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OZET

Zeren Birer, E. (2020). Farelerde morfine tolerans ve bagimlilik gelismesinde
oksotremorinin ve amitriptilinin etkilerinin arastiriimasi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul.

Kolinerjik ve noradrenerjik droglarin antinosiseptif etkileri oldugu ve morfine tolerans
ve bagimlilik gelismesini azalttiklar1 gosterilmistir. Noradrenalin ve serotonin geri
alim inhibitori amitriptilinin de benzer etkileri bulunmaktadir. Amitriptilin belirgin
antikolinerjik etki gosterdiginden, muskarinik agonist ile birlikte kullaniminda bu
etkinliklerin degisebilecegi one siiriilebilir. Bu ¢alismada; farelere 3 giin giinde 2 kez
deri alt1 yolu ile serum fizyolojik, 10 mg/kg amitriptilin, 0,1 mg/kg oksotremorin veya
amitriptilin ile birlikte oksotremorin uygulandi. Birinci giin agr1 esigi olciildi.
Ardindan hayvanlara plasebo veya morfin peleti konuldu ve 4,48 ve 72 saat sonra
antinosiseptif etkinin zamana gore seyri, tolerans gelismesi ve nalokson ile yoksunluk
olusmasi degerlendirildi Amitriptilin kizgin levha ve kuyruk daldirma testlerinde,
oksotremorin kuyruk daldirma testinde analjezik etki gosterdi. Oksotremorin Kizgin
levha testinde amitriptilinin etkisini ortadan kaldirdi. Kontrol-morfin grubunda
analjezik etki kizgin levha testinde 48 saat sonra kayboldu, kuyruk daldirma testinde
varhigim stirdiirdii. Amitriptilin-morfin grubunda analjezik etki kizgin levha testinde
48 saat, kuyruk daldirma testinde 72 saat siirdii. Oksotremorin-morfin grubunda
kuyruk daldirma testinde 48 saat sonra morfinin etkisi ortadan kalkti. Amitriptilin-
oksotremorin-morfin grubunda iki testte de degisiklik olmadi. Ek doz morfine tolerans
yanitin1 amitriptilin onledi, oksotremorin belirgin hale getirdi. Naloksona bagl
yoksunlukta, kontrol-morfin grubundan farkli olarak amitriptilin-morfin grubunda
agirlik kaybi saptandi, amitriptilin-oksotremorin-morfin grubunda diger belirtiler daha
az oldu. Amitriptilin ve oksotremorin olasilikla spinal ve/veya supraspinal diizeyde
analjezik etki gostermekte, morfine tolerans gelismesini amitriptilin azaltirken,
oksotremorin gii¢lendirmekte, bagimlilik gelismesini ise amitriptilin giiclendirirken,
amitriptilin ile birlikte oksotremorin verilmesi hafifletmektedir. Analjezi ve morfine
tolerans ve bagimlilik olusmasina, kolinerjik ve noradrenerjik mekanizmalarin
katkilarina ve aralarindaki etkilesime iliskin bulgular ileri ¢alismalar ile
desteklenmelidir.

Anahtar Kelimeler: morfin, tolerans, bagimlilik, oksotremorin, amitriptilin, analjezi
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ABSTRACT

Zeren Birer, E. (2020). Investigation of the effects of oxotremorine and
amitriptyline on the development of morphine tolerance and dependence in mice.
Istanbul  University, Institute of Health Science, Department of Medical
Pharmacology. Thesis of Master. Istanbul.

It has been reported that cholinergic and noradrenergic drugs have antinociceptive
effects and reduce the development of tolerance to and dependence on morphine.
Noradrenaline and serotonin reuptake inhibitor amitriptyline possesses similar
effects also. Since amitrityline has marked anticholinergic activity, it can be
suggested that these effects may change when amitriptyline is used with a
muscarinic agonist. In the present study, mice were administered subcutaneously
twice daily for 3 days with saline, 10 mg/kg amitriptyline, 0.1 mg/kg oxotremorine
or a combination of amitriptyline and oxotremorine. On the first day, pain threshold
was measured. Then the animals were implanted subcutaneously with placebo or
morphine pellets and the time course of the antinociceptive effect after 4, 48 and 72
hours, the development of tolerance and withdrawal with naloxone were assessed.
Amitriptyline demonstrated analgesic effect in the hot-plate and tail immersion tests
and oxotremorine exerted in the tail immersion test. In the hot-plate test,
oxotremorine abolished the analgesic effect of amitriptyline. The analgesic effect in
the control-morphine group, while continued in the tail immersion test, disappeared
in the hot plate test 48 hours later. The analgesic effect in the amitriptyline-
morphine group lasted 48 hours in the hot plate test and 72 hours in the tail
immersion test. The effect of morphine disappeared after 48 hours in the tail
immersion test in the oxotremorine-morphine group. No change was observed in
the amitriptyline-oxotremorine-morphine group in both tests. Response to morphine
challenge was prevented by amitriptyline and was enhanced by oxotremorine. In
naloxone induced withdrawal syndrome, weight loss was present in the
amitriptyline-morphine group, but not in the control-morphine group. Other signs
were less in the amitriptyline-oxotremorine-morphine group. Amitriptyline and
oxotremorine produce analgesic effects possibly at the spinal and/or supraspinal
level, amitriptyline reduces morphine tolerance while oxotremorine enhances it and
amitriptyline enhances dependence while co-administration of amitriptyline and
oxotremorine alleviates it. Evidence for the contribution of cholinergic and
noradrenergic mechanisms to the development of analgesia, morphine tolerance and
dependence, and their interaction should be supported by further studies.

Key Words: morphine, tolerance, dependence, oxotremorine, amitriptyline,
analgesia



1. GIRIS VE AMAC

Agn tedavisinde morfin ve benzeri opiyatlarin uzun siireli kullanilmalarinda
analjezik etkiye tolerans ve bagimlilik gelismesi sorun olusturmakta altta yatan
mekanizmalarimin anlasilmasina ve yoksunluk belirtilerinin hafifletilmesi veya
onlenmesine iliskin pek ¢ok aragtirma yapilmaktadir (Kosten ve George 2002; Bailey ve
Connor 2005). Hayvan calismalar1 ve klinik ¢alismalar, morfine tolerans ve bagimlilik
gelismesinin opioiderjik ve diger sistemlerdeki uyumsal degisiklikleri iceren karmasik
bir fizyolojik yanit oldugunu gostermistir. Opioid reseptorlerinin siirekli uyarilmasi,
reseptor kenetlenmesinde, reseptor sayisinda ve reseptore bagli efektor proteinlerde
degisikliklere yol ag¢maktadir (Martini ve Whistler 2007). Ayrica kolinerjik
(Neugebauer ve ark. 2013) ve adrenerjik (Maldonado 1997) sistemlerde sinyal
degisiklikleri, glutamaterjik N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin  asiri
uyarilmasi (Gonzalez ve ark. 1997) ve glial hiicrelerden proinflamatuvar sitokinlerin

saliverilmesi (Watkins ve ark. 2005) gibi ¢esitli degisikliklere neden olmaktadir.

Agrmin modiilasyonunda endojen opioiderjik sistemin mii, delta ve kappa
reseptorleri araciligi ile oynadigi onemli role c¢esitli ndrotransmitter sistemleri de
katkida bulunur (First 1999; Lau ve Vaughan 2014; Felice ve Ossipov 2016).
Kolinerjik sistem, muskarinik ve nikotinik reseptorleri araciligi ile omurilik diizeyinde
ve list merkezlerde agr1 uyaraninin santral sinir sistemine girisinde ve algilanmasinda
modiilatér etkinlik gosterir (Naser ve Kuner 2018). Bu etkinlikte kolinerjik ve
opioiderjik sistemlerin karmasik bir etkilesim gosterdigi one siiriilmiistiir (Dulu ve ark.
2014).Asetilkolin yikiminin azaltilmas1 veya muskarinik reseptorlerin uyarilmasi ile
asetilkolin saliverilmesinin artirilmasi, agri esiginin yiikselmesine yol agar (Abelson ve
Hoéglund 2002a; Galeotti ve ark. 2005). Ozellikle M, muskarinik reseptdrler (Duttaroy
ve ark. 2002) basta gelmek iizere M; ve M, muskarinik reseptorler (Mojtahedin ve ark.
2009) analjezik etkide rol oynar. Adrenerjik sistemin agrinin modiilasyonundaki roliine
iliskin olarak da pek ¢ok veri bulunmaktadir (Ossipov ve Dussor 2010). Omurilikte arka
boynuzda bulunan alfa-2 adrenerjik reseptorlerin, lokus seruleustan omurilige gelen
inici yolaklarin ucundan agiga ¢ikan noradrenalin ile uyarilmalar1 akut agriyr Onler

(Sawynok ve Reid 1986). Serotonerjik sistemin olusturdugu inici yolak ise omurilikte



bulunan 5-HT; serotonin reseptorleri araciligi ile antinosiseptif etkiye katkida bulunur
(Sawynok ve Reid 1995).

Morfine tolerans (Wong ve Bentley 1980; Gawel ve ark. 2017) ve bagimlilik
(Buccafusco ve ark. 2000) gelismesini muskarinik reseptér agonistlerinin ve
asetilkolinesteraz inhibitorlerinin azalttigi gosterilmistir. Ancak, morfin tolerans: ve
bagimliliginda kolinerjik sistemin dogrudan basat etkinliginin olmadigini 6ne siiren
(Bhargava ve Way 1976) veya muskarinik reseptor antagonistlerinin gelisimi hafifletici
etki gosterdiklerini bildiren (Yang ve ark. 1997) arastirmacilar da bulunmaktadir.
Benzer ¢eliski adrenerjik sistemde de gosterilmistir. Hem alfa-2 adrenerjik reseptor
agonistleri (Ramaswamy ve ark. 1983; Gursoy ve ark. 2011) hem de antagonistleri
(Kihara ve Kanetto 1986) morfine tolerans ve bagimlilik gelismesini azaltabilmektedir.
Ote yandan bir trisiklik antidepresan olan amitriptilinin, noradrenerjik ve serotonerjik
sistemler yani sira opioiderjik sistem araciligi ile antinosiseptif etki olusturdugu
(Valverde ve ark. 1994; Biiyiiksekerci ve Giiltekin 2005), morfine tolerans (Tai ve ark.
2006; Habibi-Asl ve ark. 2014) ve bagimlilik (Habibi-Asl ve ark. 2014) gelismesini
azalttig bildirilmistir.

Yukaridaki  bilgilerin 1s18inda;  belirgin  antikolinerjik etkisi  bulunan
amitriptilinin, kolinerjik bir drog ile birlikte kullaniminda antinosiseptif yanitin ve
morfine tolerans ve bagimlilik gelismesini Onleyici etkinin degisebilecegi One
stirilebilir. Bu calismada; morfin peleti uygulamasi ile birlikte amitriptilin ve/veya
muskarinik agonist oksotremorin verilen farelerde, kizgin levha ve kuyruk daldirma
testleri kullanilarak antinosiseptif etkiye tolerans ve bagimlilik gelismesine kolinerjik

sistemin katkis1 degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bagimhilik ve Tolerans

Bagimhilik, Diinya Saghk Orgiitii tarafindan drog veya alkol, tiitiin gibi
psikoaktifbir maddenin uzun siire kullanilmasi ile ortaya ¢ikan, fiziksel ve psisik
(psikolojk) 6geleri olan fizyolojik, davranissal ve bilissel bir oriintii olarak tanimlanir.
Keyif artiric etkiyi duyumsamak veya yoklugun verecegi huzursuzluktan sakinmak igin
maddenin devamli veya donemler halinde alinmast ile ortaya ¢ikan bir durum (Eddy ve
ark. 1965) olup madde ile santral sinir sistemi arasindaki etkilesmeden dogar.
Bagimlilik gelisen bireyde maddeyi almaya karsi1 giiclii bir istek veya zorlayici
(kompulsif) bir duygu vardir. Fiziksel veya ruhsal zararlara karsin kullanimi siirdiirme
israrinda azalma olmaz. Madde kullanimiin kontrolu veya azaltilmasinda girisimler
basarisiz olur. Maddenin kullaniminin azaltilmasi veya kesilmesine bagl bir fizyolojik
yoksunluk durumu ortaya ¢ikar. Maddenin etkilerine karsi tolerans gelisir. Bunun
sonucunda istenen etkide anlamli azalma veya asir1 miktarlarda kullanim sonucu
zehirlenme ortaya cikar. Belirtilerden en az ii¢ tanesinin birlikte olarak en az bir ay
stirmesi  birlikte gibi  Olgiitler ile bagimlilik  tanist  konulur  (Kayaalp
2012;https://www.who.int/substance_abuse/terminology/definition1/en/04.11.2019).

Psikoaktif maddeler duyularda, davranista, bilingte ve psisik durumda degisiklik
olusturur. Bu etkilere bagli kotiiye kullanimlarinda kisisel 6zellikler ve ¢evresel etkenler
yani sira pekistirici olma 6zelligi de 6nemli rol oynar. Bu 6zellik ruhsal durumda ve
davramista olusan farmakolojik etkinin, maddeyi kullanmay1 siirdiirme davranigini
tesvik etmesidir. Keyif artigi/6fori olusmasi pozitif pekistirici, kesilmeye veya
saglanamama durumlarina bagl keyifte azalma negatif pekistirici 6zelligi olusturur. Bu
ozellikler beyinde uyumsal degisiklikleri icerir (Nestler 2016; Ables ve ark. 2017).
Pozitif pekistirici 6zellik medyal 6n-beyin demeti, ventral tegmental alan ve septum gibi
beynin mezolimbik ve mezokortikal dopaminerjik sistem ile ilgili odiillendirici
bolgelerinin etkilenmesine baglidir (Fields ve Margolis 2015; Cooper ve ark. 2017).

Bagimlilik, psisik ve fiziksel bagimlilik olarak ikiye ayrilir (Eddy ve ark. 1965).
Genellikle uyarict maddelere karsi gelisen psisik bagimlilikta madde pozitif pekistirici
ozelliktedir; psisik 6zlem maddeyi almay1 degisen derecede tesvik eder. Bagimlilik
olusturan maddeler arasinda psisik bagimlilik olusturma giicii degisiklik gosterir.

Ornegin morfin ve eroin gibi opioidlerde psisik bagimlilik gii¢liidiir. Fiziksel bagimlilik



psisik bagimliliktan farklidir. Ozel baz1 durumlar disinda genellikle psisik bagimlilik ile
birlikte gelisir. Maddenin viicutta kisa veya uzunca bir siire bulunmasi sonucunda
ortaya ¢ikan, maddenin etkiledigi hedef néronlarda veya reseptor sonrasi olaylarda veya
bu noéronlarin islevlerini kontrol eden néronlarin olusturdugu diger sistemlerdeki bir
uyum durumudur (Listos ve ark. 2019). Maddeye karsi-yanit niteliginde olan bu durum,
madde kesildiginde veya 6zgiin antagonist verildiginde yoksunluk sendromu ad1 verilen
yogun fiziksel bozukluklar ile kendini gosterir. Negatif pekistirici 6zelligi olusturan ve
kesilme (withdrawal) sendromu da denilen bu durumdan sakinma istegi kullanimi tesvik
eder. Maddenin kendisi kadar kullanim siiresi ve kullanim yolu da bagimliligin siddetini
belirler. Etkinin ¢abuk baslamasini saglayan damar igi (ven i¢i) injeksiyon ile alinma
inhalasyon yolu ile alinmaya gore daha giiglii bagimliliga yol agar (Gossop ve ark.
1992). Yoksunluk sendromunun siddeti fiziksel bagimliligin derecesini yansitir.
Kullanma siiresi ne kadar uzun ve giinliik doz ne kadar fazla ise o kadar siddetli
yoksunluk sendromu ortaya ¢ikar (Broseta ve ark. 2002).Yarilanma Omrii uzun ise
madde kesildiginde yoksunluk belirtileri hafif olur. Deney hayvanlarinda maddenin
reseptor diizeyinde antagonisti verilerek veya uygulama birden sonlandirilarak
yoksunluk olusturulur. Fiziksel bagimlilik olusan maddelerden bazilarina karsi tolerans
da ortaya ¢ikabildiginden (Eddy ve ark. 1965), fiziksel bagimlilik ve toleransin beyinde

ayni mekanizmalar ile olustugu One siiriilmistiir (Goldstein 1979).

Tolerans uzun siire devamli kullanilan bazi droglarin baslangigtaki dozlarinin
olusturdugu etki siddetinin giderek azalmasi ve etki siiresinin kisalmast durumudur.
Ayni siddette etkiyi saglamak igin doz artirimi gerekir. Tolerans olusumuna gore ikiye
ayrilir. Biyokimyasal tolerans farmakokinetik toleranstir. Siirekli verilme sonucu bazi
droglar metabolizmalarinda rol oynayan enzimlerin yapimini artirarak (enzim
indiiksiyonu) yikimlarini hizlandirir. Bu durum plazma diizeyinin ve etkinin giderek
azalmasina yol agar. Farmakodinamik tolerans ise hiicresel toleranstir. Hiicrelerde ve
reseptorlerde devamli droga maruz kalma sonucu duyarlik ve yanit azalir. Bu duruma
plazma diizeyinde azalma eslik etmez. Reseptorlerdeki down-regiilasyon (sayisal
azalmaya baglh diizenleme) farmakodinamik toleransa ornek olusturur. Biyokimyasal ve
farmakodinamik tolerans birlikte veya tek basina gelisebilir. Genellikle tolerans drogun
biitiin etkilerinin tamamina degil bir bolimiine kars1 olusur. Karsit veriler olsa da

kesintisiz kullanim tolerans gelisimini tesvik eder (Duttaroy ve Yoburn 1995). Drog



viicuttan tamamen temizlendiginde tolerans hali kaybolur (Kayaalp 2012; Katzung
2018).

2.1.1. Morfin Bagimhihg ve Toleransi

2.1.1.1. Morfin

Morfin, hashas bitkisinin (Papaver somniferum) olgunlasmamis kapsiiliinden
elde edilen 6zsuyun kurutulmasi ile elde edilen afyonun (opyumun) iginde en yiiksek
oranda bulunan alkaloiddir. Hidrokloriir veya siilfat tuzu seklinde kullanilir. Kas i¢i,
deri alt1, intratekal veya epidural yolllardan verilir. Agiz yolundan alindiginda mide-
barsak kanalindan tam olarak emilirse de Karacigerden ilk gegiste dnemli bir bolimii
yikima ugradigi i¢in biyoyararlanimi diisiiktiir. Diger yollara gore agiz yolundan daha
yiikksek dozda wverilir. Plazma proteinlerine yaklagsik %25-35 oraninda baglanir.
Yarilanma omrii ortalama 2,95 saat kadardir. Karacigerde gliikkuronitlesme reaksiyonu
ile biiylik oranda morfin-3-gliikkiironata doniisiir. Bu doniisim sirasinda morfin-6-
gliikiironatda olusur. Konjigatlar daha ¢ok bobrek yolu ile atilir. Safra ile atilan
konjiigatlardan ise ince barsakta serbestlesen morfinin bir bélimii yeniden emilerek

enterohepatik dolanima girer (Kayaalp 2012; Katzung 2018).

Morfin bir opioid agonist olup endojen opioid peptid endorfin, enkefalin ve
dinorfinin beyinde yaygin olarak bulunan mii (p), delta (8) ve kappa (k) reseptdrlerini
uyararak etkisini gosterir. Hiicre membraninda G proteinlerine kenetli olan bu
reseptorler son yillarda sirasi ile OP3, OP;, ve OP; reseptdrleri olarak adlandirilmaktadir
(Brain ve ark. 2015; Cox ve ark. 2015). Uyarildiklarinda adenilil siklaz inhibisyonu ile
hiicre i¢inde siklik adenozin monofosfat (SAMP) diizeyinde diisiis, voltaja bagh
kalsiyum kanallarindan Ca®* girisinde azalma ve potasyum kanallarimin agilmas ile
hiperpolarizasyon ortaya ¢ikar (Connor ve Christie 1999). Opioid reseptorleri analjezi,
solunum merkezinin baskilanmasi, kalp-damar sisteminin kontrolii, mide-barsak gegis
hizinin yavaslatilmasi, immun islevlerin diizenlenmesi, beslenme, 6grenme ve bellek
gibi ¢esitli etkilere aracilik ederler. Mii reseptorlerinin, mii-1 (u1) ve mii-2 (u2) olmak
tizere morfine afinitesi (ilgisi) yiikksek olan iki alt tipi vardir. Delta ve kappa
reseptorlerinin ise morfine afiniteleri degiskenlik gosterir (Jordan ve ark. 1999).
Ozellikle mii opioid reseptorleri supraspinal ve spinal analjeziye, solunumun

baskilanmasina ve 6fori yapict etkiye aracilik eder. Daha zayif etkinlige aracilik eden



kappa opioid reseptorleri spinal analjezide, delta opioid reseptorleri spinal analjezi ve

solunum baskilanmasinda rol oynar (McDonald ve Lambert, 2014).

Morfinin santral sinir sisteminde en 6nemli etkisi analjezi olusturmasidir. Bu
etkiyi omurilik diizeyinde ve tst merkezlerde agri yolaklar1 tizerinde gosterir.
Omurilikte arka boynuzda birinci agri néronu ile ikinci agr1 ndronu arasindaki sinapsta
Ozellikle mii opioid reseptorlerini uyararak presinaptik inhibisyon ile agr1 uyaraninin
girisini engeller (McDonald ve Nelson 1978). Etkiye kappa reseptorlerinin uyarilmasi
da katkida bulunur (McDonald ve Lambert 2014). Morfin, supraspinal analjeziyi daha
¢ok mi reseptorlerinin aracilik ettigi beyin sapindan omuriligin arka boynuzuna ve
trigeminusun duyusal ¢ekirdegine inen inhibitér yolaklar1 uyararak olusturur (Lueptow
ve ark. 2018). Talamus tizerindeki analjezik etkisinde de mii-1 reseptorlerin rolii vardir
(Tamaddonfard ve Erfanparast 2017). Morfinin en 6nemli istenmeyen etkisi olan
solunum merkezinin inhibisyonunda mii-2 reseptorleri rol oynar (Trescot ve ark. 2008).
Morfin Oksiiriik kesici, bulanti, kusma ve gbéz bebeginde kiiglilme yapici etkilere
sahiptir. Periferde mast hiicrelerinden histamin agiga ¢ikartir. Beyin sapinda vazomotor
merkezi baskilar. Bu ikili etki ile kan basincini diisiiriir. Hipotalamusta 1s1 diizenleme
merkezini etkileyerek viicut 1sisin1 diistliriir, antidiiiretik hormon, prolaktin ve
somatotrop hormon salgilanmasini uyarir, adrenokortikotropik hormon salgilanmasini
baskilar. Mide ve ince barsak tonusunu artirarak kabizlik yapar. iseme giicliigiine ve
idrar retansiyonuna neden olabilir (Kayaalp 2012; Katzung 2018).

2.1.1.2. Morfine Tolerans Gelismesi

Morfinin o6zellikle analjezik, hipotermik ve lokomotor aktivite iizerine olan
etkilerine tolerans gelismesi, ¢ogunlukla fare (Semenova ve ark. 1995) ve siganlarda
(Nakagawa ve Satoh 2004) ve son yillarda genetik degisiklige ugramis farelerde (Kest
ve ark. 2001; Fitting ve ark. 2016) yapilan ¢ok sayida ¢alismada arastirilmistir. Morfin
uygulamalari i¢in periton i¢i injeksiyonu (Habibi-Asl ve ark. 2014), deri altina pelet
yerlestirilmesi (Bhargava 1978; Peart ve Gross 2004) veya deri altina inflizyon
yapilmas1 (Timar ve ark. 2005) yeglenmistir. Etkinin seyrindeki zamana bagli azalma
tolerans gostergesi olarak kabul edilmektedir (Collett 1998; Yuill ve ark. 2016). Morfin
challenge (satagsma, meydan okuma) testi ise tolerans degerlendirmede sik kullanilir

(Morgan ve Christie 2011). Toleransin degerlendirilecegi giin hayvanlara ek doz morfin



verilir. Kontrol grubuna goére morfin grubunda yanitin daha az olmasi tolerans

gelismesinin kanit1 olarak kabul edilir (Habibi-Asl ve ark.2014).

Morfine gelisen tolerans hiicresel degisiklikleri igeren farmakodinamik
toleranstir. Altta yatan mekanizmalar karmasik olup opioid reseptorlerinde (Allouche ve
ark. 2014) veya anti-opioid sistemlerde (Ueda ve Ueda 2009) ortaya ¢ikan degisiklikleri
icerir. Dogrudan opioid reseptdr diizenlenmesi ile ilgili mekanizmalar, reseptoriin hiicre
igine alinmas1 (endositoz) ve ardindan yikilmasi veya reseptor sentezinin azalmasina
bagli reseptor sayisinda azalma, duyarsizlasma ve hiicre i¢ine alinmadir (von Zastrow
ve ark. 2003). Mevcut reseptdr miktarinin azalmasi toleransa katkida bulunur (Afify ve
ark. 1998; Bernstein ve Welch 1998). Baz1 kosullarda reseptor sayist degismeden de
yanit azalmasi gelisebildiginden (Polastron ve ark. 1994), tolerans icin zorunlu bir
mekanizma olmadig1 6ne siiriilmiistiir (Allouche ve ark. 2014). Duyarsizlasma, akut
opioid kullaniminda ortaya ¢ikan reseptoriin G proteinine kenetlenememesine bagli bir
tolerans mekanizmasidir (Harada ve ark. 1989). Homolog ve heterolog olmak tizere iki
tip duyarsizlasma tanimlanmistir. Homolog duyarsizlasma agonistin baglandig
reseptorlerde goriiliirken, heterolog duyarsizlasmada ayni sinyal yolagini paylasan
agonist ile uyarilan ve uyarilmayan reseptorlerde etkisizlesme ortaya ¢ikar (Allouche ve
ark. 2014). Reseptor seyri (trafigi) fosforilasyon, hiicre i¢ine alinma,
sekestrasyon/membrana tekrar gé¢ ve down-regiilasyon siireglerini igerir (Johnson ve
ark. 2005). Reseptoriin agonisti ile uyarilmasi, reseptore kenetli kinazlar ile
fosforillenmesine ve ardindan arrestin baglanmasina neden olur. Baglanma, G
proteininin reseptorden ayrilmasina, reseptor-G proteini kenetlenememesine, yol acar
(Lohse ve ark.1996). Klaritrin bagimli bir yolak araciligi ile hiicre icine alinan
reseptOrler ya tekrar membrana yollanir ya da yikima ugrar (Shenoy ve Lefkowitz
2003). Ikinci ulaklara bagimli protein kinaz C, protein kinaz A ve kalsiyum/kalmodulin
bagimli kinazlar ile duyarsizlasma modiile olabilir (Ueda ve ark. 2003). Kronik opioid
kullanimi sonrasinda da mii opioid reseptorlerde G proteinine kenetlenememe sonucu
duyarsizlasma ortaya g¢ikmaktadir (Polastron ve ark. 1994; Bohn ve ark. 2000).
Duyarsizlasma ve toleransin iligkisiz mekanizmalar oldugu (Grecksch ve ark. 2011),
opioid reseptorlerinin hiicre igine alinmasinin tamamen anlagilamayan mekanizmalar ile
tolerans1 azalttig1 (Finn ve Whistler 2001; Pradhan ve ark. 2010) da 6ne siiriilmiistiir.
Son yillarda beyinde néron membraninda G proteini ile kenetli iki opioid reseptoriin

homomer (mii ve mii reseptorii) veya heteromer (mii ve delta reseptorii) olarak eksprese



edildikleri, heteromerlerin farmakolojik ve islevsel 6zelliklerinin homomerlerden farkli
oldugu bildirilmistir (Jordan ve Devi 1999). Farelerde kronik morfin uygulamasinda
agn ile ilgili beyin alanlarinda delta-mii heteromerlerinin sayisinin arttigir gosterilmis
(Gupta ve ark. 2010), heteromerlerinin morfine tolerans gelismesine katkilarinin

olabilecegi iddia edilmistir (Costantino ve ark. 2012).

Morfine karsi gelisen toleransta noral aglarda plastisite degisikliklerinin rol
oynayabilecegi goriisleri de literatiirde 6nemli yer tutmaktadir (Trujillo 2000; Ueda ve
Ueda 2009). Anti-opioid sistem degisiklikleri olarak ozellikle glutamaterjik sistem
tizerinde yogunlasilmistir (Chartoff ve Connery 2014). Kronik morfin kullaniminda,
omurilikte glutamat tasiyicilarinin down-regiilasyonu (Mao ve ark. 2002) ve beyinde
NMDA reseptorleri degisiklikleri gdsterilmis (Koyuncuoglu ve ark. 1999; Inoue ve ark.
2003; Ko ve ark. 2008), beyin kaynakli nérotrofik faktoriin (BDNF’in) saliverilmesinde
artis (Matsushita ve ark. 2013), noropeptid Y’de azalma (Pages ve ark. 1991) ve nitrik
oksid yapiminda artis (Abdel-Zaher ve ark. 2013) bildirilmistir. Morfine tolerans
gelisimi ile ilgili olarak opioid reseptorlerinin alfa-adrenerjik reseptorler ile etkilestigi
(Robson ve ark. 1983), omurilikte noradrenerjik reseptorlerin uyarilmasinin toleransi
baskiladig1 (Satarian ve ark. 2008) ve tolerans gelisen hayvanlarin gesitli beyin
bolgelerinde alfa-2 adrenerjik reseptorlerin sayisal ve islevsel degisiklik gosterdikleri
(Smith ve ark. 1989) de literatiirde yer almistir. Ote yandan serotonerjik etkinligin
artmasinin tolerans gelisimini azalttigi (Li ve ark. 2001) ve bu etkide 5-HT;
reseptOrlerinin rol oynayabilecegi (Zarrindast ve ark. 1995) gosterilmistir. Ayrica, hizli
tolerans gelisiminde beyin bolgelerinde kolin asetiltransferaz ve asetilkolinesteraz
enzimlerinin etkinliklerinin degistigi (Wahba ve ark. 1987), kolinerjik etkinligin
artmasinin tolerans gelisimini azalttig1 (Gawel ve ark. 2017) ve omurilikte muskarinik

M; reseptorlerinin tolerans gelisimine aracilik ettigi (Yang ve ark. 1997) bildirilmistir.

2.1.1.3. Morfine Bagimhlik Gelismesi

Morfine bagimhilik gelismesi ile ilgili arastirmalarda fare (Semenova ve
ark.1995), sican (Nakagawa ve Satoh 2004) ve genetik degisiklige ugramis fareler
(Fitting ve ark. 2016) ve injeksiyon (Suzuki 1990;Kelsey ve ark. 2015), pelet (Bhargava
1978; Peart ve Gross 2004) ve infiizyon (Timar ve ark. 2005) gibi uygulama yollar
kullanilir.  Genellikle bagimlilik tolerans gelisimi de birlikte degerlendirilir

(Hosseinzadeh ve ark. 2016). Yoksunluk nalokson, naltrekson gibi bir mi ve kappa



opioid reseptor antagonistleri ile ortaya ¢ikartilir (Kelsey ve ark. 2015; Hosseinzadeh ve
ark. 2016). Antagonist verildikten sonra agirlik kaybi, ishal, 1slak kopek silkelenmesi,
sigrama, tremor, ajitasyon, karin kramplari, g6z kapaginda diisme, burun akintisi,
tiikkliriik ve goz yas1 gibi salgilarda artis, iseme, dokunmaya duyarhlik, tiiylerin
dikilmesi, dis gicirdatma gibi motor ve otonom sinir sistemi ile ilgili degisiklikler ortaya
cikar (Koob ve ark. 1992; Pinelli ve Trivulzio 1997; Morgan ve Christie 2011). Tlk dort
belirti opiat bagimliliginin derecelendirilmesine olanak saglar (Broseta ve ark. 2002).
Opioid bagimlilig: in vitro olarak da izole kobay ileumu gibi preparatlarda nalokson

yoksunlugu ile taklit edilebilmektedir (Lujan ve Rodriguez 1981).

Morfin bagimliligini agiklamak icin ¢esitli mekanizmalar One siiriilmiistiir. Bu
mekanizmalarin basinda opioiderjik reseptorler ve reseptdr sonrast molekiiller ile ilgili
degisiklikler gelir (Ueda ve Ueda 2009). Kronik morfin uygulamasinda siklik AMP
diizeyindeki artisa dayanilarak siklik AMP yolaginda, bagimlilik yani sira tolerans
olusumuna da katkida bulunan uyumsal bir degisikligin oldugu One siirilmistiir
(Sharma ve ark. 1975). Membranda potasyum iyonlarina kars1 gecirgenligin
etkilenmesi, endojen opioid yapimmin baskilanmasi (Lord ve ark. 1977) ve
nosiseptin/orfanin, glutamat, kolesistokinin gibi norotransmitterleri igeren anti-opioid
noronlarda plastisite olusmas1 (Nakagawa ve ark. 2004; Gupta ve ark. 2010) fiziksel

bagimlilik mekanizmalari arasinda yer almaktadir.

Morfin bagimhiligi ve yoksunlugu kolinerjik sinyal yolaklarinda degisiklik
olusturabilmektedir. Kronik morfin uygulanmasinda asetilkolinesteraz enziminin
etkinliginin azaldigi (Neugebauer ve ark. 2013), muskarinik agonistlere duyarliligin
arttigr (Christie ve Overstreet 1979), nalokson ile olusturulan yoksunlukta, bazi
davranigsal belirtiler ile ilintili olarak niikleus akkiimbenste hiicre disinda asetilkolin
diizeyinde artis oldugu (Rada ve ark. 1991) ve bazi beyin alanlarinda asetilkolinesteraz
aktivitesinin azaldigi (Wooten ve ark. 1982; Frenois ve ark. 2002) gosterilmistir.
Ayrica, kolinerjik agonistler yoksunluk belirtilerini azaltmakta (Wong ve Bentley 1980)
ve morfin uygulanmasi sirasinda kolinerjik etkinlikteki artis bagimlilik gelisimini bir

dereceye kadar baskilayabilmektedir (Buccafusco ve ark. 2000).

Morfin yoksunlugunda beyinde noradrenerjik ndronlarda hiperaktivite oldugu
pek ¢ok arastirmaci tarafindan gosterilmistir (Aston-Jones ve Kalivas 2008). Yoksunluk

belirtilerinden dis gicirdatma, salya olusumu, burun akintisi, goéz kapaginda diisme ve



10

killarin dikilmesi artmis noradrenerjik etkinlik ile iligkilendirilmistir (Delfs ve ark.
2000). Alfa-2 adrenerjik agonist klonidin insanlarda ve hayvanlarda yoksunluk
sendromunu hafifletir (Britton ve ark. 1984), beta-adrenerjik antagonistler yoksunlugun
somatik ve sakinilan (aversive) belirtilerini azaltir (Harris ve Aston-Jones 1993). Morfin
bagimliliginda  6dil  merkezinin  uyarildigs ~ ve  yoksunluk  belirtilerinde
mezokortikolimbik sistemde dopamin konsantrasyonunun azalmasinin kritik rol

oynadigi da bilinmektedir (Acquas ve Di Chiara 1992).

2.2. Agn

Uluslararas1 Agr1 Aragtirmalart Dernegine (IASP) gore agri1 doku hasarinin eslik
ettigi hosa gitmeyen duysal ve duygulanim (emosyonel) ile ilgili bir deneyimdir. Bireyi
ani doku hasarina kars1 uyarir ve iyilesme siirecinde yaralanmis bolgenin daha fazla
hasarlanmasini engeller. Ancak uzun siirdiigiinde fiziksel ve psisik zarar verebilen bir
duruma doniisebilir (Steeds 2016).

Nosiseptorler, deri, kas, iskelet sistemi ve i¢ organlarda bulunan zararli uyaran
olarak nitelendirilen mekanik, kimyasal veya 1sil/sicak etkenler ile uyarilan 6zel
reseptorlerdir. Nosisepsiyon, zararli uyaran bilgisinin periferden santral sinir sistemine
iletilmesi, iist merkezlerde algilanmasi ve yanit olusturulmasini igeren karmasik
elektrokimyasal olaylar1 igerir. Bu bilesenlerin anatomik, fizyolojik ve psisik 6geleri
bulunur (Loeser ve Melzack 1999; Fillingim ve ark. 2016).

Agrn siiresine gore akut veya kronik, kaynaklandigi bolgeye gore viseral veya
somatik veya etkilenen sisteme gore (mide-barsak veya firogenital sistem gibi)
simiflandirilir. Ancak son yillarda siniflandirmanin, olusum mekanizmalarini, belirtileri
ve sendromlar1 temel alarak yapilmasi Onerilmistir. Bu anlayisa gore agri nosiseptif,
noropatik veya inflamatuvar agri olarak simiflandirilir (Woolf ve ark. 1998). Nosiseptif
agr1 zararlh uyarana karsi nosiseptorler araciligi ile olusur ve koruyucu ozelliktedir.
Noropatik agrida ise nosisepsiyona neden olan zararli bir uyaran yoktur, norolojik bir
yap1 veya islevin degismesine bagli olarak agri olusur. Noropatik agri patolojik agri
olarak da adlandirilir ve genellikle allodini ile birlikte seyreder Allodini ¢ogunlukla
inflamasyona veya diyabet gibi metabolik hastaliklara veya norolojik hastaliklara bagh
olarak olusan santral agr1 duyarliligidir ve reseptdrlerin tekrarlayan sekilde uyarilmasina

baghdir. Hiperaljezi sicaklik veya mekanik uyaran ile olusan agriya duyarlilik veya
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azalmis esik olarak tanimlanir (Yam ve ark. 2018). Hipoaljezi de duysal kayip

oldugunda nosiseptif uyarana karst azalmis duyarlilik ile tanimlanur.

2.2.1. Agrimin Noroanatomisi ve Norofizyolojisi

Agrinin  donlisme  (transdiiksiyon), asirim  (transmisyon), diizenlenme
(modiilasyon) ve algilanma (persepsiyon) olmak iizere 4 asamasi vardir. Hasarli
bolgeden agr1 uyaranma karsi prostaglandin, bradikinin, histamin ve glutamat gibi
inflamasyon modiilatérleri salimir. Bu maddeler nosiseptorlerin  uyarilmasini
kolaylastirir. Ilk asama olan doniisiimde hiicresel diizeydeki kimyasal bilgi elektrik
sinyallerine doniistiiriiliir. Asirim periferik sinir sisteminden gelen mekanik, kimyasal
ve termal uyarilarin nosiseptif ozellikteki A-delta ve C tipi sinir lifleri ile santral sinir
sistemine iletilmesidir. Bu lifler omuriligin arka boynuzunda substansiya gelatinosa’da
agr1 ve basing, sicaklik degisimi gibi duyusal uyarilar1 tagiyan ndronlar ile sinaps yapar.
A-delta duyusal sinir lifleri ince ve miyelinsizdir, termal ve mekanik uyarilari hizli bir
sekilde, myelinsiz olan C grubu duyusal sinir lifleri ise termal, mekanik ve kimyasal
uyarilar1 daha yavas bir sekilde tasir (Yam ve ark. 2018). Omurilikte duyusal sinir
liflerinin ucundan saliverilen P maddesi (substance P) ve benzeri ndrokininler veya
glutamat araciligi ile agri impulslart ikinci sira ndronlara tagimnir. Enkefalinerjik ara
ndronlar presinaptik ve postsinaptik inhibisyon yaparak impulsun agirimini baski altinda
tutarlar. Bu isleyiste delta ve mii opioid reseptdrleri gorev yapar. Ikinci agri ndronu
aksonlar1 karsi tarafa gegerek spinotalamik yolak ve spinoretikiilodiensefalik yolagi
olusturur. Birinci ¢ikici yolak mezensefalonda periakvaduktal gri maddeye yan dal
vererek talamusun ventral posterolateral ¢ekirdeginde sonlanir ve buradan ¢ikan iigiincii
sira noron aksonlar1 somestetik kortekse gider. Agri modiilasyonu temel olarak bu
yolakta olusur (Yam ve ark. 2018) ve agrinin yer, siddet ve zaman gibi ayurt ettirici
boyutlari ile algilanmasini saglar. Ikinci ¢ikici yolagi olusturan aksonlarm biiyiik kismi
beyin sapinda mediyal retikiiler formasyondaki néronlarda, az bir kismi talamusun
cekirdeklerinde sonlanir. Bu ¢ekirdekler araciligi ile korteksin tamami ve hipotalamus
ve medyal on beyin demeti ilizerinden limbik sistem uyarilir. Yolak agr1 yanitinin
olusmasini saglar (Kayaalp 2012; Mun ve ark. 2018).

Supraspinal merkezlerden omuriligin arka boynuzunda birinci ve ikinci agri
ndronlart arasindaki sinapslarda agirimi inhibe eden inici agr1 baskilama yolagi agrinin

kontroliinii saglar. Mezensefalonda bulunan opioid ve NMDA reseptorleri igeren
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periakvaduktal gri maddedeki (Riedel ve Neeck 2001) noronlardan baslayan olasilikla
enkefalinerjik aksonlar medulla oblongata’da bulunan serotonerjik néron iceren rafe
magnus ¢ekirdegi ile sinaps yapar. Serotonerjik noronlarin aksonlart omuriligin arka
boynuzu ile trigeminus sinirinin duysal cekirdegine gider. Bu yolak uyarildiginda
omurilikte arka boynuzda serotonin agiga ¢ikar. Serotonin, reseptor alt tipine gore
proprioseptif veya antinosiseptif etki gosterir (Enjin ve ark. 2012). Bu inici yolak gama-
amino-biitirik asit (GABA) ve glisin i¢eren ndronlar1 da igerir (Kayaalp 2012).

Inici yolagin ikinci béliimii endojen opioidler tarafindan uyarilan pons ve
medulla oblongata’daki retikiiler formasyondaki ¢ekirdeklerinden baslar. Lokus
seruleustan omuriliginin arka boynuzuna inen noradrenerjik inhibitdr sistem agri
kontroliinde 6nemli rol oynar. Dogrudan veya dolayli kolinerjik etki ile analjezi
olusturur. Lokus seruleus noronlarimin uyarilmasi omurilikte noradrenalin
saliverilmesine ve alfa-2 adrenerjik reseptorler araciligi ile analjezi olugmasina neden
olur. Kolinerjik noronlardaki alfa-2 adrenerjik reseptorlerinde uyarilmasi asetilkolin
saliverilmesine ve analjezik etkiye yol acar. Hayashida ve Obata (2019)’ya gore hayvan
caligmalar1 kronik agrida bu yolagm bozuldugunu gostermis, sinir hasarlanmalarina
bagli noropatik agrilarda alfa-2 adrenerjik reseptorlerin inhibitor 6zelliklerini
kaybettikleri ve eksitator 6zellik kazandiklar1 6ne siirilmiistir (Sekil 2-1). Gabapentin
ve pregabalin gibi antiepileptikler GABA saliverilmesini baskilayarak ve glutamat
saliverilmesine neden olarak lokus seruleusu uyarip omurilikte noradrenalin diizeylerini
artirirlar (Hayashida ve Obata 2019). Omurilige yerel olarak alfa-2-adrenerjik agonist
klonidin veya noradrenerjik/serotonerjik sinir uglarindan nérotransmitter geri alinimini
engelleyen antidepresan uygulanmasi analjezik etki yapar (Milne ve ark. 1985;

Kawamata ve ark. 1999).
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Sekil 2-1: Lokus seruleus ve inici noradrenerjik inhibitor yolak-Hayashida ve Obata
(2019)’dan

NA: noradrenalin, AR: adrenerjik reseptor, ACh: asetilkolin

Agriin modiilasyonunda kolinerjik sistemin de rolii bulunur (Ghlerdani ve ark.
1997). Deney hayvanlarinda santral muskarinik reseptorlerin  uyarilmasinin
antinosiseptif yanita neden oldugu (Smith ve ark. 1989; Bartolini ve ark. 2011),
asetilkolinesteraz inhibitorlerinin ve muskarinik agonistlerin spinal veya sistemik
uygulanmasinin agr1 esigini yiikselttigi iyi bilinmektedir (Yaksh ve ark. 1985; Hartvig
ve ark. 1989; Pavone ve ark. 1989; Xu ve Tseng 1994). Elektrofizyolojik c¢aligmalar
kolinerjik reseptor agonistlerinin omurilik arka boynuz ndronlarinda néron aktivitesini
baskiladigini1 gostermistir (Urban ve ark. 1989). Anatomik ¢aligmalar nosiseptif agirimin
oldugu boélgelerde kolinerjik néron ve reseptorlerin varligin1 gostermistir (Borges ve
Iversen 1986; Wei ve ark. 1994). Kolinerjik analjezinin hem spinal hem de supraspinal
mekanizmalara bagli oldugu, morfin ile olusan analjezinin siddeti ile esit oldugu,
opioid analjezik kullanimina eslik eden tolerans ve tutsaklifa daha az olasilikla yol
actigl one siirilmiistir (Wess ve ark. 2003). Sistemik morfin uygulamasinin spinal
asetilkolin  salimmin1  artirmasi, antinosisepsiyonda opioiderjik ve kolinerjik
mekanizmalar arasinda bir etkilesim oldugunu gostermektedir (Abe ve ark. 2002; Dulu
ve ark. 2014). Muskarinik reseptorlerin silindigi (knock-out) fare soylarinda yapilan
calismalar kolinerjik sistemin agri iletiminin inhibisyonundaki roliinii desteklemistir
(Wess ve ark. 2003; Thomsen ve ark. 2018).
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2.3. Hayvanlarda Agri1 Davranisim1 Degerlendirme Yontemleri

Insanlarda agr1 c¢alismalarinin  vyiiriitiilmesi zor ve degerlendirme 6znel
oldugundan ve etik ilkeler ile kisitlanma bulundugundan, agr1 fizyopatolojisi ile ilgili
mekanizmalarin aragtirmalarinda yaygin olarak kemirgenler kullanilir (Deius ve ark.
2017). Hayvanlarda nosiseptif uyarana karsi davraniglar giivenilir ve nesnel bi¢imde
derecelendirilebilmektedir. En giivenilir ve ¢ogunlukla derecelendirilebilir davranislar
inflamasyonlu pengeyi yalama gibi basit refleksler veya i¢giidiisel yanitlardir. Bu agidan
klinik agr1 yaniti ile karsilastirildiginda goriiniis (face) gegerliliginden yoksun
goriiniirler. Bazi arastirmacilar temsili modelleri tercih eder, anestezi altindaki
hayvanlarda veyain vitrove ex vivo preparatlarda calisirlar. Ancak, temel bilim
arastirmalarinda ve yeni analjezik molekiil gelistirmede davranigsal farmakolojiden
yararlanma giderek yayginlasmistir (Mogil 2009).

Hayvanlarda akut nosiseptif yanit yani sira kronik agri da degerlendirilir. Bu
amagla, inflamatuvar akut agr1 modelleri, periferik néroinflamasyon modeli veya kronik
eklem agris1t modelleri kullanilir. Soy, cinsiyet, genetik, beslenme, sabitleme, ele alma,
injeksiyon, kafesteki hayvan sayisi, yeni ¢evreve ortam 1s1s1 gibi bazi faktorler bireysel

nosiseptif yanit degisikligine yol agabilir (Mogil 2009).

Fare ve sicanlarda nosisepsiyonu 6lgmek icin kullanilan davranigsal yontemler
uyaranli veya uyaransiz olmak iizere 2 gruba ayrilir. Uyaransiz agr1 (kendiliginden
olusan, arka planda agri) tanimlanabilir bir uyaran olmadan ortaya ¢ikan agridir. Yeni
yontemler ile agriya bagli yiiz burusturma, yiiriiyiis bozuklugu, agr1 olusturan mekanik
uyaranin bulundugu alandan kagis gibi bazi degisiklikler izlenmekte, otomatik analiz ile
uyaransiz nosisepsiyon degerlendirilebilmektedir (Tappe-Theodor ve Kuner 2014).
Uyaran ile olusan nosisepsiyonu 6lgen yontemler, uyaranin mekanik, sicak veya soguk
olmasina gore smiflandirilir (Deuis ve ark. 2017). Mekanik uyarana bagli sakinma
davraniginin varligi ve biyilikligii Von Frey veya Randall-Selitto testi ile Ol¢iiliir. Ist
uyaraninda kuyruk ¢ekme, kizgin levha, Hargreaves ve 1s1l (termal) prop (¢ubuk) testleri
kullanilir. Nosiseptif yanit 6l¢iimiinde soguk levha testi, aseton buharlastirma testi gibi
soguk uyaran testlerinden de yararlanilmaktadir. Is1 uyaranina bagl tiim bu testlerde
doku zedelenmesine neden olmamak i¢in Onceden belirlenmis siire dolunca test

sonlandirilir.
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2.4. Uyaran ile Olusan Agr1 Benzeri Davramislar

Hayvanlarda mekanik uyarana bagli sakinma davranisinin varligi ve biiyiikligi
Von Frey veya Randall-Selitto testi ile olgtliir. Von Frey testinde VVon Frey filamenti
kullanilir (Crocker ve Russell 1984; Chaplan ve ark. 1994). Test i¢in hayvanlar zemini
gozenekli bir kafese yerlestirilir. Farkli giicte monofilamentler arka pengeye uygulanir,
eger hayvan pengesini ¢eker, yalar veya sallar ise pozitif yanit alinmis sayilir. Kaginma
refleksini uyarmamak igin filament dik ve sarsmadan uygulanir. Test elektronik olarak
da uygulanabilmektedir. Randall-Selitto testinde ise ucunda batici bir ¢ikintinin oldugu
bir pens ile arka pengesi sikistirilan hayvanin ayagini g¢ektigi veya ses c¢ikardigi
(vocalization) ana kadar basing uygulanir (Randall ve Selitto 1957). Cekme yaniti
arastirmaci tarafindan gorsel olarak saptandigi i¢in mekanik agr1 esigi olgiimii 6zneldir.
Pence ¢ekme esigi spinal refleks Ol¢limii olarak da kabul edilebildiginden bazi
aragtirmacilar hayvanin ses ¢ikarmasini testin bitis noktasi olarak kullanirlar (Winter ve
Flateker 1965). Ancak kemirgenler agri siddetli olmadikca isitilebilir aralikta ses
¢ikarmazlar, bu durum ses c¢ikarmanin bitis noktasi olarak kullanilmasinmi etik olarak
smirlar. Randall-Sellitto testi von Frey filament testleri ile ayni sonuglari verse de,
nosiseptorler yani sira diisiik esikli mekanoreseptorlerin de uyarilmasina neden olur
(Deius ve ark. 2017).

Kuyruk ¢ekme testi ilk kez 1941°de tanimlanmigtir (D’Amour ve Smith 1941).
Fare veya sicanlarin kuyruguna belirli sicaklikta bir 1s1 uyarani uygulandiginda
kuyrugun ¢ekilme veya kivrilmasina kadar gecen siirenin saptandigi bir yontemdir.
Kuyruk, sicakligi 46-52°C'de sabit tutulan bir sicak su banyosuna daldirilir veya ucuna
radyan 151n uygulanir. Hizli ve uygulanmasi kolay bir yontemdir. Kuyruk g¢ekme
yanitinin yiiksek merkezleri igermedigi (Irwin ve ark. 1951), spinal bir refleks oldugu
bu nedenle motor bozukluklardan etkilenecegi (Chapman ve ark. 1985) ileri siiriilmiis
ise de supraspinal merkezlerin de yanitin olusmasinda katkisinin oldugu gosterilmistir
(Jensen ve Yaksh 1986). Derinin ve ortamin sicakligi, uyaranin uygulandigi kuyruk
bolgesi ve dgrenilmis sakinma davranigi ¢gekme yanitini etkiler (Yoburn ve ark. 1984;
Berge ve ark. 1988). Bu nedenle testin klinige ¢cevrimselligi agik degildir (Deuis ve ark.
2017).

Kizgin levha testi ilk olarak 1944 yilinda fare ve siganlarda sicaklik esigini
saptamak i¢in tanimlanmistir (Woolfe ve MacDonald 1944). Geleneksel kizgin levha

testinde, fare veya siganlar yiizey 1s1s1 50-55°C'de sabit tutulan bir metal levha iizerine
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konulur ve nosiseptif davranisin ortaya ¢ikmasma kadar gecen siire kaydedilir. On
pengeyi cekme veya yalama, arka pengeyi ¢ekme veya yalama, yukari dogru uzanma ve
ziplama nosiseptif davranis olarak kabul edilir (Espejo ve Mir 1993). On penge
stislenme (grooming) ve ¢evrenin incelenmesinde kullanildigi ve metal yiizey ile siirekli
temasta olmadig1 icin genellikle arka penceden daha once ¢ekilse bile arka pengenin
cekilmesi veya yalanmasi nosisepsiyon i¢in daha giivenilir bir gosterge olarak kabul
edilir (Minett ve ark. 2011). Dinamik kizgin levha testinde geleneksel sabit 1sidaki
testten farkli olarak giderek artan 1s1 uygulanir. Fare veya sican rahatsiz edici sicaklikta
olmayan (<42°C) bir metal ylizeyin lizerine konulur ve nosiseptif yanit alinana kadar 1s1
yiikseltilir. Yanitin ortaya c¢iktigir sicaklik, baslangi¢ sicakligi, ortam sicakligi ve
sicakligr artirma hizi ile iliski gosterir (Ogren ve Berge 1984). Testlerde kullanilan
hayvanin tiiri ve soyuna bagl olarak bazilarmin analjezik maddeye duyarliliklar
farklilik gosterebilen koklama, siislenme, donma, uzanma, sigrama, yalama dahil olmak
lizere en az 12 farkli davranis izlenmistir. Ornegin pence yalamayi opioidler azaltirken
diger analjezikler etkisiz kalmaktadir (Ankier 1974; Plone ve ark. 1996). Bu
degisikliklerin nedeninin farkli duyusal liflerin etkilenmesi olabilecegi 6ne siiriilmistiir
(Yeomans ve ark. 1996). Testte nosiseptif yanitin ortaya ¢ikisinda spinal ve supraspinal
mekanizmalarin roliine iligkin farkli goriisler bulunmaktadir (Deuis ve ark. 2017).

[lk kez 1988’de tanimlanan Hargreaves testinde fare ve siganlarin arka
pengelerinin tabanina uygulanan radyan veya kizilotesi 1gimina karst 1s1 esigi olgiiliir.
(Hargreaves ve ark. 1988). Nosiseptif yanit olarak ayak ¢ekme siiresi kaydedilir. Test
ayni taraftaki (ipsilateral) veya karsi taraftaki (kontralateral) 1s1 esiginin Olgiimiine
olanak saglar. Yeni bir test olan 1s1l prop (gubuk) testinde ise oda sicakligindan 60°C'ye
kadar kademeli olarak 1sitilan bir prop farenin arka ayagina degdirilir ve ayak ¢ekme
stiresi otomatik olarak saptanir. Hargreaves testinde oldugu gibi 1s1 esigi iki tarafli
Olctilebilir. Isil prob testinin dnemli bir istiinliigii test ortamina alisma siiresinin ¢ok
kisa olmasidir (Deius ve Vetter 2016).

Soguk yiizey testinde genellikle -5°C-15°C arasinda soguk bir yiizeyin iizerine
konulan fare ve siganlarda titreme, ziplama, kagma ve ayak yalama gibi nosiseptif
yanitin goriilmesine kadar gecen siire kaydedilir (Allchorne ve ark. 2005). Kizgin levha
testinden farkli olarak tek bir pengenin etkilendigi modellerde hayvanin sadece tek

tarafinda olusan duyarlilik saptanabilir.
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Aseton buharlagtirma testi buharlasirken soguyan bir uyarana karsi sakinma
davranigi 6lgmek igin kullanilir (Carlton ve ark. 1994). Delikli bir yiizey iizerine
konulan hayvanin arka pengesinin tabanina, deri sicakligina zararsiz olan 15-21°C’lere
kadar sogumasina yol agan aseton siiriiliir veya puskiirtiiliir. Is1 duyarliligi nosiseptif
yanitlarin  sayist  veya siddeti ile degerlendirilir. Hayvanlarin kokudan ve
sprey uygulamasindan rahatsiz olmalari testin duyarliligini azaltir.

Von Frey, Hargreaves, 1s1l prop, soguk yiizey ve aseton buharlastirma testleri
allodini 6lgtimiinde, Randall-Selitto ve soguk yiizey testleri hiperaljezi dl¢iimiinde ve

aseton buharlastirma testi inflamatuvar ve noropatik agr1 modellerinde kullanilir.

2.5. Oksotremorin

Katerner amin tiirevi olanoksotremorin sentetik bir maddedir. Periferik
kolinerjik etkili tremorinin metabolitidir. Tremor ve rijidite yapici etkisi vardir (Jurna ve
ark. 1970). Bu nedenle deney hayvanlarinda parkinson olusturmak i¢in kullanilir
(Fukuzaki ve ark. 2000). Etki siiresi uzun olup metiyodid ve seskifumarat tuzu halinde
bulunur. Kan-beyin engelini metiyodid tuzu az gecer (Sethy ve Francis 1990).
Muskarinik reseptorlerde agonist etki gosterir. Etkisi segici degildir. Presinaptik ve
postsinaptik ugta Mi, M, ve My muskarinik reseptorleri uyarir (Meyer ve Otore 1985;
Davis ve ark. 2009; Nadal ve ark. 2016). Otoreseptorlere etkisine bagli olarak
oksotremorin uygulanmasindan sonra beyinde asetilkolin saliverilmesinde azalma
(Murakami ve ark. 1996) veya artis (Abelson ve Hoglund 2002b) saptanmuistir.
Oksotremorin deney hayvanlarinda antinosiseptif etki gosterir (Wess ve ark. 2003),
viicut 1s1s11 distiriir (Lomax ve Jenden 1966), bellegi giiglendirir (Baratti ve ark. 1983),
konviilsiyon olusumunu azaltir (Koja ve ark. 1983) veya konviilsiyon olusturur (Turski
ve ark. 1983).

2.6. Amitriptilin

Amitriptilin depresyon tedavisi igin gelistirilmis bir antidepresandir. Molekiil
¢ekirdeginde ii¢ halka (iminodibenzil) igerdigi igin trisiklik antidepresan grubunda
icinde yer alir. Noradrenerjik ve serotonerjik sinir uglarinda noradrenalin ve serotonin
geri alimin1 saglayan tastyicilart giiclii bir bicimde engelleyerek antidepresan etki
gosterir. Depresyonu olmayan hastalarda da fibromiyaljive néropatik agri gibi ¢esitli
agr tiplerinin tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir (Sindrup ve ark. 2005; Kim

Lawson 2017). Morfin ile birlikte verildiginde analjezik etkiyi giiglendirir. Bu etkinin
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agr1 ile ilgili yolaklarda serotonin etkinliginin artmasima bagli olabilecegi One
stirilmiistiir (Botney ve Fields 1983). Amitriptilin antikolinerjik etki gosterir. Agiz
kurulugu, kabizlik, iseme gii¢liigli, yakim gérmede bozukluk, tasikardi gibi periferik
atropin-benzeri istenmeyen etkiler olusturur. Tremor, bas agrisi, sedasyon yapar.
Yiiksek dozda konvulsiyonlara, konflizyona neden olabilir. Hiponatremi, cinsel islev
bozuklugu yapabilir. Agiz yolu ile alindiginda iyi emilir, karacigerde ilk gegiste
eliminasyona ugrar, bu nedenle biyoyararlanimi %30-69 arasinda degisir. Sitokrom P-
450 enzimleri ile metabolize olur. Amitriptilinden demetilasyon ile olusan nortriptilin
etkin bir metabolittir. Amitriptilinin degismeden atilan bolimii %5’ten azdir.
Eliminasyon yarilanma 6mrii 20-28 saat olup hastalar arasinda biiyiik degisiklik gosterir
(Kayaalp 2012; Katzung 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada, Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii,
Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dalinda iiretilen 25-32 g agirliginda erigkin 55
adet Balb/c erkek fare kullanildi. Hayvanlar, uygun biiylkliikteki seffaf plastik
kafeslerde 6-8 tanesi bir arada olmak tizere, sicakligr 21-23°C olan ve 12 saat aydinlik-
karanlik (07.00-19.00) ritminin uygulandig1 bir ortamda barindirildi. Barindirma ve
deneyler sirasinda su ve yem alimi serbest birakildi. Deney kosullarina alistirmak igin
hayvanlar deney oOncesi bir hafta giin asir1 ele alindi. Deneyler standart laboratuvar
kosullarinda vyiiriitiildii. Calismanin etik kurul ilkelerine uygun oldugu Istanbul
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 25.07.2019 tarihli, 2019/04 sayili

karar1 ile onaylanmustir.

3.2. Droglar ve Uygulamalar

Oksotremorin seskifumarat (Sigma, St Louis, MO), amitriptilin hidroklortir
(Sigma, St Louis, MO), morfin hidrokloriir (Sigma, St Louis, MO) ve nalokson
hidrokloriir (Sigma, St Louis, MO) serum fizyolojik iginde ¢dziildii. Injeksiyonlar 4
ml/kg viicut agirhigr olarak yapildi. Cozeltiler her giin taze hazirlandi. Pelet
uygulamasinda Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Teknoloji
Anabilim Dalinda hazirlanmis olan plasebo ve morfin peletleri kullanildi. Gibson ve
Tingstad (1970)’a uygun olarak morfin peletleri i¢cin 75 mg baz morfin, 75 mg
mikrokristalize seliiloz (Avicel), 1,5 mg kalsiyum stearat ve 0,75 mg silikon dioksit ve
plasebo peletleri 150 mg mikrokristalize seliiloz, 1,5 mg kalsiyum stearat ve 0,75 mg
silikon dioksit karistirildi. Cap1 6 mm ve kalinligi 3 mm olan peletler hazirlandi. Peletler
%2,5’luk izofloran anestezisi altinda kii¢iik bir insizyon yapilarak sirt derisi altina

yerlestirildi (McNally ve Akil 2003).

3.3. Kizgin Levha Testi

Test, yiizey sicakligi 52,5+0,5°C ve yiizey alam1 35x50 cm olan 8 cm
yiiksekliginde, dikdortgen bir metal isitici levhada yapildi. Levha iizerine konulan
hayvanin arka ayagini cekmesine veya sigramasina kadar gegen siire bir kronometre ile

saptandi. Sonuglar ayak c¢ekme siiresi olarak verildi. Doku hasarim1 6nlemek icin
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sonlandirma (testi kesme) siiresi 40 saniye olarak belirlendi (Gades ve ark. 2000; Tayebi
ve ark. 2008).

3.4. Kuyruk Daldirma Testi

Stres olusturmamaya dikkat edilerek fare sabitleyici bir kafese konuldu (Tai ve
ark. 2006). Kafes, kuyruk kenardan asagiya sarkacak sekilde bir masanin iizerine
yerlestirildi. Kuyrugun ucundan itibaren yaklagsik 2,5-3 cm’lik bolimii, iginde
52,5+0,5°C sicakliginda su olan bir behere yavas¢a daldirildi. Hayvanin kuyrugunu
¢ekme siiresi kronometre ile saptandi. Test, 10 saniye ara verilerek 3 kez tekrarlandi.
Her o6lgiim sonrast kuyruk pamuk ile kurulandi. Doku hasarini 6nlemek igin testi
sonlandirma siiresi 10 saniye olarak belirlendi (Stone ve ark. 1997; Wess ve ark. 2003;

Stone ve ark. 2014). Sonuglar i¢in 3 6l¢timiin ortalamasi kullanildu.

Kizgin levha ve kuyruk daldirma testlerinde sonuglar; ayak veya kuyruk ¢ekme
stireleri veya asagidaki formiil ile hesaplanan maksimum olas1 etki (maximum possible

effect; %MPE) olarak verildi (Brady ve Holtzman 1982; Stone ve ark. 2014).

(drog uygulama sonrasi ¢gekme siiresi - drog uygulama 6ncesi gekme siiresi)
%MPE= x 100

(sonlandirma siiresi - drog uygulamadncesigekme stiresi)

3.5. Deneylerin Yiiriitiilmesi

Deneyler 4 giin siirdii. Serum fiyolojik, oksotremorin ve amitriptilin

uygulamalar1 her sabah 08.30 ve 16.30 saatlerinde yapildi.

3.5.1. Amitriptilinin  ve oksotremorininfarelerde agr1 esigine etkilerinin
degerlendirilmesi

Birinci giin fareler tartildi ve izleme kafeslerine alindi. Bazal dlgiimler igin 5
dakika sonra siras ile kizgin levha ve kuyruk daldirma testleri uygulandu. Iki test arasi 1
dakika beklendi. Olgiimlerden sonra deri alti yolu ile serum fizyolojik, 10 mg/kg
amitriptilin, 0,1 mg/kg oksotremorin veya 10 mg/kg amitriptilin ile birlikte 0,1 mg/kg
oksotremorin injeksiyonlar1 yapilarak sirasi ile kontrol, amitriptilin, oksotremorin ve
amitriptilin-oksotremorin gruplar1 olusturuldu. Otuz dakika sonra kizgin levha ve

kuyruk daldirma testleri tekrarlandi.
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3.5.2. Amitriptilinin ve oksotremorinin farelerde morfine tolerans gelismesine
etkilerinin degerlendirilmesi

3.5.2.1. Morfinin antinosiseptif etkisinin zamana gore seyrinin degerlendirilmesi

Agrt esigi Ol¢limiiniin  hemen ardindan plasebo veya morfin peletleri
yerlestirilerek kontrol-plasebo, amitriptilin-plasebo, oksotremorin-plasebo, amitriptilin-
oksotremorin-plasebo, kontrol-morfin, amitriptilin-morfin, oksotremorin-morfin ve
amitriptilin-oksotremorin-morfin gruplari olusturuldu. Denek sayisi plasebo gruplarinda
6, morfin gruplarinda 8 oldu. Uygulamadan 4, 48 ve 72 saat sonra kizgin levha ve
kuyruk ¢ekme testleri tekrarlandi.

3.5.2.2. Ek doz morfine yanitin degerlendirilmesi

Ek doz morfin etkisi (morphine challenge) i¢in plasebo ve morfin gruplarindaki
tiim farelere 72 saat sonraki dl¢ltimlerin hemen ardindan deri alt1 yolu 10 mg/kg morfin
uygulandi. Kirk dakika sonra kizgin levha ve kuyruk daldirma testleri tekrarlandi.

Morfin verilmesinden 6nceki ve sonraki degerler kullanilarak % MPE olusturuldu.

3.5.3. Amitriptilinin ve oksotremorinin farelerde morfine bagimhhk gelismesine
etkilerinin degerlendirilmesi

Ek doz morfin uygulamasindan 2 saat sonra fareler tartildi. Hemen ardindan deri
alt1 yolu ile 1 mg/kg nalokson uygulandi1 ve hayvanlar tek baslarina izleme kafeslerine
(20x25x%20 cm) alindi. On bes dakika izlenen hayvanlarda sigcrama, ugma ve 1slak kopek
silkelenmesi sayildi. G6z kapaginda diisme (pitozis) ve ishal 1’den 3’e ve dis gicirdatma
1’den 10’a derecelendirildi. Iseme ve &n pence tremoru var-yok (1-0) olarak
degerlendirildi. Izleme siiresi sonunda hayvanlar tekrar tartildi ve agirlik kayb1 saptandi.
Sicrama disindaki belirtilerin verileri ‘diger belirtiler’ olarak biraraya getirilerek

degerlendirildi.

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Dagilimlarina uygun olarak agr1 esigi verileri tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) veya Kruskal-Wallis ile degerlendirildi. Grup karsilastirmalarinda Tukey
veya Dunn testi kullanildi. Agr esiginde zamana bagh etki tekrarli dl¢iimlerde tek
yonlii varyans analizi ile degerlendirildi. Grup karsilastirmalarida Newman-Keuls testi
kullanildi. Anlamlilik degeri olarak p<0,05 kabul edildi. Degerler ortalama+standart

hata olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Amitriptilinin ve oksotremorinin farelerde agri esigine etkileri
Kontrol (4,75+0,48; 2,1+0,11), amitriptilin (5,14+0,63; 1,94+0,09), oksotremorin
(5,79+0,56; 2,1+0,25) ve amitriptilin-oksotremorin (5,79+0,74; 2,2+0,10) gruplarinda

ayak ve kuyruk ¢ekme ortalama bazal degerleri fark gostermedi.

Kontrol, amitriptilin, oksotremorin ve amitriptilin-oksotremorin gruplarinda
kizgin levha ve kuyruk daldirma testlerinde agrili uyarana yanit Sekil 4-1°de

gosterilmistir.

Tek yonlii varyans analizine gére kizgin levha testinde uygulamaya bagli
anlamli fark saptandi [F(3,48)=6,25; p=0,0013]. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
ayak ¢ekme siiresinde %MPE amitriptilin grubunda artt1 (p<0,05), oksotremorin ve
amitriptilin-oksotremorin  gruplarinda fark gdstermedi. Amitriptilin  grubu ile
karsilastirildiginda,  amitriptilin-oksotremorin ~ grubunda  %MPE  degismedi.
Amitriptilin-oksotremorin grubunda %MPE, oksotremorin grubuna gore daha uzun oldu
(p<0,05).

Tek yonlii varyans analizine gore kuyruk daldirma testinde uygulamaya bagl
anlaml fark saptandi [F(3,48)=73,64; p<0,0001]. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
kuyruk ¢ekme siiresinde %MPE amitriptilin (p<0,05), oksotremorin (p<0,001) ve
amitriptilin-oksotremorin (p<0,001) gruplarinda daha fazla oldu. Oksotremorin grubu
ile karsilagtirildiginda, oksotremorin-amitriptilin grubunda %MPE fark gostermedi.
Amitriptilin-oksotremorin grubunda %MPE, amitriptilin grubuna gore daha uzun oldu
(p<0,001).
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Sekil 4-1: Amitriptilinin ve oksotremorinin farelerde agr esigine etkileri.

Serum fizyolojik (kontrol), 10 mg/kg amitriptilin, 0,1 mg/kg oksotremorin veya amitriptilin ile birlikte oksotremorin
uygulanan (s.c.) farelerde 30 dakika sonra kizgin levha testinde (solda) ve 1 dakika sonra kuyruk daldirma testinde
(sagda) agn esigi olgiildii. Agn esiginde %MPE, bazal 6lgiimler kullanilarak hesaplandi.

[1: gruplardaki hayvan sayist
“p<0,05, “p<0,001, kontrol grubuna gdre (Tukey testi)
#p<0,05, oksotremorin grubuna gore (Tukey testi)

*p<0,001, amitriptilin grubuna gére (Tukey testi)

4.2. Amitriptilinin ve oksotremorinin farelerde morfine tolerans gelismesine
etkileri

4.2.1. Morfinin antinosiseptif etkisinin zamana gore seyri

Kontrol, amitriptilin, oksotremorin ve amitriptilin-oksotremorin gruplarinda
plasebo veya morfin peleti uygulanmasindan 4, 48 ve 72 saat sonra yapilan 6l¢iimlerde
kizgin levha ve kuyruk daldirma testlerinde agrili uyarana yanit Sekil 4-2’de

gosterilmistir.

Tek yonlii varyans analizine gore kizgin levha testinde 4 [F(7,48)=17; p<0,0001]
ve 48 [F(7,48)=6,6; p<0,0001] saat sonra yapilan 6l¢iimlerde uygulamaya bagli anlamli
fark saptandi, 72 saat sonra bir degisiklik ortaya ¢ikmadi [F(7,48)=1,8; p=0,1119].
Kontrol-plasebo grubu ile karsilastirildiginda, kontrol-morfin, amitriptilin-morfin,
oksotremorin-morfin ve amitriptilin-oksotremorin-morfin gruplarinda ayak c¢ekme
stiresi 4 saat sonra daha fazla oldu (p<0,001). Kontrol-plasebo grubu ile
karsilastirildiginda, amitriptilin-morfin grubunda ayak ¢ekme siiresi 48 saat sonra daha
fazla oldu (p<0,05), kontrol-morfin, oksotremorin-morfin ve amitriptilin-oksotremorin-
morfin gruplarinda degismedi. Kontrol-morfin grubuna goére amitriptilin-morfin,
oksotremorin-morfin ve amitriptilin-oksotremorin-morfin gruplarinda 4 ve 48 saat sonra
ayak ¢cekme siiresinde fark ortaya ¢ikmadi. Kontrol plasebo grubuna goére diger plasebo

gruplarinda fark saptanmadi.
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Tekrarl1 6l¢iimlerde varyans analizine gore kizgin levha testinde 4, 48 ve 72 saat
sonra kontrol-morfin  [F(2,5)=9,5; p=0,0049], amitriptilin-morfin [F(2,5)=21;
p=0,0003], oksotremorin-morfin [F(2,5)=6; p=0,0195], amitriptilin-oksotremorin-
morfin [F(2,5)=6,2; p=0,0180] ve kontrol-plasebo [F(2,5)=5,9; p=0,02] gruplarinda
zamana bagli anlaml fark saptandi. Kontrol-morfin grubunda 4 saat sonraki dlglimlere
gore 48 ve 72 saat sonra (p<0,01), amitriptilin-morfin grubunda 4 saat sonraki
Olctimlere gore 48 (p<0,01) ve 72 (p<0,001) saat sonra ve 48 saat sonraki Olgiimlere
gore 72 saat sonra (p<0,05), oksotremorin-morfin ve amitriptilin-oksotremorin-morfin
gruplarinda 4 saat sonraki Sl¢limlere gore 48 ve 72 saat sonra (p<0,05) ayak ¢ekme
stiresi daha az oldu. Kontrol-plasebo grubunda ayak g¢ekme siiresi 4 saat sonraki
Olglimlere gore 48 saat sonra artti, 48 saat sonraki Olglimlere gore 72 saat sonra Kisaldi

(p<0,05).

Tek yonlii varyans analizine gore kuyruk daldirma testinde 4 [F(7,48)=84;
p<0,0001], 48 [F(7,48)=6,4; p<0,0001] ve 72 [F(7,48)=3,9; p<0,0001] saat sonra
yapilan 6l¢iimlerde uygulamaya bagli anlamli fark saptandi. Kontrol-plasebo grubu ile
karsilastirildiginda, kontrol-morfin grubunda 4 ve 48 saat sonra (p<0,001), amitriptilin-
morfin grubunda 4 (p<0,001), 48 (p<0,01) ve 72 (p<0,05) saat sonra, oksotremorin-
morfin grubunda 4 saat sonra (p<0,001) ve amitriptilin-oksotremorin-morfin grubunda 4
(p<0,001), 48 (p<0,01) ve 72 (p<0,05) saat sonra kuyruk ¢ekme siiresi daha fazla oldu.
Kontrol-morfin grubu ile karsilastirildiginda, amitriptilin-morfin, oksotremorin-morfin
ve amitriptilin-oksotremorin-morfin gruplarinda 4, 48 ve 72 saat sonra fark ortaya
¢ikmadi. Kontrol plasebo grubunun diger plasebo gruplar1 ile karsilastiriimasinda,
amitriptilin-oksotremorin-plasebo grubunda 4 saat sonra kuyruk ¢ekme siiresinin daha

fazla olmas1 disinda bir degisiklik saptanmadi (p<0,05).

Tekrarl1 6l¢iimlerde varyans analizine gore kuyruk daldirma testinde 4, 48 ve 72
saat sonra, oksotremorin-morfin [F(2,5)=8,9; p=0,006] ve amitriptilin-oksotremorin-
morfin [F(2,5)=6,6; p=0,0152] gruplarinda zamana bagli anlaml fark saptandi, kontrol-
morfin [F(2,4)=2,5; p=0,1403] ve amitriptilin-morfin [F(2,5)=3,8; p=0,0595]
gruplarinda fark ortaya c¢ikmadi. Oksotremorin-morfin grubunda 4 (p<0,01) ve 48
(p<0,05) saat sonraki ve amitriptilin-oksotremorin-morfin grubunda 4 saat sonraki

(p<0,05) 6l¢iimlere gore 72 saat sonra kuyruk ¢ekme siiresi kisaldi.
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Sekil 4-2: Morfinin farelerde agr1 esigine etkisinin zamana gore seyrine amitriptilinin ve
oksotremorinin etkileri.

Ug giin giinde 2 kez serum fizyolojik, 10 mg/kg amitriptilin, 0,1 mg/kg oksotremorin veya amitriptilin ile birlikte
oksotremorin verilen (s.c.) ve birinci giin 6l¢iimlerin ardindan plasebo veya morfin peleti konulan farelerde, 4, 48 ve
72 saat sonra kizgin levha testinde (solda) ve 1 dakika sonra kuyruk daldirma testinde (sagda) agr esigi 6l¢iildi.

[1: gruplardaki hayvan sayisi
“p<0,05, “p<0,01, ""p<0,001, kontrol-plasebo grubuna gore (Tukey testi)
#p<0,01, #p<0,001, 4 saat sonraki Sl¢iime gore (Newman-Keuls testi)

“p<0,05, 48 saat sonraki 6lgiime gore (Newman-Keuls testi)

4.2.2. Ek doz morfine yanit

Kontrol, amitriptilin, oksotremorin ve amitriptilin-oksotremorin gruplarina
plasebo veya morfin peleti uygulanmasindan 72 saat sonra ek doz morfin
uygulanmasinda kizgin levha ve kuyruk daldirma testlerinde agrili uyarana yanit Sekil

4-3’te gosterilmigtir.

Kruskal-Wallis analizine gore kizgin levha testinde gruplar arasinda ek doz
morfine bagl anlamli fark saptandi (X2:38,38, s.d=7; p<0,0001). Kontrol-plasebo grubu
ile karsilastirildiginda, kontrol-morfin (p<0,01), oksotremorin-morfin ve amitriptilin-
oksotremorin-morfin (p<0,05) gruplarinda ayak ¢ekme siiresinde %MPE daha az oldu,
amitriptilin-morfin grubunda degismedi. Kontrol-morfin grubu ile karsilastirildiginda,
amitriptilin-morfin,  oksotremorin-morfin ~ ve  amitriptilin-oksotremorin-morfin
gruplarinda %MPE fark gostermedi. Kontrol-plasebo grubu ile karsilastirildiginda,
diger plasebo gruplarinda fark ortaya ¢ikmadi.

Kruskal -Wallis analizine gore kuyruk daldirma testinde gruplar arasinda ek doz
morfine bagli anlamli fark saptand: (x?=23,13, 5.d=7; p<0,0016). Kontrol-plasebo grubu

ile karsilastirildiginda, oksotremorin-morfin ve amitriptilin-oksotremorin-morfin
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gruplarinda kuyruk ¢ekme siiresinde %MPE daha az oldu (p<0,05), kontrol-morfin ve
amitriptilin-morfin gruplarinda degismedi. Kontrol-morfin grubu ile karsilastirildiginda,
amitriptilin-morfin,  oksotremorin-morfin ~ ve  amitriptilin-oksotremorin-morfin
gruplarinda %MPE fark gostermedi. Kontrol-plasebo grubu ile karsilastirildiginda,
diger plasebo gruplarinda fark ortaya ¢ikmadi.

Amtrgtim Flasebo [£)

Anarpuin ereorns-Plassbo (6]

e
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Koyl gekime sives FhP 1

Sekil 4-3: Morfinin farelerde agr esigine etkisine tolerans gelismesine amitriptilinin ve
oksotremorinin etkilerinde ek doz morfine yamt.

Ug giin giinde 2 kez serum fizyolojik, 10 mg/kg amitriptilin, 0,1 mg/kg oksotremorin veya amitriptilin ile birlikte
oksotremorin verilen (s.c.) farelere, plasebo veya morfin peleti konulmasindan 72 saat sonrakiagri esigi 6lgtimlerin
ardindan 10 mg/kg morfin verildi (s.c). Kirk dakika sonra kizgin levha testinde (solda) ve 1 dakika sonra kuyruk
daldirma testinde (sagda) agri esigi 6l¢iildii. Agri esiginde %MPE, 72 saat sonraki dlgiimler kullanilarak hesaplandi.

[1: gruplardaki hayvan sayist
“p<0,05, “p<0,01, kontrol-plasebo grubuna gore (Dunn testi)

4.2.3. Amitriptilinin ve oksotremorinin farelerde morfine bagimhlik gelismesine
etkileri

Kontrol, amitriptilin, oksotremorin ve amitriptilin-oksotremorin gruplarinda
plasebo veya morfin peleti uygulanmasindan 72 saat sonra yapilan 6lgiimlerin ardindan

naloksona bagli yoksunluk belirtileri Tablo 4-1’de gosterilmistir.

Tek yonli varyans analizine gore agirlik kaybinda [F(7,48)=6,3; p<0,0001],
sigramada [F(7,48)=10,69; p<0,0001] ve diger belirtilerde [F(7,48)=18; p<0,0001]

uygulamaya bagli anlamli fark saptandi.

Kontrol-plasebo grubu ile karsilastirildiginda, kontrol-morfin, oksotremorin-
morfin ve amitriptilin-oksotremorin-morfin gruplarinda agirlik kaybi fark géstermedi,
amitriptilin-morfin grubunda agirlik kaybi daha fazla oldu (p<0,01). Kontrol-morfin

grubu ile karsilastirildiginda, amitriptilin-morfin, oksotremorin-morfin ve amitriptilin-
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oksotremorin-morfin gruplarinda agirlik kaybi fark gostermedi. Kontrol-plasebo grubu
ile karsilastirildiginda, diger plasebo gruplarinda degisiklik ortaya ¢ikmadi.

Kontrol-plasebo grubu ile Kkarsilastirildiginda, kontrol-morfin  (p<0,05),
amitriptilin-morfin  (p<0,001), oksotremorin-morfin  (p<0,001) ve amitriptilin-
oksotremorin-morfin (p<0,05) gruplarinda sigrama sayisi daha fazla oldu. Kontrol-
morfin grubu ile karsilastirildiginda, amitriptilin-morfin, oksotremorin-morfin ve
amitriptilin-oksotremorin-morfin gruplarinda sigrama sayisi fark gostermedi. Kontrol-
plasebo grubu ile karsilastirildiginda, diger plasebo gruplarinda degisiklik ortaya
cikmadi.

Kontrol-plasebo grubu ile karsilastirildiginda, kontrol-morfin (p<0,001),
amitriptilin-morfin  (p<0,001), oksotremorin-morfin  (p<0,001) ve amitriptilin-
oksotremorin-morfin (p<0,05) gruplarinda diger belirtiler daha fazla oldu. Kontrol-
morfin grubu ile karsilagtirildiginda, amitriptilin-oksotremorin-morfin grubunda diger
belirtiler daha az oldu (p<0,05), amitriptilin-morfin ve oksotremorin-morfin gruplarinda
degismedi. Kontrol-plasebo grubu ile karsilagtirildiginda, diger plasebo gruplarinda
degisiklik ortaya ¢ikmadi.



Tablo 4-1: Farelerde morfine bagimlilik gelismesine amitriptilinin ve oksotremorinin etkileri.
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Kontrol-Plasebo ~ Amitriptilin-  Oksotremorin- Amitriptilin- Kontrol-Morfin Amitriptilin-
[6] Plasebo Plasebo Oksotremorin- [8] Morfin
[6] [6] Plasebo [8]
[6]
Agirlik kaybi 0,41+0,076 0,23+ 0,075 0,28+0,067 0,36+0,084 0,96+0,11 1,240,177
Sigrama sayisi 040 0+0 1,2+0,83 0+0 3045,5" 51494
Diger belirtiler 0,3 +0,21 0,83+0,17 0,17+0,17 0,33+0,33 8,1+1,17" 6,3+0,70""

Oksotremorin-
Morfin

[8]
0,88+0,24

59+12"

*

7,3+1,2"

Amitriptilin-Oksotremorin-
Morfin

[8]
0,73+0,12
35+7,5"

4,6+032"

Ug giin giinde 2 kez serum fizyolojik, 10 mg/kg amitriptilin, 0,1 mg/kg oksotremorin veya amitriptilin ile birlikte oksotremorin verilen (s.c.) farelere, plasebo veya morfin peleti
konulmasindan 72 saat sonra ek doz morfin uygulandi. iki saat sonra 1 mg/kg nalokson verildi ve hayvanlar 15 dakika izlendi. Yoksunluk belirtileri olarak agirlik kaybi, sigrama ve diger

belirtiler degerlendirildi.
[1: gruplardaki hayvan sayisi
“p<0,05, “p<0,01, “"p<0,001, kontrol-plasebo grubuna gore (Tukey testi)

#p<0,05, kontrol-morfin grubuna gére (Tukey testi)
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5. TARTISMA

Bu calismada; antikolinerjik etkili amitriptilin, kolinerjik agonist oksotremorin
ve amitriptilin ile birlikte oksotremorin verilen farelerde agr esigi ol¢iildii. Ardindan
plasebo veya morfin peleti konulan ve amitriptilin ve oksotremorin uygulamalari
giinde 2 kez olmak tizere 3 giin siirdiiriilen hayvanlarda antinosiseptif etkiye tolerans
gelismesi ve bagimlilik olusmasi degerlendirildi. Bulgular, amitriptilinin ve
oksotremorinin morfine tolerans ve bagimlilik gelismesine etkilerine iligkin veri ve

goriisler kapsaminda tartisildi.

Agr esigi, 1s1 uyaranina duyarliligin incelenmesinde yaygin kullanilan kizgin
levha ve kuyruk ¢ekme testleri ile degerlendirildi. Bazi arastirmacilara gore kizgin
levha testinde yanitin ortaya ¢ikisinda spinal ve supraspinal mekanizmalar (Le Bars
2001; Vicente-Rodriguez ve ark. 2013), bazi arastirmacilara gore ise daha ¢ok
supraspinal mekanizmalar rol oynamaktadir (Chapman ve ark. 1985; Ramabadran ve
ark. 1989; Konig ve ark. 1996; Gardmark ve ark. 1998; Kubo ve ark. 2009). Omurilik
kesisi yapilan siganlarda ayak ¢ekme yaniti ortaya ¢ikmadigindan (Giglio ve ark.
2006), testte nosiseptif uyarilarin sadece supraspinal yolaklar araciligi ile iletildigi
kabul edilmektedir (Deuis ve ark. 2017). Kuyruk daldirma testinin ise daha ¢ok spinal
diizenlemelere bagli motor refleksleri icerdigi 6ne siiriilmustir (Chapman ve ark.
1985; Jensen ve Yaksh 1986; Ramabadran ve ark. 1989; Caggiula ve ark.
1995;Gardmark ve ark. 1998; Vicente-Rodriguez ve ark. 2013). Analjezik etkinin
spinal ve supraspinal ayrimimi yapmak igin pek ¢ok calismada iki test birlikte
kullanilmaktadir (Le Bars 2001; Lilius ve ark. 2015; Rosa ve ark. 2015; Padgaonkar
ve ark. 2018). Pelet konulmasindan dnce ve morfinin etkisinin zamana gore seyrinin
degerlendirilmesinde ayak ve kuyruk ¢cekme siireleri, ek doz morfin uygulamasinda ise
benzer calismalarda oldugu gibi uygulamadan onceki ve sonraki ayak ve kuyruk
cekme siireleri degerleri ile hesaplanan %MPE kullanildi (Tai ve ark. 2006; Sikka ve
ark. 2011; Ozdemir ve ark. 2012; Habibi-Asl ve ark. 2014; Lilius ve ark. 2015).

Bulgulara gore amitriptilin uygulandiktan 30 dakika sonra kizgin levha testine
aliman farelerde ayak ¢cekme siiresi uzadi. Kuyruk daldirma testinde de kuyruk ¢ekme
siiresinde analjezik etkiyi gosteren bir artis saptandi. Kizgin levha ve sicak su veya

radyan 1s1 ile kuyruk daldirma testlerini birlikte veya tek basina degerlendiren
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aragtirmacilara gore amitriptilin tek doz periton i¢i veya damar i¢i uygulandigi sigan ve
farelerde iki testte de analjezik etki gostermektedir (Dirksen ve ark. 1994; Galeotti ve
ark. 2001; Paudel ve ark. 2007; Hall ve ark. 2011; Ozdemir ve ark. 2012; Ahmad ve ark.
2019). Buna karsin, amitriptilinin periton i¢i uygulandigi farelerde kuyruk c¢ekme
testinde daha zayif analjezik etki gosterdigini (Ozdogan ve ark. 2004) ve periton ici 3-
30 mg/kg dozunda uygulandig sigcanlarda iki testte de etkisiz oldugunu (Bomholt ve
ark. 2005) bildiren arastirmacilar da bulunmaktadir. Bes giin infiizyon ile intratekal
olarak amitriptilin uygulanan siganlarda ise kuyruk daldirma testinde antinosiseptif etki
ortaya ¢cikmamistir (Tai ve ark. 2006). Bulgular, iki testte de amitriptiline yanit
alindigim1 gosteren ¢alismalara destek saglamigtir. Kizgmn levha testinde yanitin
supraspinal mekanizmalara, kuyruk daldirma testinde ise spinal mekanizmalara bagli
olabilecegi gorisleri, amitriptilinin analjezik etkisinin iki diizeyde de yer alabildigini
isaret etmektedir. Bu sonug, antidepresanlarin analjezik etkilerini esas olarak
supraspinal diizeyde gosterdiklerini One siiren aragtirmacilarin goriisleri ile bir zitlik
olusturmamaktadir (Korzeniewska-Rybicka ve Plaznik 2000).

Oksotremorin uygulandiktan 30 dakika sonra kizgin levha testine alinan
farelerde ayak c¢ekme siiresindebir degisiklik olmadi, kuyruk daldirma testinde ise
kuyruk ¢ekme siiresi uzadi. Deri alt1 veya periton i¢i uygulama ile 0,1 mg/kg veya daha
diisiik dozda oksotremorin verilen farelerde (Pleuvry ve Tobias 1971; Bartolini ve ark.
1987; Malcangio ve ark. 1991; Gomeza ve ark. 1999; Wess ve ark. 2003) ve sicanlarda
(Machelska ve ark. 1999; Abelson ve Hoglund 2002b; Dulu ve ark. 2014) kuyruk
daldirma ve kizgin levha testlerinin tek basina veya birlikte kullanimlarinda analjezik
etki elde edilmistir. Oksotremorinin intratekal olarak verildigi sican ve farelerde de
kuyruk ¢ekme testinde analjezik etki saptanmistir (Machelska ve ark. 1999; Wess ve
ark. 2003). Bulgular, sozii edilen c¢alismalarin kizgin levha verilerini
desteklememektedir. Bu durum, kizgin levha testinin kuyruk c¢ekme testine gore
oksotremorine daha az duyarlilik géstermesine bagli olabilir (Duttaroy ve ark. 2002).
Ayrica ayak ¢ekme yanitinda fareler arasinda bireysel farkin ¢ok fazla saptanmis olmast
ile de iliski gosterebilir. Oksotremorinin hem spinal hem de supraspinal analjezik
etkisinin oldugundan s6z eden arastirmacilar bulunmaktadir (Duttaroy ve ark. 2002).
Muskarinik reseptorlerin agr1 asirimi ile yakindan iliskili omurilik arka boynuzunda
(Hoglund ve Baghdoyan 1997) ve talamusta (Levey 1993) asir1 eksprese edilmeleri bu

iddialar1 destekler niteliktedir. Ancak, muskarinik reseptorlerin spinal antinosiseptif
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etkideki rolleri (Abelson ve Hoglund 2002a) ile uyumlu kuyruk c¢ekme verileri,

oksotremorinin spinal diizeyde analjezi olusturduguna diisiindiirtmektedir.

Amitriptilin ile birlikte oksotremorin verilen ve 30 dakika sonra kizgin levha
testine alinan farclerde ayak ¢ekme siiresinde bir degisiklik olmazken, kuyruk daldirma
testinde analjezik etki ortaya c¢ikti. Amitriptilin serotonerjik ve noradrenerjik sinir
uclarinda geri alimmmu giiglii bir bigimde baskilar (Katzung 2018). Bu nedenle,
amitriptilinin analjezik etkisinde serotonerjik/noradrenerjik yolaklardaki etkinligin tek
basina veya birlikte artisinin rolii oldugu 6ne siiriilmektedir (Botney ve Fields 1983;
Tura ve Tura 1990; Ghelardini ve ark. 2000). Alfa-2 adrenoreseptdrlerin amitriptilinin
analjezik etkisine aracilik ettigi gosterilmistir (Ghelardini ve ark. 2000). Ayrica, sodyum
kanallarinin kapatilmasimin (Gerner ve ark. 2001) ve endojen opioiderjik sistemin
etkinliginin giiglendirilmesinin (Sacerdote ve ark. 1987; Sawynok ve ark. 2001) de
trisiklik antidepresanlarin analjezik etkilerinde rolleri oldugu iddia edilmistir.
Oksotremorinin analjezik etkisinin olusmasinda ise spinal ve supraspinal diizeyde
muskarinik M, reseptorlerinin anahtar rol oynadiklar1 (Gomeza ve ark. 1999) ve My
reseptorlerinin bu eyleme katkida bulunduklari (Duttaroy ve ark. 2002) bildirilmis,
omurilik diizeyinde etkinin asetilkolin saliverilmesine bagli oldugu one siiriilmiistiir
(Abelson ve Hoglund 2002b). Amitriptilinin giiclii antikolinerjik etkisi oldugundan
(McKearney 1982) oksotremorinin analjezik etkisini azaltabilecegi veya ortadan
kaldirabilecegi 6ngoriilmiistii. Bu 6ng6rii kuyruk ¢ekme yanitinda dogrulanamadi. Alfa-
2 adrenerjik (Abelson ve Hoglund 2004) ve serotonerjik (Kommalage ve Hoglund
2005) reseptorlerin uyarilmasinin, omurilikte asetilkolin saliverilmesi araciligl ile
analjezik etkiye yol a¢tigi gOsterilmistir. Oksotremorin ve amitriptilin birlikteliginde
aditif (eklenmis) veya potansiyalizasyon (giiglenmis) seklinde bir antinosiseptif yanit
ortaya ¢ikmadi. Oksotremorin grubunda maksimum yanit elde edildigi i¢in kesme siiresi
etkilesmenin saptanabilmesini sinirlamis olabilir. Kizgin levha testinde oksotremorin ve
amitriptilin  birlikteliginde analjezik etkinin ortaya ¢ikmamasi, 0OKksotremorinin
amitriptilinin etkisini azaltigim1 gostermektedir. Amitriptilinin analjezik etkisinde
antikolinerjik 6zelliginin katkisindan s6z edilmediginden, kolinerjik oksotremorin ile
olusan antagonizma g¢eliskili bir durum olusturdu. Oksotremorinin noradrenalinin sentez
ve saliverilmesini azaltmasinin (Birch ve Fillenz 1986) veya antinosiseptif etkisini
olustururken nitrik oksit ile etkilesmesinin (Machelska ve ark. 1999) bu bulguya katkisi

yorumlanamamugtir.
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Serum fizyolojik, amitriptilin veya oksotremorin uygulandiktan sonra plasebo
veya morfin peleti konulan farelerde morfinin agr1 esigine etkisinin zamana gore
seyrinin degerlendirilmesi, kontrol-morfin grubunda antinosiseptif etkinin kizgin levha
testinde 4 ve kuyruk daldirma testinde 4 ve 48 saat sonra belirgin oldugunu gosterdi.
Antinosiseptif etki kizgin levha testinde 4 saat sonraki 6lgiimlere gore 48 ve 72 saat
sonra azaldi, 72 saat sonra iki testte de ortadan kalkti. Bu bulgular ile morfin peleti
konulmus siganlarda analjezik etkinin kizgin levha testinde 48 saat sonra kayboldugunu,
kuyruk daldirma testinde ise varhigm siirdiirdiigiinii gosteren Ozdemir (2018)’in
calismasi desteklendi. Ayak ¢ekme ve kuyruk ¢ekme yanitlarinin 72 saat sonra ortadan
kalktigin1 gosteren diger calismalar ile de uyum saglandi (Smith ve ark. 2006; Morgan
ve ark. 2009). Analjezik etkideki azalma veya ortadan kalkma tolerans gelisiminin
(Yuill ve ark. 2016) veya peletlerden morfin saliverilmesinin azalmasi ile kan
diizeyindeki diismenin sonucu olabilir. iki adet 75 mg morfin iceren pelet yerlestirilen
sicanlarda, 4-6 saat sonra plazma doruk morfin konsantrasyonuna erisildigi, kuyruk
daldirma testinde antinosiseptif etkinin ayni zaman diliminde doruga ulastigi, 36-72
saatleri arasinda plazma diizeyinin kararli durumu siirdiirdiigii ve antinosiseptif etkinin
36. saatte baslangi¢ degerlerine diistiigii gosterilmistir (Yoburn ve ark. 1985). Bir baska
calismada da ayni1 miktarda morfin peleti konulan siganlarda kuyruk ¢ekme yaniti 48
saat sonra kontrol degerlerine inmistir (Hepburn ve ark. 1997). Kang ve ark. (2017) ise
75 mg morfin igeren tek pelet yerlestirdikleri farelerde, kuyruk ¢ekme yanitinin 48 saat
sonra azalmis olmasma karsin plasebo grubuna goére hala yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Bu arastirmalar, kizgin levha testinde analjezik etkinin zamana baglh
azalmasimin tolerans gelisimi ile iliskili olduguna kanit olusturmaktadir. Piersey ve
Schroeder (1981) ayak g¢ekme ve kuyruk ¢ekme yanitlariin farelerde morfine esit
duyarhilikta oldugunu gostermislerdir. Gardmark ve ark. (1998)’na gore ise kuyruk
¢ekme yaniti, ayak ¢ekme yanitina gore morfine daha duyarhidir. Bu goriis, kuyruk
daldirma testinde 48 saat sonra analjezinin varligma bir agiklama getirmektedir. iki
testin bulgular1 birlikte degerlendirildiginde, morfinin spinal analjezik etkisine

supraspinal etkisine gore daha geg tolerans gelistigi ileri siirtilebilir.

Morfinin antinosiseptif etkisinin zamana goére seyrinin degerlendirildigi
amitriptilin-morfin,  oksotremorin-morfin ~ ve  amitriptilin-oksotremorin-morfin
gruplarinda kizgin levha ve kuyruk daldirma testlerinde 4 saat sonra antinosiseptif etki
ortaya ¢ikti. Bu etki, iki testte de kontrol-morfin grubuna gore fark gostermedi.
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Amitriptilin ve oksotremorin morfinin etkisinde bir degisiklige yol agmadi. Intratekal
olarak verilen amitriptilinin siganlarda kuyruk daldirma testinde (Liu ve Wang 1981;
Botney ve Fields 1983) ve oksotremorinin farelerde kizgin levha testinde morfinin
etkisini (Pleuvry ve Tobias 1971) giiglendirdigi ve kolinerjik fizostigmin ile morfin
arasinda sinerjik etkilesme (Aslan ve ark. 1995) ve opiatlarin spinal diizeydeki analjezik
etkilerinde kolinerjik mekanizmalarin katkisinin (Dirksen ve Nijhuis 1983) oldugu
bildirilmistir. Bulgular bu c¢alismalar1 desteklememektedir. Kontrol-plasebo grubundan
fakli olarak, amitriptilin-morfin grubunda kizgin levha testinde 48 saat sonra analjezi
ortaya ¢iktl. Bu bulgu, amitriptilinin morfinin etkisinde zamana bagli azalmay1
Onledigini boylece etkisini giiclendirdigi gostermektedir. Oksotremorin-morfin
grubunda ise kuyruk daldirma testinde 48 saat sonra analjezik etki kayboldu;
oksotremorin varliginda morfin etkisinde zamana bagli azalma belirginlesti.
Amitriptilin-oksotremorin-morfin grubunda ise iki testte de kontrol-morfin grubuna
gore analjezik etkide bir fark ortaya ¢ikmadi. Bir diger deyisle amitriptilin ve
oksotremorin arasinda morfinin etkisini degistirecek bir etkilesme olmadi. ilgi cekici
olarak kontrol-plasebo grubunda kizgin levha testinde 72 saat sonra ayak ¢ekme siiresi
azaldi. Baz1 ¢alismalarda kisa zaman dilimi i¢inde tekrarlayan agri esigi olgtimlerinde
ogrenmeye bagli erken yanit olusumu olasiligi tartisildigindan (King ve ark. 1997;
Gunn ve ark. 2011), bu durum 6grenmeye bagl olabilir. Ote yandan, amitriptilin-
plasebo ve oksotremorin-plasebo gruplarinda 4, 48 ve 72 saat sonraki ve amitriptilin-
oksotremorin-plasebo grubunda 48 ve 72 saat sonraki 6lgtimlerde analjezik etki ortaya
¢ikmadi. Tekrarlayan oksotremorin uygulamasinda analjezik etkiye iliskin bir veriye
rastlanilamadi. Amitriptilinin 3 mg/kg dozunda giinde 1 kez 7 giin uygulandiginda
analjezi sagladigini gosteren caligma goz Oniine alindiginda (Amin ve ark. 2017),
amitriptilin-oksotremorin-plasebo grubunda 48 ve 72  saat sonra analjezinin

saptanamamis olmasi yorumlanamadi.

Morfinin antinosiseptif etkisinin zamana gore seyrinin degerlendirilmesinden
sonra ek doz morfin verilerek agri esiginin Ol¢iilmesi, kontrol-plasebo grubuna gore
morfin grubunda ayak c¢ekme siiresinin daha kisa oldugunu, kuyruk ¢ekme siiresinin
degismedigini gosterdi. Pelet uygulamasindan 3 giin sonra artan dozda sistemik morfin
verildiginde kizgin levha (Romero ve ark. 2010) ve kuyruk daldirma (Mischel ve ark.
2018) testlerinde veya periakvaduktal gri maddeye yerel olarak deltorfin injeksiyonu
yapildiginda iki testte de (Morgan ve ark. 2009) tolerans gelistigi gosterildiginden, ayak
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cekme yanitinda ortaya ¢ikan tolerans literatiire uyum sagladi. Kuyruk ¢ekme yanitinda
toleransin ortaya ¢ikmamasi ise bu ¢alismalarinve diger morfin ¢aligmalarinin (Dighe ve
ark. 2009; Kang ve ark. 2017) bulgularindan farkli olsa da morfinin antinosiseptif
etkisine 72 saat sonra toleransin daha ¢ok supraspinal diizeyde gelistigini isaret
etmektedir. Morfine tolerans gelisen hayvanlarda ek doz morfin verildiginde agri
esiginde artis plasebo grubuna gore anlamli olarak daha az olur. Ilgi cekici olarak,
morfin gruplarindaki tiim hayvanlarin 72 saat sonraki agri esigi degerleri ek doz
morfinden sonra artmadi, tam aksine azaldi. Bireysel farkin fazla, denek sayisinin az
olmasi nedeni ile istatistiksel olarak anlamlilik gosterilemedi. Kizgin levha ve kuyruk
daldirma testlerinde morfine tolerans gelisimine hiperaljezi olusumunun eslik ettigi
bildirildiginden (Mao ve ark. 1994), morfin grubundaki bu azalmig yanit bir hiperaljezi

gostergesi olabilir.

Ek doz morfin verilen oksotremorin-morfin ve amitriptilin-oksotremorin-morfin
gruplarinda ayak ve kuyruk c¢ekme siireleri kontrol-plasebo grubuna gore daha kisa
oldu. Amitriptilin-morfin grubunda kizgin levha testinde yanit kontrol-plasebo
grubundan farksiz oldu. Amitriptilinin morfine tolerans gelisimini engelledigi seklinde
yorumlanabilecek bu bulgu literatiir ile uyumlu oldu. Amitriptilinin 4 giin morfin ile
birlikte verildigi farelerde, ek doz morfin sonrasi kizgin levha testinde antinosiseptif
yanita tolerans gelisiminin azaldig: (Tai ve ark. 2006; Habibi-Asl ve ark. 2014), tek doz
amitriptilinin morfine tolerans gelismis siganlarda kizgin levha ve radyan 1s1 kuyruk
¢cekme testlerinde ek doz morfine yaniti giiglendirdigi (Ozdemir ve ark. 2012)
bildirilmistir. Oksotremorin-morfin ve oksotremorin-amitriptilin-morfin gruplarinda iki
testte de ek doz morfine yanitin diisiikk olmasi, kizgin levha testinde kontrol-morfin
grubu ile benzerlik gosterirken, kuyruk daldirma testinde toleransi isaret etti. Morfin ile
birlikte verilen muskarinik reseptor antagonistleri tolerans gelisimini hafiflettiklerinden
(Yang ve ark. 1997), oksotremorin kuyruk ¢ekme yanitinda tolerans gelisimini tesvik

etmis goriinmektedir.

Ek doz morfine yanitin degerlendirilmesinden sonra nalokson verilmesi
yoksunluk tablosuna yol agti. Pelet veya injeksiyon, ozmotik pompa gibi farkl
uygulama bigimleri ile kronik morfin uygulanmis farelere 1 mg/kg veya daha yiiksek
dozlarda nalokson uygulanmasinin, agirlik kaybi1 (Vela ve ark. 1995; Suzuki ve
ark.1995; McLane ve ark. 2017), sigrama (Vela ve ark. 1995; Taiwo ve ark. 2004),
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iseme (McLane ve ark. 2017), diskilama (Nicoara ve ark. 2016; McLane ve ark. 2017),
on penge tremoru, 1slak kopek silkelenmesi, sahlanma (Maldonado ve ark. 1991;
Nicoara ve ark. 2016) ve lokomotor aktivite (Brady ve Holtzman 1981) artisi gibi
belirtilere yol agtig1 pek ¢ok arastirmaci tarafindan gosterilmistir. Sadece sigrama (Wu
ve ark. 2012) veya agirlik kaybi (Garcia-Carmona ve ark. 2015) ile yoksunlugu
degerlendiren arastirmacilar da bulunmaktadir. Kontrol-morfin grubunda yoksunluk
belirtileri, sigrama ve diger belirtiler oldu. Pelet uygulanmis farelerde 72 saat sonra
nalokson ile olusturulan yoksunlukta bu belirtilere agirlik kaybi eslik etmistir (Vela ve
ark. 1995; Taiwo ve ark. 2004; McLane ve ark. 2017). Morfin yoksunlugunda
belirtilerin siddetinin morfin ve nalokson dozlari ile orantili olarak arttig1 bilinmektedir
(Espejo ve ark. 1995). Agirlik kaybinin ortaya ¢ikmamasi diisiik dozda nalokson
kullanilmis olmasia bagli olabilir, ancak 1 mg/kg nalokson ile olusan yoksunluk
tablosunda agirlik kaybi gosterilmistir (Vela ve ark. 1995). Bu durum deney
kosullarinin farkli olmasi ile agiklanabilir. Amitriptilin-morfin grubunda agirlik kaybu,
sigcrama sayisit ve diger belirtiler, oksotremorin-morfin ve amitriptilin-oksotremorin-
morfin gruplarinda sigrama sayist ve diger belirtiler yoksunluk tablosunu olusturdu.
Oksotremorin-morfin grubunda yoksunluk belirtileri kontrol-morfin grubundan fark
gostermedi. Oksotremorinin morfin bagimliligi gelisimini etkilememesi, nalokson ile
olusturulan yoksunlukta sigramayi baskilamasi (Brase ve ark. 1974) ve kesilmeye bagl
yoksunlukta diger belirtileri etkilememekle birlikte agirlik kaybindaki azalmayi
hafifletmesi (Widman ve ark. 1985) bulgularin1 desteklemedi. Amitriptilin-morfin
grubunda agirlik kaybi, amitriptilinin morfine bagimlilik gelismesini giiclendirdigine
iligkin bir veri olusturdu. Bazi arastirmacilara gore amitriptilin aksi yonde etki
yapmaktadir (Liu ve ark. 2013; Habibi-Asl ve ark. 2014). Bir diger trisiklik
antidepresan olan imipraminin morfin ile birlikte verildiginde sigramayi artirmasi,
bagimlilik gelismesini giiglendirdiginin delili olmustur (Zarrindast ve ark. 2003).
Amitriptilin ile elde edilen bulgular imipramin bulgulari ile uyumludur. Amitriptilin ile
birlikte oksotremorin verilen hayvanlarda ise kontrol-morfin grubuna goére diger
belirtiler daha az oldu. Morfin verilmesi sirasinda kolinerjik etkinligin artirilmasi
yoksunluk belirtilerinin azalmasina yol agtigindan (Frederickson ve Pinsky 1975),
oksotremorin amitriptilinin bagimlilik gelisimini giiglendirici etkisini kolinerjik etkinligi

ile kismen baskilamis olabilir.
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5.1. Calismanin Kisithhiklar:
Baz1 gruplarda bireysel farkin fazla olmasi ve denek sayisinin az olmasi

bulgularin istatistiksel degerlendirmelerinde anlamli sonug¢ almayi etkiledi.

5.2. Sonuc¢

Amitriptilinin kizgin levha ve kuyruk daldirma testlerinde ve oksotremorinin
kuyruk daldirma testinde ayak veya kuyruk c¢ekme siirelerini uzatmalar1 analjezik
etkilerinin gosterildigi ¢alismalara destek sagladi. Bu etkilerin, amitriptilinde
supraspinal ve spinal ve oksotremorinde spinal mekanizmalara bagli olabilecegi 6ne
stiriilebilir. Amitriptilinin antinosiseptif etkisinin oksotremorin ile 6nlenmesi ve aditif
analjezik etkinin ortaya ¢ikmamasi aralarinda olasilikla kolinerjik sistem aracili bir
etkilesim olabilecegini diistindiirttii. Buna kargin amitriptilin giiclii antikolinerjik etkisi
ile oksotremorinin antinosiseptif etkisini 6nleyemedi. Morfinin analjezik etkisinde pelet
konulmasindan 48 ve 72 saat sonra zamana bagli azalmay: ve ek doz morfin ile ortaya
¢ikan toleransi amitriptilin iki testte de o6nledi. Oksotremorin ise kuyruk daldirma
testinde morfinin 48 saat sonra analjezik etkisini ortadan kaldirdi, 72 saat sonra morfine
tolerans geligsmesini tek basina veya amitriptilin ile birlikte verildiginde belirgin hale
getirdi. Nalokson ile olusan yoksunluk belirtilerini amitriptilin kismen artirdu,
oksotremorinin ve amitriptilinin birlikte verilmesi azaltti. Amitriptilinin morfine
tolerans geligimini 6nlemesi ancak bagimlilik gelisimini giiglendirmesi, morfin toleransi
ve bagimliliginin farkli mekanizmalar ile olustugu gorlistine uygun olabilir.
Oksotremorinin morfine tolerans gelisimini giiclendirmesi ise benzer ¢alismalara uyum
gostermektedir. Tim bu bulgular, amitriptilinin aracilik ettigi noradrenerjik ve
serotonerjik ve oksotremorinin aracilik ettigi kolinerjik mekanizmalarin analjezi, morfin
bagimlilig1 ve toleransi olusumundaki rollerine iliskin verilere katki saglar nitelikte
goriinmektedir. Morfin gruplarindaki hayvanlarda 72 saat sonra agri esigi degerlerinin
ek doz morfinden sonra azalma egilimi gostermesinin tolerans ve hiperaljezi gelisimi ile

iligkisi ise ayrintili olarak arastirilmalidir.
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