinde
ve spinal kordunda NOS aktivitesinde azalma goriilmiistiir. Fakat 48—72 saatlik
uygulamadan sonra hem serebellumda hem de kortekste NOS aktivitesi artmistir.
Morfin pelletinin yaninda naltrekson pelletininde uygulanmasi1 NOS aktivitesindeki
bu degisiklikleri engellemistir (75). Bu calismadaki NOS aktivitesindeki azalma
artmis motor aktiviteye, artma ise tolerans veya fiziksel bagimlilik gelismesine
baglanmustir.

Morfinin santral analjezik etkisi tail flick ve penge ¢cekme testlerinde metilen
mavisinin intraserebroventrikiiler uygulanmasi ile inhibe edilmis ve bir cGMP
fosfodiesteraz inhibitorii tarafindan artirilmistir. Fakat bu etki NOS inhibitorleri L-
NMMA ve N-iminoetil-L-ornitin tarafindan bloke edilmemistir (76, 77). Bu nedenle
NO salinimindan bagimsiz olarak ¢cGMP sisiteminin aktive edilmesinin morfinin
santral analjezik etkisinde roliiniin olabilecegi belirtilmistir. Intraserebroventrikiiler
olarak uygulanan L-NA morfin analjesini ortadan kaldirmistir ve ayni yolla
uygulanan L-Arjinin morfinin analjezik etkisini artirmigtir. Bu sonuglar NO
sentezinin morfin analjezisini artirabilecegi sonucuna baglanmistir (78). Yapilan bir
bagka  calismada  Javanmerdi ve  arkadaslart  mezensefalik  morfin
antinosisepsiyonunun, MK-801 ve L-NAME’in ratlarin rostral ventromedial
medullasina mikroenjeksiyonuyla azaldigint bulmuglardir. Bu azalmada, bu
maddelerin tek basina uygulanmasindan farkli bulunmamaistir ve arastirmacilar bunu
rostral ventromedial medulladaki NMDA reseptorleri ve NO olusumunun
periakuaduktal gri cevherden ¢ikan opioid agr1 inhibitér sinyallerinin
diizenlenmesine baglamislardir (79).

Ayrica, L-NAME farelerde belki de beyindeki direkt etkisine bagli olarak

opioidden bagimsiz olarak antinosisepsiyon olusturmustur (80). Uyanik kopeklerde
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yapilan bir ¢alismada L-NA veya morfin dordiincii ventriikiile verilmis ve nosiseptif
esigi artirdiklar1 gozlenmistir. Bu iki maddenin kombinasyon halinde verilmesi
morfinin tek basina verilmesinden daha gii¢lii bir antinosiseptif etki gostermistir ve
supraspinal bolgelerdeki endojen NO’nun bir nosiseptif mediyatér olarak rol
oynadig1 kanisina varilmistir (81). Bhargava ve arkadaglar1 L-Arjinini kronik olarak
intraperitoneal yolla vermisler ve beyin NOS aktivitesini artirarak ve morfin
konsantrasyonunu fare beyninin ve spinal kordunun belli bolgelerinde azaltarak
morfinin  antinosiseptif  etkisini  azalttigim1  bulmuslardir (82). L-Arjinin
uygulanmasiyla NO sisteminin akut aktivasyonu morfin antinosisepsiyonunu
hafifletmistir. Bu etki santral bolgelerde (orta beyin ve spinal kord) morfinin up-
takenin azaltilmasina baglanmistir (83).

Farelerde subkutan6z morfinin analjezik etkisi 5 glinlilk uygulamadan sonra
ortadan kalkmistir ve L-NA nin morfine eklenmesi tolerans gelisimini en az 11 giin
engellemistir (84). NMDA reseptor antagonisti MK-801 in morfine tolerans
gelismesinin engellenmesi NMDA reseptorleri aktivasyonunun neticesinde NO
salinimima baglanmistir. Kompetitif ve non kompetitift NMDA reseptor
antagonistlerinin ve L-NA'nin morfin toleransini engelledigine dair ¢aligmalarda
mevcuttur (85). L-NA veya L-NAME in morfinle birlikte uygulanmasi morfine
tolerans gelisimini engellemis ve farelerde morfin bagimliliginin bazi bulgularini
hafifletmistir (86). Bunlarin aksine bovin laktoferrinin (BLF) morfinle birlikte
uygulanmasi farelerde morfin tolerans gelismesini geciktirmistir ancak BLFnin bu
etkisi L-NAME veya metilen mavisi ile kismen 7-NI ile ise tamamen ortadan
kalkmistir. Bu sonu¢ta BLF’nin morfine tolerans gelisimini nNOS’un selektif
aktivasyonuyla yapabilecegine baglanmistir (87).

Agr ve nitrik oksit arasindaki iliski konusunda yapilan ¢alismalar olduk¢a
celiskilidir ve heniliz tam olarak aydmnlatilamamigtir. Ayrica morfinin analjezik
etkisine NO’nun etkisi ve morfine karsi gelisen tolerans mekanizmasi ve bu
mekanizmada nitrik oksitin rolii i¢in de ayn1 durum s6z konusudur. Bu nedenle bu
caligmada agri mekanizmasinda, morfinin analjezik etkisinde ve morfine karsi
gelisen toleransta NO’nun roliinii tail flick ve hot plate testlerini kullanarak

arastirmay1 amagladik.
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BOLUM I11
ARAC, GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlarinin Secilmesi

Bu calismada Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 ve
Aragtirma Laboratuarindan temin edilen her iki cinsten ortalama 200-250 gr
agirhiginda 150 adet Albino Wistar cinsi sigan kullanilmistir. Hayvanlar 12:12 saat
aydinlik/karanlik siklusuna uyularak, 22 + 3 °C sicaklikta ve % 65—70 nem igeren bir
ortamda plastik kafeslerde barindirilmigtir. Standart laboratuar yemiyle sinirsiz
beslenmigler ve su alimlar1 serbest birakilmigtir. Hayvanlar “Laboratuar
Hayvanlarimin Bakim ve Kullanim Ilkeleri”ne uygun kosullarda barindirilmis ve
deneyler icin Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Etik Kurulundan onay

alinmistir. Tiim deneyler saat 10.00 ve 14.00 saatleri arasinda yapilmistir.
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3.2. Deney Diizeni

Calismamizda kullanilan hayvanlar randomize olarak 10’arli 15 gruba ayrild1 (Tablo
3.1):

Tablo 3.1: Caligmada kullanilan gruplar

Uygulanan madde Ver. yolu | Sayi (n)
Serum fizyolojik ip 10
Yalniz morfin (5 mg/kg) ip 10
Yalniz L-NAME (25 mg/kg) ip 10
Yalniz NOC-18 (0,4 mg/kg) ip 10
Yalniz BAY 41-2272 (4 mg/kg) ip 10
Yalniz SIN-1 (0,4 mg/kg) ip 10
Morfin (5 mg/kg) + L-NAME (25 mg/kg) ip 10
Morfin (5 mg/kg) + NOC-18 (0,4 mg/kg) ip 10
Morfin (5 mg/kg) + BAY 41-2272 (4 mg/kg) ip 10
Morfin (5 mg/kg) + SIN-1 (0,4 mg/kg) ip 10
Morfine tolerans gelistirilen grubta morfin (5 mg/kg) ip 10
Tolerans gelistirilirken beraberinde L-NAME (25 mg/kg) | ip 10
verilen grupta morfin (5 mg/kg)

Tolerans gelistirilirken beraberinde NOC-18 (0,4 mg/kg) | ip 10
verilen grupta morfin (5 mg/kg)

Tolerans gelistirilirken beraberinde BAY 41-2272 (4 mg/kg) | ip 10
verilen grupta morfin (5 mg/kg)

Tolerans gelistirilirken beraberinde SIN-1 (0,4 mg/kg) | ip 10
verilen grupta morfin (5 mg/kg)
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3.3. Kimyasal Maddeler ve Uygulanisi

Tim ilaglar (BAY 41-2272 harig) distile suda ¢oziildii ve her deney ig¢in
giinliik hazirlandi. BAY 41-2272 dimetilsiilfoksid’de (DMSO) ¢o6ziildii (Tablo 3.2).
Sadece DMSO verilerek yapilan tail flick ve hot plate dlglimlerinde bu maddenin
herhangi bir etkisinin olmadig1 gosterildi. Biitiin kimyasal maddeler 0,5 ml ¢oziicii
icinde c¢oziilerek intraperitoneal olarak verildi. Kullanilan kimyasal maddelerin

dozlarina pilot ¢caligmalar yapilarak karar verildi.

Tablo 3.2: Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve 6zellikleri

Madde Kimyasal ad1 Etki Coziicii

Morfin HCI - Narkotik % 0.9’luk izotonik
analjezik NaCl ¢ozeltisi

L-NAME Ny-Nitro-L-arginine methyl ester | NOS % 0.9’1luk izotonik
hydrochloride inhibitori NaCl ¢ozeltisi

NOC-18 3,3-bis(Aminoethyl)-1-hydroxy-2- | NO dondrii | % 0.9’luk izotonik

oxo-1-triazene NaCl ¢ozeltisi
BAY 41- 3-(4-Amino-5-cyclopropyl- Guanilat DMSO
2272 pyrimidin -2 -yl)-1-(2-fluoro- siklaz
benzyl)-1H-pyrazolol [3,4- aktivatorii
b]pyridine
SIN-1 5-Amino-3-morpholinyl-1,2,3- NO dondrii | % 0.9’luk izotonik
oxadiazolium chloride ve guanilat | NaCl ¢ozeltisi
siklaz
aktivatorii
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3.4. Akut Analjezi Degerlendirmesi
3.4.1.Tail flick testi

[lag uygulamasindan bir giin 6nce tiim denekler &lgiim yapilmaksizin tail-
flick cihazina (May TF 0703 Tail.Flick Unit Commat, Ankara,Tiirkiye)
yerlestirilerek 6grenme alistirmasi yapildi. Termal stimiilasyon kuyrugun 3 cm distali
isaretlenerek yapildi. Stimiilasyonun baslamasi ve kuyruk cekilmesi arasindaki
zaman kuyruk cekme (tail-flick) siiresi olarak olciildii (Resim 3.1). Kuyrugun
yaralanmasin1 engellemek i¢in cevap alinmadigindaki zaman (cut-off zamani) 14,9
saniyeye ayarlandi. Morfin (5 mg/kg), L-NAME (25 mg/kg), NOC-18 (0,4 mg/kg),
BAY 41-2272 (4 mg/kg), SIN-1 (0,4 mg/kg) uygulamasindan 6nce 0. dakikada
(bazal) ii¢ ol¢iim ve uygulamadan sonraki 15, 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda iki

olgiim yapildi. Olgiimlerin ortalamasi kaydedildi.

Resim 3.1: Tail flick testinin uygulanis
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3.4.2. Hot-plate testi

flag uygulamasindan bir giin énce tiim denekler Slciim yapilmaksizin hot
plate cihazina (May AHP 0603 Analgesic Hot Plate Commat, Ankara, Tiirkiye)
yerlestirilerek O0grenme alistirmast yapildi. Eger hayvan 60 saniyede cevap
vermiyorsa, cut-off kabul edilerek plakadan alindi. Tail flick dl¢iimleri yapildiktan 1
dakika sonra tiim hayvanlarda ayni araliklarla hemen hot plate olgtimleri yapildi.

Hayvanlarin arka ayagimi yalama/sigrama siiresi kronometre yardimiyla Olgiilerek

kaydedilerek dl¢timlerin ortalamasi alinmistir (Resim 3.2).

Resim 3.2: Hot plate testinin uygulanisi
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3.5. Morfine Tolerans Gelistirilmesi ve Tolerans Gelisimine Maddelerin
Etkilerinin Degerlendirilmesi

Morfine karsi tolerans gelistirmek icin giinde 20 mg/kg morfin ikiye
boliinerek 5 giin boyunca intraperitoneal olarak verilmistir (44). Altinci giin sabah 5
mg/kg morfin verilerek tail flick ve hot plate dl¢iimleri yapilarak tolerans gelisimi
degerlendirilmistir. Morfine gelisen toleransa etkilerini arastirmak igin giinliik
verilen morfin dozlarindan 20 dakika 6nce L-NAME (25 mg/kg), NOC-18 (0,4
mg/kg), BAY 41-2272 (4 mg/kg), SIN-1 (0,4 mg/kg) intraperitoneal olarak verilmis

ve yine altinci giin tail flick ve hot plate 6l¢iimleri yapilmistir.

3.6. Deney Sonuclarinin Istatistiksel Degerlendirmesi

Elde edilen degerler SPSS 15.0 istatistik programina aktarilarak ilaglarin
etkinligini kontrol grubu ile ve kendi aralarinda karsilagtirabilmek i¢in iki yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve takiben Tukey HSD testi kullanildi. Biitiin degerler
ortalama = SD olarak belirlendi. Tiim grafikler GraphPad Prism 5.0 programi
yardimiyla ¢izildi. p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BOLUM IV
BULGULAR

4.1. Kontrol ve Morfin Grubunun Karsilastirilmasi

Morfin (5 mg/kg) hem tail flick hem de hot plate testlerinde kontrol grubuna
gore anlamli olarak analjezi olusturdu (p<0.05). Morfinin olusturdugu bu analjezi 15.
dakikadan itibaren goriilmeye baslandi ve maksimum seviyeye 60. dakikada ulasti.
Bu analjezik etki 60. dakikadan sonra 90. ve 120. dakikalarda azald1 (Sekil 4.1, 4.2,
4.3,4.4).

4.2. L-NAME’in Tek Basina ve Morfinle Kombinasyonunun Etkileri

Bir non spesifik NOS inhibitérii olan L-NAME, tek basmna 25 mg/kg
uygulandiginda tail flick ve hot plate testlerinde 15. dakikadan itibaren kontrol
grubuna gore anlamli analjezi olusturdu (p<0.05). Bu etki 60. dakikada maksimuma
ulasirken bu dakikadan sonra 90. ve 120. dakikalarda azaldi. L-NAME’in tek basina
uygulandig1 gruptaki analjezik etki kontrol grubuna gore tim dakikalarda anlamli
olarak fazla iken morfinin tek basina uygulandig1 gruba gore ise anlamli olarak azdi
(p<0.05) (Sekil 4.1A).

L-NAME (25 mg/kg), morfinle (5 mg/kg) kombine olarak verildiginde her iki
testte de morfinin yaptig1 etkiyi artirdi. L-NAME + morfinin yaptig1 analjezik etki
hem L-NAME hem de morfinin tek basina uygulandig1 gruplara gére anlamli olarak
fazlaydi (p<0.05). L-NAME + morfin grubunda analjezik etkide goriilen artig, 15.
dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). Maksimum etkiyi ise 60.
dakikada yapt1 ve tipki morfin ve L-NAME!'in tek basina uygulandiklar1 gruplardaki
gibi analjezik etki 90. ve 120. dakikalarda 60. dakikaya gore azaldi (Sekil 4.1B).
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Sekil 4.1: L-NAME’in (25 mg/kg) tek basina ve morfinle (5 mg/kg) birlikte

verildiginde tail flick ve hot plate testlerinde gosterdigi etki.

* Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05).

® Kontrol ve morfin gruplarina gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05).

¢ Tum gruplara gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05).
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4.3. NOC-18’in Tek Basina ve Morfinle Kombinasyonunun Etkileri

Bir nitrik oksit dondrii olan NOC-18, tek basma 0,4 mg/kg uygulandiginda
15. dakikadan itibaren tail flick ve hot plate latenslerini kisaltt1 ancak 15. dakikadaki
kisalma kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildi. NOC-18, 30.
dakikadan itibaren hem tail flick hem de hot plate testlerinde anlamli bir hiperaljezi
yapti (p<0.05). Bu hiperaljezi 60. dakikada maksimum seviyeye ulasti ve 90.
dakikada azalmaya bagladi. NOC-18’in yaptig1 tail flick ve hot plate latensleri 120.
dakikada yine kontrol grubuna gore kisa olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
degildi. L-NAME’in tek basina uygulandig1 gruptaki analjezik etki kontrol grubuna
gore tiim dakikalarda anlamli olarak fazla iken morfinin tek basina uygulandigi gruba
gore ise anlamli olarak azdi (Sekil 4.2A).

NOC-18 (0,4 mg/kg), morfinle (5 mg/kg) kombine edildiginde morfinin
analjezik etkisini anlamli olarak azaltt1 (p<<0.05). NOC-18 + morfinin analjezik etkisi
hem morfinin tek basina uygulandigi grup hem de kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak farkliydi (p<0.05). NOC-18 + morfinin analjezik etkisi 15. dakikadan itibaren
artmaya baglad1 ve etkinin en fazla oldugu zaman 60. dakikaydi ancak bu etki
morfinin tek basina uygulandiginda gosterdigi analjezik etkiden anlamli derecede
azdi1 (p<0.05). NOC-18 + morfinin analjezik etkisi tipki morfinin tek basina
uygulandig grupta oldugu gibi 90. ve 120. dakikalarda azald1 (Sekil 4.2B).
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Sekil 4.2: NOC-18’in (0,4 mg/kg) tek basina ve morfinle (5 mg/kg) birlikte
verildiginde tail flick ve hot plate testlerinde gosterdigi etki.

* Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)

® Morfin grubuna gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)

¢ Tim gruplara gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)

4 Kontrol ve morfin gruplarina gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)
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4.4. BAY 41-2272’nin Tek Basina ve Morfinle Kombinasyonunun Etkileri

Bir guanilat siklaz aktivatorii olan BAY 41-2272, tek basina 4 mg/kg dozunda
uygulandiginda 15. dakikadan itibaren tail flick ve hot plate latenslerini kisalttt ancak
15. dakikadaki azalma kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildi. BAY
41-2272, 30. dakikadan itibaren hem tail flick hem de hot plate testlerinde anlamli bir
hiperaljezi yapt1 (p<<0.05). Bu hiperaljezi 60. dakikada maksimum seviyeye ulast1 ve
90. dakika azalmaya bagladi. BAY 41-2272’in yaptig: tail flick ve hot plate latensleri
120. dakikada yine kontrol grubuna gore kisa olmasina ragmen istatistiksel olarak
anlamli degildi (Sekil 4.3A).

BAY 41-2272 (4 mg/kg), morfinle (5 mg/kg) kombine edildiginde morfinin
analjezik etkisini anlamli olarak azaltt1 (p<0.05). BAY 41-2272 + morfinin analjezik
etkisi hem morfinin tek basma uygulandigi grup hem de kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak farkliydi (p<0.05). BAY 41-2272 + morfinin analjezik etkisi 15.
dakikadan itibaren artmaya basladi ve etkinin en fazla oldugu zaman 60. dakikaydi
ancak bu etki morfinin tek basina uygulandiginda gosterdigi analjezik etkiden
anlamli derecede azdi (p<0.05). BAY 41-2272 + morfinin analjezik etkisi tipki
morfinin tek basina uygulandigi grupta oldugu gibi 90. ve 120. dakikalarda azaldi
(Sekil 4.3B).
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Sekil 4.3: Bay 41-2272°nin (4 mg/kg) tek basmma ve morfinle (5 mg/kg) birlikte
verildiginde tail flick ve hot plate testlerinde gosterdigi etki.

* Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)

® Morfin grubuna gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)

¢ Tim gruplara gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)

4 Kontrol ve morfin gruplarina gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)
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4.5. SIN-1’in Tek Basina ve Morfinle Kombinasyonunun Etkileri

Bir guanilat siklaz aktivatorii ve aym1 zamanda NO donérii olan SIN-1, tek
basima 0,4 mg/kg uygulandiginda 15. dakikadan itibaren tail flick ve hot plate
latenslerini kisaltt1 ancak 15. dakikadaki kisalma kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli degildi. SIN-1, 30. dakikadan itibaren hem tail flick hem de hot plate
testlerinde anlamli bir hiperaljezi yapti (p<0.05). Bu hiperaljezi 60. dakikada
maksimum seviyeye ulastt ve 90. dakikada azalmaya basladi. SIN-1’in yaptig1 tail
flick ve hot plate latensleri 120. dakikada yine kontrol grubuna gore kisa olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 4.4A).

SIN-1 (0,4 mg/kg), morfinle (5 mg/kg) kombine edildiginde morfinin
analjezik etkisini anlamli azaltti (p<0.05). SIN-1 + morfinin analjezik etkisi hem
morfinin tek basina uygulandigi grup hem de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
farkliydi (p<0.05). SIN-1 + morfinin analjezik etkisi 15. dakikadan itibaren artmaya
basladi ve etkinin en fazla oldugu zaman 60. dakikaydi ancak bu etki morfinin tek
basina uygulandiginda gosterdigi analjezik etkiden anlamli derecede azdi (p<0.05).
SIN-1 + morfinin analjezik etkisi tipki morfinin tek basina uygulandigi grupta
oldugu gibi 90. ve 120. dakikalarda azald1 (Sekil 4.4B).
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Sekil 4.4: SIN-1’in (0,4 mg/kg) tek basima ve morfinle (5 mg/kg) birlikte
verildiginde tail flick ve hot plate testlerinde gosterdigi etki.

* Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)

® Morfin grubuna gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)

¢ Tim gruplara gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)

4 Kontrol ve morfin gruplarina gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)
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4.6. L-NAME, NOC-18, BAY 41-2272 ve SIN-1’in Etkilerinin Kontrol Grubu ve

Birbirleriyle Karsilastirilmasi

L-NAME (25 mg/kg), kontrol grubu, NOC-18 (0,4 mg/kg), BAY 41-2272 (4
mg/kg) ve SIN-1 (0,4 mg/kg) gruplariyla karsilastirildigt zaman, hem tail flick hem
de hot plate testlerinde anlamli olarak analjezi olusturdu (p<0.05). L-NAME’in
olusturdugu bu analjezi tiim 6l¢iim dakikalarinda anlamliydi (p<0.05). L-NAME’in
maksimal analjezik etkisi 60. olglim dakikasinda goriiliirken, bu etki 90. ve 120.
dakikalarda goreceli olarak azaldi. NOC-18, BAY 41-2272 ve SIN-1, 15. ve 120.
dakikalar hari¢ kontrol grubuna gére anlamli olarak tail flick ve hot plate latenslerini
kisalttilar ve hiperaljezi olusturdular (p<0.05) U¢ maddeninde maksimal hiperaljezik
etkileri 60. 6l¢iim dakikasinda goriildii. Tail flick ve hot plate latenslerindeki kisalma
SIN-1’de en fazla iken NOC-18’de en azdi. Ancak bu ii¢ madde arasinda anlamli bir
fark yoktu (Sekil 4.5A ve B).
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Sekil 4.5: L-NAME, NOC-18, BAY 41-2272 ve SIN-1’in etkilerinin kontrol grubu
ve birbirleriyle karsilastirilmasi

* Tiim gruplara gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)

® Kontrol grubuna istatistiksel olarak farkli (p<0.05)
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4.7. L-NAME, NOC-18, BAY 41-2272 ve SIN-1’in Morfinle Kombinasyon-

larimin Etkilerinin Yalmz Morfin Grubu ve Birbirleriyle Karsilastirilmasi

L-NAME (25 mg/kg)’in 5 mg/kg morfinle kombinasyonu yalniz morfin
uygulanan grup ve NOC-18 (0,4 mg/kg), BAY 41-2272 (4 mg/kg) ve SIN-1 (0,4
mg/kg) ‘in morfin kombinasyonlariyla karsilastirildiginda hem tail flick hem de hot
plate testlerinde tiim 6l¢tim dakikalarinda anlamli olarak analjezi olusturdu p<0.05).
L-NAME + morfinin maksimal analjezik etkisi 60. 6l¢iim dakikasinda goriiliirken,
bu etki 90. ve 120. dakikalarda goreceli olarak azaldi. NOC-18, BAY 41-2272 ve
SIN-1 morfinle kombine edildiginde morfinin yalniz basina uygulandigi gruba gore
tail flick ve hot plate latenslerini anlamli olarak tiim 6l¢iim dakikalarinda kisaltti. Bu
kisalma SIN-1 + morfin kombinasyonunda en fazla iken NOC-18 + morfin
kombinasyonunda en azdi. Ancak bu ii¢ maddenin morfin kombinasyonlart arasinda

anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.6A ve B).
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Sekil 4.6: L-NAME, NOC-18, BAY 41-2272 ve SIN-1’in morfinle kombinasyon-
larinin etkilerinin yalniz morfin grubu ve birbirleriyle karsilagtiriimasi.

* Ttim gruplara gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)

® Kontrol grubuna istatistiksel olarak farkli (p<0.05)
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4.8. Morfine Karsi Tolerans Gelistirilen Grupta Morfinin Etkisi

Morfin tek basina 5 mg/kg uygulandiginda tiim 6lgiim dakikalarinda kontrol
grubuna gore tail flick ve hot plate latenslerini anlamli olarak uzatti (p<0.05). Bu
artis en fazla 60. dakikadayd: ve 90. ve 120. dakikalarda 60. dakikaya gore azald.
Morfine karsi tolerans gelistirilen grupta ise mg/kg morfin yine analjezik etki
olusturdu ancak bu etki tolerans gelismemis gruba gore anlamli olarak azdi (p<0.05).
Yine de olusan bu analjezik etki tim Ol¢lim dakikalarinda kontrol grubuna gore
anlamli olarak fazlaydi (p<0.05). Tolerans gelistirilen grupta da maksimum analjezik
etki yine 60. dakikada goriildii ve tail flick ve hot plate latensleri 90. ve 120.
dakikalarda 60. dakikaya gore kisaldi (Sekil 4.7A ve B).
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Sekil 4.7: Morfine kars1 tolerans gelistirilen gruptaki morfinin (5 mg/kg) etkisinin
kontrol ve tolerans gelismemis grupta yalniz morfin uygulanan grupla

karsilastirilmasi.
* Tim gruplara gore istatistiksel olarak farkl (p<0.05)
® Kontrol grubuna istatistiksel olarak farkli (p<0.05)
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4.9. Morfine Kars1 Tolerans Gelisimine L-NAME, NOC-18, BAY 41-2272 ve
SIN-1’in Etkileri

Morfine kars1 tolerans gelistirilen gruptaki ve tolerans gelistirilirken
beraberinde L-NAME verilen gruptaki 5mg/kg morfinin tail flick ve hot plate
latensleri lizerine olan etkileri karsilastirildiginda, L-NAME verilen grupta tail flick
ve hot plate latensleri tiim Ol¢lim dakikalarinda anlamli olarak uzadi (p<0.05). Bu
artis en fazla 60. dakikada gerceklesti ve 90. ve 120. dakikalarda 60. dakikaya gore
azaldi (Sekil 4.8A ve B).

Morfine kars1 tolerans gelistirilen gruptaki ve tolerans gelistirilirken
beraberinde NOC-18, BAY 41-2272 ve SIN-1 verilen gruptaki 5 mg/kg morfinin tail
flick ve hot plate latensleri iizerine olan etkileri karsilastirildiginda, NOC-18, BAY
41-2272 ve SIN-1 verilen grupta tail flick ve hot plate latensleri tiim olgiim
dakikalarinda anlamli olarak kisald1 (p<0.05). Bu kisalma 15. ve 120. dakikalar hari¢
diger ol¢lim dakikalarinda anlamliydi ve en fazla 60. dakikada goriildii. Bu {i¢ madde
arasinda en fazla azalmayir SIN-1 yaparken en azda NOC-18 yapti ancak bu ii¢
madde arasinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.8A ve B).
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Sekil 4.8: Morfine karsi tolerans gelisimine L-NAME, NOC-18, BAY 41-2272 ve
SIN-1’1n etkilerinin tail flick ve hot plate testleriyle karsilagtirilmasi

* Tiim gruplara gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)

® Kontrol grubuna istatistiksel olarak farkli (p<0.05)
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BOLUM V
TARTISMA VE SONUC

Nitrik oksit, L- Arjinin, oksijen ve kofaktorler varliginda nitrik oksit sentaz
enzimiyle sitriilline dontistiiriiliirken acgiga ¢ikar. Biyolojik membranlardan ¢ok kolay
difiize olan NO, lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukga stabildir ve suda
erir (45-47). Dislik konsantrasyonlarda iken toksik degildir ve bircok 6nemli
fizyolojik islevin ger¢ceklesmesinde rol alir.

Kalsiyum, néronal NOS ve endotelyal NOS aktivasyonu i¢in gerekliyken
indiiklenebilir NOS igin gerekli degildir. Solubl bir enzim olan nNOS beyin, periferal
sinirler ve bobreklerde eksprese edilir (88). Endotelyal NOS ise 6zellikle endotel
hiicrelerinde sentez edilir (89). Indiiklenebilir NOS ise devamli salinmaz ancak
bakteriyel lipopolsakkarid ve sitokinlere cevap olarak Ozellikle makrofajlarda
eksprese edilir. Bu NOS izoformlar1 tarafindan iiretilen NO sentezi L-NNA, L-NA,
L-NAME ve asimetrik dimetil arjinin gibi L-Arjinin analoglar1 tarafindan inhibe
edilir (90, 91). Nitrogliserin, sodyum nitropurissiad, S-nitroso-N-asetilpenisilamin
gibi bilesikler ve yeni iiretilen bazi kimyasal maddeler NO salarlar ve NO donorleri
olarak adlandirilirlar.

Endotelyal NO vazodilatasyon, azalmis vaskiiler rezistans, azalmis kan
basinci, platelet agregasyonu ve adezyonunda inhibisyon, l6kosit adezyonu ve
transmigrasyonunda inhibisyon ve azalmis vaskiiler diiz kas proliferasyonuna neden
olur. Nitrovazodilatorler, diiz kasta solubl guanilat siklaz1 aktive ederler ve guanozin
trifosfattan  siklik GMP olustururlar. Metilen mavisi, oksihemoglobin ve
1H[1,2,4]oxadiazolo [4,3-a]quinoxalin-1-one guanilat siklaz aktivitesini inhibe
ederler (92). Siklik GMP artis1, spinal ve periferal antinosisepsiyona neden olan
adenozin trifosfat (ATP) bagimli K" kanallarini agmada rol alan siklik GMP bagiml
protein kinazi1 aktive eder.

Otonomik sinir uyarilmalarina bagli olusan nonadrenerjik nonkolinerjik
cevaplar onemli oranda nNOS tarafindan iiretilen NO tarafindan olusturulur. NO,
serebral kan damarlarindaki periferal efferent sinirlerde norotransmitter olarak ¢ok
onemli rol oynar (93). Afferent nitrerjik sinirler duyusal bilgi degerlendirmesini bazi

yonlerden kontrol eder. NO’nun mezenterik vazodilatasyona neden olan ve primer
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duyusal sinirlerden salinan bir noérotransmitter olduguna dair kanitlar vardir (94).
NO’nun MS’in dorsal boynuzu boyunca agrinin afferent iletiminde onemli rol
oynamaktadir (95).

Agr viicudun doku hasarlanmasina karsi olusturdugu koruyucu bir cevaptir
ve mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Agr1 calismalarinda agrinin
ozelliklerini, temelini agiklamak ya da herhangi bir maddenin agrinin algilanmasi
lizerine olas1 etkisini arastirmak hedeflenirken en uygun hayvan modelleri
secilmelidir (41). Bu amagla termal hiperaljezi metotlarindan tail flick ve hot plate en
sik kullanilan metotlardandir. Tail flick testi ilk olarak 1941 yilinda D’Amour ve
Smith tarafindan tanimlanan ve fare veya sicanin bir lambadan gelen ve siddeti
ayarlanabilir odaklanmis 1s18a kuyrugunu ¢ekmek sureti ile verdigi yanitin
degerlendirilmesi esasina dayanir (43). Analjezik etkisi olan ilaclar kuyruk ¢ekme
stiresini uzatirken, hiperaljezik etkisi olan ilaglar bu siireyi kisaltirlar. Hot plate testi
ise ilk olarak Woolfe ve MacDonald tarafindan 1944’te tanimlanmis olmasina
ragmen en ¢ok 1953’te Eddy ve Leimbach tarafindan tanimlanan modifiye formu
kullanilmaktadir ve 50-56°C’ye 1sitilmig bir yiizeye birakilan hayvanin arka ayagini
cekmesi, yalamasi, tekmelemesi, sallamasi, dans etmesi veya si¢cramasina kadar
gecen siirenin tespit edilmesi esasina dayanir. Tipk tail flick testinde oldugu gibi
analjezik etkisi olan ilaglar bu siireyi uzatirken, hiperaljezik etkisi olan ilaglar
kisaltirlar (41).

Agr1 mekanizmasini aydinlatmak ve agriy1 gidermek icin yapilan calismalar
her gecen giin artmaktadir. NO’nun agri mekanizmasindaki rolii aragtirilirken agrinin
algilanmasi sirasinda ndronal yolaklarin bir¢cok seviyesinde rol oynadigl ve agrinin
duyusunun diizenlenmesinde onemli bir islevi oldugu pek ¢ok caligmada kabul
edilmekle birlikte, bunun hangi mekanizmalar araciligiyla oldugu tam olarak agiga
kavusmamustir (42, 43). Yapilan arastirmalarda NOS inhibitorlerinin antinosiseptif
etkilerinin oldugu bulunmus ve omurilik arka boynuzunda agrili impulslarin NO
tarafindan potansiyelize edildigi gosterilmistir. Ayrica cesitli bilesiklerin analjezik
etkilerine NO’nun aracilik ettigini ileri siiren ¢alismalar da bulunmaktadir (43). Bu
konudaki caligmalarin ¢eliskilerinden dolay1 bu ¢alismada NO’nun agridaki roliine
yonelik arastirma yaptik. Bu amagla bir NOS inhibitorii olan L-NAME, bir nitrik
oksit donorii NOC-18, bir guanilat siklaz aktivatorii BAY 41-2272 ve bir NO dondri
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olmasinin yaninda ayni zamanda bir guanilat siklaz aktivatorii olan SIN-1’in etkilerin
tail flick ve hot plate testlerinde arastirdik.

L-NAME, hem tail flick hem de hot plate testlerinde kontrol grubuna gore
anlamli olarak analjezi olustururken, NOC-18, BAY 41-2272 ve SIN-1 kontrol
grubuyla karsilagtirilinca hem tail flick hem de hot plate testinde hiperaljezik etki
gosterdi. Bu etki en fazla SIN-1’de en az NOC-18’de olmasina ragmen aralarinda
anlaml fark yoktu.

Bu sonuglar, temel olarak nitrik oksitin agr1 mekanizmasinda veya
modulasyonunda roliiniin hiperaljezi yoniinde oldugunu gostermektedir. NO’nun,
mekanik, termal ve kimyasal hiperaljezinin mekanizmasinda rol oynadigin1 gosteren
calismalar vardir ve bu calismalarda elde edilen sonuclar bizim sonuglarimizla
uyumludur (44, 64). Ancak bunun yaninda L-arjinin/NO/cGMP yolak aktivatorleri
ve inhibitdrleri kullanilarak yapilan bazi ¢alismalarda da NO’nun hem nosiseptif hem
de antinosiseptif etki olusturdugu gosterilmistir (71). Verdi ve arkadaglar1 L-arjinin
analoglarmin sistemik uygulamasinin noéropatik ve kimyasal agriya karsi
antinosiseptif aktivite gosterdigini iddia etmislerdir (44). NOS inhibitorleri L-NAME
ve L-NMMA, c¢cGMP inhibitorii metilen mavisinin i.c.v. uygulamasi opioidden
bagimsiz antinosiseptif etki olusturmus ve bu etki di-butiril-cGMP tarafindan bloke
edilmisti. Bu c¢GMP sisteminin  nosiseptif —informasyonun supraspinal
transmisyonunda pozitif role sahip oldugu kanisi ortaya ¢ikarmistir (71). Bazt NOS
inhibitorlerinin sistemik ve intratekal injeksiyonunun formalin ve karregeninle
olusturulan hiperaljeziye bagli cevaplar azalttiginin (67) bulunmasina ragmen baska
calismalarda da NOS inhibitorleri asetilkolin ve morfinin antinosiseptif etkisini
Onlemistir (44, 68). Bununla paralel olarak L-Arjinin’in hiperaljezik agr
modellerinde, antinosiseptif etkisini gosteren ¢alismalar (70, 71) yaninda, nosiseptif
etkisi oldugunu gosteren calismalarda vardir. NMDA resptorlerinin ve periferik
uygulanan L-Arjininin hiperaljezi {izerine, doz bagimli olarak hem nosisepsiyon hem
de antinosisepsiyon etkileri oldugunu gosteren ¢aligsmalar vardir (68, 74).

Morfin, agr tedavisinde en sik kullanilan dogal bir opioid olup opioidlerin
karsilagtiritlmasinda prototip olarak kullanilir (33). Lipid eriyebilirliginin olmamasi
veya az olmasi nedeniyle MSS'ne penetrasyonu ge¢ olur ve etkisi gec¢ baslar, uzun

siirer (34). Etkisini MSS ve gastrointestinal sistemdeki opioid reseptdrlerini uyararak
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gosterir. Noronlarda ve diger sinir hiicrelerinde hiperpolarizasyon yaparak aksiyon
potansiyelinin olugsmasini ve presinaptik transmitter saliverilmesini engeller. Medulla
spinaliste substantia jelatinoza’nin 1. ve II. laminalarinda p reseptorleri lizerinde etki
gosterir ve medulla spinaliste agrimin algilanmasini  saglayan substance P
salivermesini  azaltir. Morfin aym1 zamanda agrili uyariyr tasiyan sinir
terminallerinden pek ¢ok eksitator ndrotransmitterlerin saliverilmesini onler.

Morfin genel anesteziklere gore analjezik etki olusturmakta {stiindiir ¢linkii
hem spinal hem de supraspinal diizeyde analjezi olusturur (35, 36). Kronik kiint
agrilara keskin akut agrilara gore daha etkilidir. Agris1 olan ya da bagimli olan
hastalara morfin verildiginde ofori olusurken normal bireylerde disfori yapar.
Insanda sedasyon olusturur ve bu etkinin ortaya ¢ikmasinda lokus seruleusun énemli
etkisi oldugu diisiiniilmektedir.

Morfinin solunumu deprese edici 6zelligi vardir ve bu etkinin nedeni beyin
sapindaki solunum merkezinin normal uyaricist olan, kandaki karbondioksite karsi
olan duyarliligin azalmasidir (59). Morfin arteriyel ve venoz dilatasyon yapar ve bu
etki baroreseptorler iizerine inhibitor etkiyle ortostatik hipotansiyona neden
olmaktadir (37). Morfinin vazodilator etkisinden akut pulmoner 6dem tedavisinde
yararlanilir.

Opioidlerin ¢ok ¢esitli etkileri bulunmasina karsin primer kullanim alan,
cerrahi uygulama veya kanser gibi bir hastalik sonucu gelisen, anksiyetenin de eslik
ettigi agrinin tedavisidir. Morfinin analjezik etkisine ¢esitli maddelerin etkilerinin
arastirtlmasi oldukga popiiler bir konudur ve bir opioid prototipi olan morfin bir cok
madde ile kombine edilerek aralarindaki etkilesim aragtirilmistir. Bu maddelerden bir
tanesi de son zamanlarda {izerinde oldukga fazla arastirma yapilan bir madde olan
NO’dur. Bu konuda yapilan ¢alismalarda degisik sonuclar elde edilmis ve NO’nun
morfinin agr1 kesici mekanizmasinda 6nemli bir role sahip oldugu bulunmustur.

Bu calismada bir NOS inhibitorii olan L-NAME, bir nitrik oksit donorii
NOC-18, bir guanilat siklaz aktivatorii ve bir NO donorii olmasinin yaninda ayni
zamanda bir guanilat siklaz aktivatorii olan SIN-1’in morfinle kombinasyonlarinin
morfinin analjezik etkisine olan etkilerini tail flick ve hot plate testlerinde arastirdik.
L-NAME, morfinle kombine edildiginde sadece morfin uygulanan grupla
karsilastirildiginda morfinin olusturdugu analjeziyi anlamli olarak artirdi. NOC-18,
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BAY 41-2272 ve SIN-1 morfinle birlikte verildiginde morfinin analjezik etkisini tek
basina morfin verilen grupla karsilastirildiginda anlamli olarak azalttilar. En fazla
azalma SIN-1 de iken en az NOC-18 de goriildii ancak bu maddeler arasinda anlamli
bir fark yoktu.

Pelligrino ve arkadaglari kopeklerde yaptiklari bir ¢aligmada bir L-Arjinin
analogu olan L-NA veya morfini dordiincii ventrikiile vermigler ve nosiseptif esigi
artirdiklarini gézlemlemislerdir. Morfin ve L-NA nin birlikte verilmesi morfinin tek
basina verilmesinden daha giiclii bir antinosiseptif etki gostermistir ve supraspinal
bolgelerdeki endojen NO’nun bir nosiseptif mediyatdr olarak rol oynadigi kanisina
varmiglardir (81). Bir bagka calismada L-Arjinin kronik olarak intraperitoneal yolla
verilmis ve bu maddenin beyin NOS aktivitesini artirarak ve morfin
konsantrasyonunu fare beyninin ve spinal kordunun belli bolgelerinde azaltarak
morfinin antinosiseptif etkisini azalttigin1  bulmuslardir (82). Bhargava ve
arkadaglarinin yaptig1 bir diger ¢alismada L-Arjininin uygulanmasiyla NO sisteminin
akut aktivasyonu morfin antinosisepsiyonunu hafifletmistir ve bu etki santral
bolgelerde morfinin up-take’inin azaltilmasina baglanmistir (83). Farelerde yapilan
bir ¢aligmada kronik olarak L-Arjinin uygulanmasi morfinin giiclii bir metaboliti
olan morphine-6-beta-D-glukuronidin antinosiseptif etkisini azaltmistir. Ancak
intraserebroventrikiiler olarak uygulanan morfin-6-beta-D-glukuronidin etkisi L-
Arjininden etkilenmemistir. Morfinin bu metabolitinin subkutanéz formunun
antinosiseptif etkisinin azalmasi L-NA uygulanmasi ile normale dénmiistiir ve
aragtirmacilar L-Arjinin tarafindan periferal olarak uygulanan morfin-6-beta-D-
glukuronidin etkisinin azalmasini antinosiseptif etkiden sorumlu beyin boélgelerine
morfin metabolitinin girmesinin engellenmesi olasiligina baglanmistir (96). Farelerde
streptozosinle olusturulan diyabette intraserebroventrikiiler olarak uygulanan
morfinin antinosiseptif etkisi belirgin olarak azalmistir. Bu hayvanlara selektif bir
INOS inhibitérii olan aminoguanidin verilmesi morfinin etkisini iyilestirmistir. Bu
calismada arastirmacilar, iNOS tarafindan NO olusumunun artmasinin, diyabetik
siganlardaki azalmis morfin antinosiseptif etkisinden sorumlu olabilecegi sonucuna
varmiglardir (97). Moore ve arkadaglari bizim sonuglarimizla uyumlu olarak
farelerde opioidden bagimsiz olarak antinosisepsiyon olusturdugunu bulmuslardir ve

bu sonucglar1 L-NAME’in beyindeki direkt etkisine baglamislardir (80).
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Buna karsin Javanmardi ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada, mezensefalik
morfin antinosisepsiyonu MK-801 ve L-NAME’in ratlarin rostral ventromedial
medullasina mikroenjeksiyonuyla azalmistir. Bu azalma bu maddelerin tek basina
uygulanmasindan farkli bulunmamistir ve aragtirmacilar bunu rostral ventromedial
medulladaki NMDA reseptorleri ve NO olusumunun periakuaduktal gri cevherden
cikan opioid agr1 inhibitér sinyallerinin diizenlenmesine baglamiglardir (79).
Morfinin santral analjezik etkisi tail flick ve penge ¢ekme testlerinde metilen
mavisinin intraserebrovetrikiiler uygulanmasi ile inhibe edilmis ve bir cGMP
fosfodiesteraz inhibitorii tarafindan artirilmistir. Fakat bu etki NOS inhibitorleri L-
NMMA ve N-Iminoetil-L-Ornitin tarafindan bloke edilmemistir (76, 77). Bu nedenle
NO salinimindan bagimsiz olarak ¢cGMP sisteminin aktive edilmesinin morfinin
santral analjezik etkisinde roliiniin olabilecegi belirtilmistir. Intraserebroventrikiiler
olarak uygulanan L-NA morfin analjezisini ortadan kaldirmistir ve ayni yolla
uygulanan L-Arjinin morfinin analjezik etkisini artirmigtir. Bu sonuglar NO
sentezinin morfin analjezisini artirabilecegi sonucuna baglanmistir (78).

Opioid bir ila¢ olan morfinin tekrarlayan sik kullanimlar1 sonunda etkilerinde
azalma goriiliir ve buna tolerans denir. Aynmi etkiyi elde etmek i¢in daha yiliksek
dozlar kullanilmalidir. Morfinin solunum depresyonu, analjezik, 6forik ve sedatif
etkilerine tolerans gelisir ancak myozis ve konstipasyon yapict etkilerine karsi
tolerans gelismez. Tolerans yaninda fiziksel bagimlilikta olusur. Fiziksel bagimlilik,
ilacin kesilmesi durumunda veya antagonist uygulanmasi durumunda c¢ekilme

sendromu veya yoksunluk sendromu goriilmesiyle karakterizedir (31).

Morfin bagimlilarinda ilacin aniden kesilmesi son dozdan 8-12 saat sonra
baslayan yoksunluk sendromu belirtilerine neden olur ve yoksunluk belirtilerinin
siddeti kisisel olarak farklilik gdsterir. Once lakrimasyon, rinore, terleme, esneme
gibi bulgular gozlenirken daha sonra uyku bozukluklari, irritabilite, tremor,
midriyazis, tasikardi, kan basincinda artma, ciltte kaz derisi goriiniimii, bulanti,
kusma, siddetli hapsirma, diyare, esneme, kas agrilari, bacaklarda klonik kasilma gibi
belirtiler ortaya cikar (35). Ilacin kullanilmasinin birakilmasindan sonraki birkag giin
icinde opioidlerin sedatif ve solunum etkilerine karsi gelisen tolerans kaybolurken

emetik etkilerine kars1 gelisen tolerans ilacin ¢ekilmesinden sonra birkag ay siirebilir.
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Toleransin olugmasi, kaybolmasi veya toleransin derecesi, kullanilan opioidlere ve
onu kullanan sahislara bagli olarak degisebilir.

Analjezik ilaglara kars1 gelisen tolerans agonistlere gore farkli reseptorleri
etkileyerek daha diisiik derecede olusur. Haliisinasyonlar, sedasyon, hipotermi ve
solunum depresyonu gibi etkiler karisik reseptorleri etkileyen bilesiklerin tekrarlayan
uygulamalarinda azalir. Ancak bu ajanlara gelisen tolerans agonist ilaglara olan
capraz toleransi icermez. Opioidlere karsi ¢apraz tolerans gelisimi bu ilaglarin
onemli bir karakteristik Ozelligidir (35) ve bu durum Oncelikle reseptor agonist
aktivitesi olan ajanlar ic¢in gecerlidir. Kanser tedavisinde bir opioidin etkisinde
azalma goriiliince bagka bir opioid ilag verilmistir ve bdylece esit doz kullanimda
daha 1iyi agr1 kesici etki elde edilmistir ve bu uygulamaya opioid rotasyonu
denilmektedir. Tolerans gelisimi azaltmak ya da engellemek i¢in kullanilan baska bir
yaklasimda opioid ilact opioid olmayan bir ajanla kombine etmektir. NMDA
reseptdr antagonistlerinin opioidlere tolerans gelisimi engelledigi veya geriye
dondiirdiigli insan ve hayvan c¢alismalarinda gosterilmistir. Ketamin basta olmak
iizere bu ajanlarin kullanimi postoperatif agriyr azaltmak ve opioid tolerant
hastalarda opioid gereksinimini azaltmak gibi etkileri kontrollii klinik ¢aligmalarda
gosterilmistir (31). Reseptor antagonistlerinin agonistlerle beraber kullanilmasiin da
tolerans gelisimini engelledigi ileri siiriilmiistiir. Sonug olarak morfine karsi gelisen
tolerans1 azaltmak ya da engellemek onemli bir arastirma konusu olmustur ve bu
konuda birgok ¢alisma yapilmistir. NO’nun morfine karsi gelisen toleransta etkisi ve
rolii heniiz tam olarak aydmlatilamadigindan bizim bu c¢alismamizdaki

amaglarimizdan birisi de bu konuya 151k tutmaktir.

Bu amagla bu calismada deneysel olarak morfin tolerans1 gelistirirken
hayvanlara ayn1 zamanda bir NOS inhibitorii olan L-NAME, bir nitrik oksit donorii
NOC-18, bir guanilat siklaz aktivatorii ve bir NO dondrii olmasinin yaninda ayni
zamanda bir guanilat siklaz aktivatorii olan SIN-1 verdik ve morfine karsi gelisen
toleransa karsi bu maddelerin etkilerini arastirdik. L-NAME morfine kars1 gelisen
toleransi azaltt1 ancak tamamen ortadan kaldirmadi. NOC-18, BAY 41-2272 ve SIN-
1 ise morfine gelisen toleransi daha da artirdi. En fazla artis SIN-1 de goriiliirken az

NOC-18 de goriildii ancak bu maddeler arasinda anlamli bir fark yoktu.
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Kielstein ve arkadaslari artmis NO olusumunun farelerde morfin tolerans
gelisimini artirdigini ileri stiirmiislerdir. NO konstitiif mii reseptor aktivitesini artirmis
ve 7-NI morfin yoksunluk belirtilerini hafifletmistir. Bu sonuglara dayanarak nNOS
inhibisyonu ve NO diizeylerini azaltarak asimetrik dimetil arjininin konstitif mii
reseptOr aktivitesini azaltarak morfinin analjezik doz yanit egrisini degistirecegi
sonucuna varmiglardir (98). Devamli morfin verilen nNOS aktivitesinden yoksun
farelerde kontrol grubuna gore tolerans gelisimi daha az olmustur ancak hala
Olctilebilir derecede gorilmiistiir. Ancak eNOS’dan yoksun farelerde kontrol
grubundan bir fark goriilmemistir (99). MK-801 in morfine tolerans gelismesinin
engellenmesi NMDA reseptorleri aktivasyonunun neticesinde NO salinimina
baglanmistir. Kompetetif ve non kompetetif NMDA reseptor antagonistlerinin ve L-
NA nin morfin toleransini engelledigini gdsteren ¢alismalarda vardir (85). Morfinin
analjezik etkisi subkutandz olarak bes giinlilk uygulanmasindan sonra ortadan
kalkmistir ve L-NA'nin morfinle kombine edilmesi tolerans gelisimini en az on bir
giin engellemistir (84). L-NA veya L-NAME in morfinle birlikte uygulanmasi
morfine tolerans gelisimini engellemis ve farelerde morfin bagimliliginin bazi
bulgularini hafifletmistir (86). Highfield ve arkadaslart NO’nun morfine kars1 gelisen
toleransi lokus sereleus ndronlarini etkileyerek hafiflettigini 6ne stirmiislerdir. Sinir
dokularinda NO olugumunu azaltan siklosporin A, L-NAME ve bu ikisinin etkisiz
dozlarda kombinasyonu morfinin agr1 kesici etkisine kars1i gelisen tolerans
olusumunu ve ilerlemesini engellemislerdir (100). Ancak aminoguanidin morfin
toleransini etkilememistir ve bu sonuglardan arastirmacilar iNOS araciliiyla degil
ama konstitif NOS araciligiyla artan NO morfin tolerans modiilasyonunda rolii
oldugu sonucuna varmiglardir (101). Bir bagka ¢alismada da L-Arjinin tek basina
uygulaninca morfinin etkisini azaltirken morfinle birlikte verildiginde tolerans
gelisimini hizlandirmistir (102). Ayrica Romero ve arkadaglart iNOS gen delesyonu
yaptiklar farelerde morfin toleransi gelistirmisler ve bu delesyonun parsiyel olarak
morfin toleransini engelledigini bulmuslardir (103)

Yukaridaki ¢alismalarin sonuglart bu c¢alismada elde edilen sonuglarla
uyumlu olmasma ragmen bunlarin aksine Tsuchiya ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada bovin laktoferrinin (BLF) morfinle birlikte uygulanmasi farelerde morfin

tolerans gelismesini geciktirmistir ancak BLF’nin bu etkisi L-NAME veya metilen
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mavisi ile kismen 7-NI ile ise tamamen ortadan kalkmistir. Bu sonugta BLF’nin
morfine tolerans gelisimini nNOS’un selektif aktivasyonuyla yapabilecegine
baglanmistir (87).

Sonug olarak nitrik oksitin agri mekanizmasinda hiperaljezik yonde rol
oynadigi sdylenebilir. NOS inhibitorlerinin morfinle birlikte uygulanmasi morfinin
analjezik etkisini arttirabilir. Ayrica NO/cGMP yolagi morfine karsi gelisen
toleransta rol oynamaktadir ancak NOS inhibitorlerinin verilmesinden sonra
tamamen toleransin ortadan kalkmamasi morfine tolerans gelisiminde baska
mekanizmalarin da roliiniin oldugunu diistindiirmektedir. NOS inhibitdrlerinin
morfinin agr1 kesici etkisini artirmak ve morfine karsi gelisen toleransi engellemek

i¢in morfinle birlikte kullanilmalari ileri klinik ¢alismalardan sonra onerilebilir.
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