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Amag: Bu c¢alismada Tofisopam in antinosiseptif etkinlik potansiyelinin arastirilmast ve bu etkiye
opioiderjik sistemin olast kattlimmmin aydinlatiimast ama¢lanmistir.

Gerec ve Yontem: Tofisopam in (25 ve 50 mg/kg) antinosiseptif etkinlik potansiyeli sicak plaka ve asetik
asit ile indiiklenen kivranma testleri ile arastirilnms, farelerin motor koordinasyonlart iizerindeki olasi etkileri
ise Rota-rod testi ile degerlendirilmistir.

Sonug ve Tartisma: Tofisopam 50 mg/kg dozda, farelerin sicak plaka testlerindeki reaksiyon siirelerini
anlaml él¢iide uzatmis, kivranma testlerinde ise kivranma davranislarinin sayilarint azaltmistir. Bu bulgular
Tofisopam’in santral ve periferik mekanizmalar araciikli antinosiseptif aktiviteye sahip olduguna isaret
etmigtir. Tofisopam, wuygulandigi dozlarda, farelerin motor aktivitelerinde anlamli bir degisiklige neden
olmamugstir. Antinosiseptif etkiye opioid reseptorlerin olasi katilimini aragtirmak amaci ile yapilan nalokson on-
uygulamalar: Tofisopam i antinosiseptif aktivitesini ortadan kaldirnigtir. Etkiye aracilik eden opioid reseptir
alt-tiplerinin aydinlatilmast amacryla naloksonazin (u-opioid reseptor blokorii), naltrindol (0-opioid reseptor
blokdrii) ve nor-binaltorfimin (x-opioid reseptor blokorii) ile mekanistik ¢alismalar yapumistir. Her ii¢ ajan da
Tofisopam ' antinosiseptif etkisini antagonize etmistir. Elde edilen bu bulgular Tofisopam in 50 mg/kg dozdaki
antinosiseptif etkinligine u-, 6- ve x-oipiod reseptorlerin aracilik ettigini ortaya koymustur.
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ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to investigate antinociceptive activity potential of Tofisopam and to
elucidate the possible involvement of opioid system in this effect.

Material and Method: The antinociceptive efficacy potential of Tofisopam (25 and 50 mg/kg) was
evaluated by hot-plate and acetic acid-induced writhing tests; while possible effects of this drug on the motor
coordinations of mice were evaluated with the Rota-rod tests.

Result and Discussion: Tofisopam at a dose of 50 mg/kg significantly prolonged the reaction times of
mice in hot-plate tests and reduced the number of writhing behaviors in writhing tests. These findings indicated
that Tofisopam has antinociceptive activity mediated by central and peripheral mechanisms. Tofisopam did not
change the motor activities of mice at administrated doses. Pre-administration of naloxone to investigate the
possible involvement of opioid receptors in the antinociceptive effect abolished the antinociceptive activity of
Tofisopam. To elucidate the opioid receptor subtypes mediating the effect, mechanistic studies were carried out
with naloxonazine (u-opioid receptor blocker), naltrindole (5-opioid receptor blocker), and nor-
binaltorphimine (x-opioid receptor blocker). All agents antagonized the antinociceptive effect of Tofisopam.
Obtained findings revealed that Tofisopam at a dose of 50 mg/kg has antinociceptive activity mediated by u-,
0- and x-opioid receptors.

Keywords: Analgesia, acetic acid-induced writhing test, hot-plate test, opioidergic receptor, tofisopam

GIRIS

Geleneksel 1,4-benzodiazepin’lerin kimyasal yapilarindaki nitrojen atomlarmim yerlerinin
degistirilmesi ile elde edilen 2,3-benzodiazepin yapili molekiillere homofitalazinler adi verilmektedir
[1,2]. Bu grubun ilk ilact olan ve 1976°da Grandaxin® ticari adi ile ruhsatlandirilan Tofisopam,
Macaristan, Cek Cumhuriyeti, Japonya ve Rusya gibi iilkelerde anksiyolitik etkisi nedeniyle regete
edilmektedir [3,4]. 2,3-benzodiazepin yapisina sahip olan “girisopam” ve “nerisopam” da Tofisopam
gibi anksiyolitik etkinlige sahip olan molekiillerdir [1,2,5,6].

Tofisopam’mn psikofarmakolojik etkinlik profili klasik 1,4-benzodiazepinlerden farklidir. Bu ilacin
anksiyolitik etkisi selektiftir; mutad dozlarda antikonviilzan, sedatif-hipnotik ya da kas gevsetici etki
gostermez [6,7,8]. Tofisopam’in vejetatif modiilatér ve antiparkinson etkileri de rapor edilmistir [1, 7].
Ayrica psikozun adjuvant tedavisinde; bilhassa negatif ve kognitif bulgularin ortadan kaldirilmasinda fayda
saglayabilecegi One siiriilmiistiir [8]. Arastirma grubumuz tarafindan yapilan bir ¢alismada da Tofisopam’mn
sicanlarda skopolamin ile olusturulan biligsel bozukluklara kars1 antiamnezik etkinlik gosterdigi ve bozulan

hipokampal sinaptogenezi, ndrogenezi ve glial plastisiteyi anlaml 6l¢iide iyilestirdigi bildirilmistir [4].

Tofisopam’in etki mekanizmasina iliskin bazi ¢alismalar dekstofisopam’in (R-enantiomeri)
geleneksel benzodiazepin baglanma yoreleri iizerine kayda deger bir afinite gostermedigini ileri
stirmistiir. Hatta bu molekiiliin santral sinir sisteminde kendisine 6zel bir baglanma bélgesine sahip
olabilecegi ve ‘2,3-benzodiazepin reseptori” olarak karakterize edilebilecek olan bu bdélgenin

geleneksel 1,4- ya da 1,5-benzodiazepin reseptorlerinden farkli oldugu rapor edilmistir [9].

Yapilan galismalar 2,3-benzodiazepinlerin santral sinir sisteminde GABAerjik, dopaminerjik ve

opioid sistemleri etkiledigine isaret etmistir [2,6,10-12]. Bu molekiillerin, klasik benzodiazepinlerin kendi
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baglanma bolgelerine olan afinitelerini gliclendirdikleri gosterilmistir. Bununla birlikte musimol’iin GABA
reseptorlerine baglanma potansiyelini de artirdiklart rapor edilmistir [2,10]. Diger yandan 2,3-
benzodiazepinlerin dopamin reseptorleri iizerinde karigik tip agonist/antagonist-benzeri etkilere neden

olduklart [12] ve opioid agonistlerinin etkinliklerini selektif olarak artirdiklari ileri siiriilmiistiir [2,6,11].

2,3-benzodiazepinlerin etki mekanizmalarma iligkin diger bulgular da bu molekiillerin sinyal
iletiminde rol oynayan cesitli proteinlerin fosforilasyon siireclerini degistirdiklerine iliskindir [6]. Bu
molekiillerin 6zellikle fosfodiesterazlarin (PDE) ¢esitli izoenzimlerine yiiksek afinite ile baglandiklar1 ve
onlar1 inhibe ettikleri rapor edilmistir [8,13]. Literatiirde PDE inhibitorlerinin akut ve kronik agrida etkili
bulunduguna dair ¢ok sayida calisma meveuttur [14-19]. Ornegin rolipram, teofilin ve sildenafil’in deney
hayvanlarinda asetik asitle indiikklenmis kivranma testi yanitlarim iyilestirdikleri [20-22]; zaprinast,

ibudilast ve rolipram’in ise noropatik agrida faydali etkiler gosterdikleri rapor edilmistir [17, 23].

Tiim bu bilgiler 1s181nda bu ¢aligmada Tofisopam’in akut antinosiseptif etkinlik potansiyelinin
arastirilmasi ve bu etkiye agr1 ve analjezi ile son derece yakindan iliskili olugu bilinen opioiderjik

sistemin olasi katiliminin incelenmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlan

Deneylerde 30-35 g agirhginda eriskin erkek Balb/c fareler kullanilmigtir. Deney hayvanlar1 iyi
havalandirilan, 24+1°C sicakliktaki odalarda tutulmustur. 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiisii
(08:00-20:00) uygulanmustir. Standart hayvan yemi ile beslenen hayvanlara testler boyunca yem veya
su kisitlamasi1 uygulanmamistir. Bu ¢alismada kullanilan protokol ve prosediirler Anadolu Universitesi

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmigtir (10/3/2020 Karar No: 2020/13).
Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tofisopam (Grandaxin®, Egis PLC, Budapeste, Macaristan) ticari olarak temin edilmistir. Morfin
siilfat, nalokson hidrokloriir dehidrat, naloksonazin dihidrokloriir ve nor-binaltorfimin dihidrokloriir
Sigma-Aldrich'ten (St Louis, MO, ABD); naltrindol hidrokloriir Tocris Cookson'dan (Ballwin, MO,
ABD) ve asetik asit de Merck'ten (Darmstadt, Almanya) satin alinmustir.

Farelerin Motor Koordinasyonlarinin Degerlendirildigi Testler
Rota-rod Testi

Farelerin motor koordinasyonlarini degerlendirmek iizere Rota-rod cihaz1 (Ugo-basile, 47600,
Verase, Italya) kullanilmistir [24]. Rota-rod testi “alistirma” ve “test” olmak iizere iki asamali bir testtir.

Ug giin siiren alistirma asamasinda fareler 24 saat ara ile iic kez 16 rpm’lik sabit hizda dénen milin
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tizerinde yiriitlilmiistiir. Deneyler i¢in ti¢lincii giiniin sonunda milde en az 180 s kalabilen hayvanlar
secilmistir. Test asamasinda ise milin iizerine tekrar yerlestirilen hayvanlarin diisme siireleri
kaydedilmistir. Otomatik olarak kaydedilen bu siireler hayvanlarin motor performanslarinin gostergesi

olarak degerlendirilmistir [25].
Antinosiseptif Etkinin Degerlendirildigi Testler

Antinosiseptif etkinligin arastirilmasi i¢in Tofisopam hayvanlara 25 ve 50 mg/kg dozlarda oral

yolla uygulanmis ve nosiseptif testler uygulamalardan 60’ar dakika sonra yapilmistir [8, 26].
Sicak Plaka Testi

Sicak plaka testi, 55+1.0°C sicakliga ayarlanmis olan Sicak Plaka Cihazi (Ugo-basile, 7280,
Verase, Italya) kullanilarak gerceklestirilmistir [27]. Bu testte, termal agrili uyaran uygulanan
hayvanlarin ayaklarini yalamaya baslamalar1 ve/veya plaka {izerinden atlama siireleri kaydedilmistir.
Deneye baslamadan once, hayvanlara duyarlilik testi uygulanmis ve testler i¢cin 15 s igerisinde yanit
veren hayvanlar secilmistir. Testler sirasinda pencenin hasar gérmemesi i¢in uyart maksimum 30 s

stireyle uygulanmigtir [28].

Olgiilen reaksiyon siireleri asagida verilen formiil yardimi ile miimkiin olan maksimum etkinin
yiizdesi (Maximum Possible Effect, MPE) degerlerine ¢evrilmistir.
Uygulama sonrasi siire — Uygulama 6ncesi siire

% MPE = - —— " —— x 100
Maksimum uygulama stiresi — Uygulama 6ncesi siire

Asetik-asit ile indiiklenen Kivranma Testi

Kivranma testi i¢in Koster ve Williamson’un gelistirmis oldugu yontem uygulanmstir [29]. Farelerde
abdominal agri, asetik asit c¢ozeltisinin (%0.6) intraperitonal yolla uygulanmasi ile olusturulmustur.
Enjeksiyondan sonra 5 dakika beklenmistir. Daha sonra, farelerin kivranma davraniglarinin yani, ayaklarini
uzatip gerilmelerinin ve karinlarimi yere siirtmelerinin sayist 10 dakika boyunca kaydedilmistir [30]. Her iki

test i¢in de morfin siilfat (10 mg/kg, i.p.) referans ilag olarak kullanilmistir [28, 30].
Mekanistik Cahismalar

Mekanistik ¢alismalar ig¢in Tofisopam’in 50 mg/kg dozu segilmistir. Tofisopam’m bu ¢alismada
ortaya koyulmus olan akut antinosiseptif etkisine opioiderjik sistemin katiliminin arastirilmasi amaciyla
non-selektif opioid reseptor antagonisti bir ajan olan nalokson (5.48 mg/kg, i.p.) kullanilmistir [30].
Antinosiseptif etkiye aracilik eden opioid reseptdr alt-tiplerinin aydinlatilmasi amaci ile de mekanistik
caligmalara, opioid reseptorlerin alt-tiplerine selektif ajanlar olan naloksonazin (p-opioid reseptor
blokori; 7 mg/kg, s.c.), naltrindol (3-opioid reseptor blokorii; 0.99 mg/kg, i.p.) ve nor-binaltorfimin (k-
opioid reseptor blokorii; 1.03 mg/kg, i.p.) kullanilarak devam edilmistir [28,30]. Antagonizma
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caligmalarinda kullanilan dort ajan da kontrol soliisyonu ve Tofisopam uygulamalarindan 15’er dakika

once uygulanmustir.
Istatistiksel Analiz

Her bir deney grubu i¢in 7 adet fareden alinan veriler Graphpad Prism ver. 8.4.3 paket programi
kullanilarak analiz edilmistir. Rota-rod testlerinden ve nosiseptif deneylerden elde edilen veriler, Tek
Yonli Varyans Analizi ile degerlendirilmistir. Coklu karsilastirmalar Tukey HSD Testleri ile
yapilmistir. Mekanistik ¢aligmalardan elde edilen veriler ise Cift-Yonlii Varyans Analizi ile

degerlendirilmis ve ¢oklu karsilastirma i¢in Bonferroni Testleri uygulanmistir.

P < 0.05 degeri anlaml kabul edilmis ve bulgular ortalama + ortalamanin standart hatas1 olarak

sunulmustur.

SONUC VE TARTISMA

Bu c¢alismada, 2,3-benzodiazepin tiirevi bir molekiil olan Tofisopam’in antinosiseptif etkinlik

potansiyeli ve bu etkiye opioid reseptorlerin olasi katilimi in vivo yontemler kullanilarak arastirilmustir.

Deney hayvanlarmin motor performansini bozan ajanlarin antinosiseptif etki tarama testlerinde
yanlis pozitif sonuglara yol acabildigi bilgisinden hareketle [28,31], Tofisopam’in antinosiseptif
etkinligi aragtirllmadan 6nce, bu ilacin farelerin motor koordinasyonlari tizerindeki olasi etkisi Rota-rod
testleri kullanilarak degerlendirilmistir. Rota-rod testlerinde, kontrol soliisyonunun, 25 ve 50 mg/kg
dozlarda uygulanan Tofisopam’in ve referans ila¢ diazepam’in farelerin “dénen milin tizerinden diisme

stireleri” ilizerine etkileri Tablo 1’°de gosterilmistir [F (3, 24) = 8.31; p < 0.001].

Tablo 1. Rota-rod testinde kontrol soliisyonu, Tofisopam ve diazepam uygulamalarinin farelerin

“diisme stireleri” lizerine etkileri

Diisme Siiresi (s)
Kontrol 600+0
Diazepam (2 mg/kg) 383.43+£37.07™
TOF (25 mg/kg) 543.86+31.71
TOF (50 mg/kg) 495.86+41.18

“p < 0.001: Kontrole gére anlamli farklilik. Tek Yénlii Varyans Analizi, takiben Tukey HSD Coklu Karsilagtirma Testi, n=7
(TOF: Tofisopam).

Tofisopam uygulandigi 25 ve 50 mg/kg dozlarda farelerin motor koordinasyonlarinda anlamli bir
degisiklige neden olmamustir (Tablo 1). Bu bulgular, antinosiseptif aktivite testlerinde elde edilen
sonuglarin hayvanlarin motor performanslarindaki herhangi bir degisiklikten etkilenmedigini gostermis

olmasi acisindan 6nemlidir.
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Tofisopam’in antinosiseptif aktivitesi sicak plaka ve asetik asit ile indiiklenen kivranma testleri

ile degerlendirilmistir.

Akut Tofisopam (25 ve 50 mg/kg) ve referans ilag morfin uygulamalarinin, sicak plaka testinde
hesaplanan % MPE degerleri iizerine etkileri Sekil 1°de sunulmustur [F (3, 24) = 18.96; p < 0.001].
Coklu karsilagtirma testleri, Tofisopam’in 50 mg/kg dozu ile indiiklenen % MPE degerlerinin, kontrol
grubunun karsilik gelen degerlerine gére anlamli dlgiide yiiksek oldugunu gdstermistir (p < 0.01). Ilag
25 mg/kg’lik dozda etkisizdir. Referans ilag olarak kullanilan morfin (10 mg/kg, i.p.), sicak plaka testleri
icin hesaplanan % MPE degerlerinde beklenen artis1 gostermistir (p < 0.001).

60 H Kontrol

H MOR 10 mg/kg

B TOF 25 mg/kg
TOF 50 mg/kg

=20
Sekil 1. Sicak plaka testinde morfin (10 mg/kg) ve Tofisopam (25 ve 50 mg/kg) ile indiiklenen %

MPE degerleri. “p < 0.01, *“p < 0.001: Kontrole gore anlamli farklilik. Tek Yonlii Varyans Analizi,
takiben Tukey HSD Coklu Karsilagtirma Testi, n=7 (% MPE: Maksimum Etkinin Yiizdesi (Maximum
Possible Effect); TOF: Tofisopam; MOR: Morfin)

Sicak plaka testi antinosiseptif etkinin arastirtlmasi igin siklikla tercih edilen, gecerliligi ve
giivenilirligi yiiksek bir testtir [30,32,33]. Yontemin esasi, 55°C’ye 1sitilmis bir plaka {izerine
yerlestirilen hayvanlarin, uygulanan agrili uyarana kars1 gosterdikleri “pence yalama” ya da “atlama”
tepkilerinin siirelerinin saptanmasidir [32]. Bu ¢alismada, Tofisopam’in 50 mg/kg dozda, farelerin
termal nosiseptif uyarana karsi reaksiyon siirelerini anlamli 6l¢iide uzatmis olmasi, bu molekiiliin
antinosiseptif etkinligini termal agrili uyaranlar tasiyan néronal yolaklar iizerinde gosterdigini ortaya
koymustur. Bununla birlikte, sicak plaka testinin Ozellikle supraspinal yolaklarda entegre edilen
nosiseptif iletimi yansittigi bilgisinden hareketle [32,34,35], Tofisopam’in antinosiseptif etkisini

supraspinal diizeyde gosterdigi ileri siiriilebilir.

Asetik asit ile indiiklenen kivranma testi ise antinosiseptif etkinin taranmasi amaciyla siklikla
kullanilan bir viseral agr1 modelidir [36]. Kontrol soliisyonu, akut Tofisopam (25 ve 50 mg/kg) ve
referans ila¢g morfin uygulamalariin, asetik asit ile indiiklenen kivranma testinde farelerin kivranma

davraniglarinin sayilar iizerine etkileri Sekil 2’de sunulmustur [F (3, 24) = 18.94; p < 0.001]. Coklu
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karsilastirma testleri, Tofisopam’in 25 mg/kg’lik dozda etkili olmadigini, ancak 50 mg/kg’lik dozun
farelerin kivranma sayilarmi, kontrol grubunun kivranma sayilarina gére anlaml bigimde azalttigim
ortaya koymustur (p < 0.01). Referans ilag olarak kullanilan morfin (10 mg/kg, i.p.) beklendigi {izere,

farelerin kivranma davraniglarinin sayilarini anlamh 6lgiide azaltmistir (p < 0.001).

40+
H Kontrol

H MOR 10 mg/kg
l TOF 25 mg/kg
TOF 50 mg/kg

Kivranma Sayisi

0=
Sekil 2. Morfin (10 mg/kg) ve Tofisopam (25 ve 50 mg/kg) uygulamalarinin asetik asit ile indiiklenen

kivranma sayilari tizerine etkileri. ~“p < 0.01, *“p < 0.001: Kontrole gore anlamli farklilik. Tek Yénlii
Varyans Analizi, takiben Tukey HSD Coklu Karsilastirma Testi, n=7 (TOF: Tofisopam; MOR:
Morfin)

Farelere kimyasal nitelikli nosisepsiyona neden olan asetik asitin intraperitonal yolla
uygulanmasinin, bu hayvanlarda abdominal kaslarin kasilmasi, arka bacaklarin ekstensiyonu ve
viicudun geriye dogru uzatilmasi seklinde gozlenebilen bir “kivranma” yanitina sebep oldugu
bilinmektedir [37]. Kivranma davranisi, asetik asit enjeksiyonuna bagl olarak asetilkolin, histamin, P
maddesi, prostaglandinler ve kininler gibi endojen maddelerin salinmasindaki artis sonucu
tetiklenmektedir. S6z konusu endojen maddeler vaskiiler gecirgenligi artirmakta, agr1 esigini azaltmakta
ve nonsteroidal anti-inflamatuvar ve/veya opioid ilaglara duyarli nosiseptif noronlar1 uyarmaktadir [38-
40]. Bu ¢alismada, 50 mg/kg dozda akut Tofisopam uygulamasinin farelerde asetik asit ile indiiklenen
kivranma davranislarinin sayisini azaltmis olmasi, bu ilacin periferal diizeydeki antinosiseptif etkinligini
sozii edilen mekanizmalarin en azindan bazilarin1 etkileyerek gdstermis olabilecegini
disiindirmektedir. Tofisopam antinosiseptif etkisini inflamatuvar mediyatorlerin saliverilmesini
azaltarak; bu endojen maddelerin reseptdrlerini antagonize ederek; agr esigi degerlerini degistirerek

veya agr1 stimulusunun noéronal iletimini engelleyerek gergeklestirmis olabilir [30].

Bu c¢alisma kapsaminda, Tofisopam’in antinosiseptif aktivitesinin belirlenmesinden sonra, bu
etkiye analjezi ile yakindan iligkili oldugu bilinen opioiderjik sistemin olas1 katiliminin arastirilmasi
planlanmigtir. Bu kapsamda non-selektif opioiderjik reseptor blokorii bir ajan olan nalokson ile

mekanistik ¢aligmalar gergeklestirilmistir.

Sekil 3A, Tofisopam’in (50 mg/kg) sicak plaka testindeki antinosiseptif etkisinin nalokson 6n-
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uygulamasi varligindaki degisimini gostermektedir. Istatistiksel analizler % MPE degerleri iizerinde
hem tedavi faktoriiniin [F (1, 24) = 34.46; p < 0.001] hem de antagonist faktoriiniin [F (1, 24) = 30.57,
p < 0.001] etkili oldugunu ve tedavi faktorii ile antagonist faktorii arasinda anlamli bir etkilesim [F (1,
24) = 24.21; p < 0.001] bulundugunu ortaya koymustur. Coklu karsilagtirma i¢in uygulanan Bonferroni
Testleri % MPE degerlerinde Tofisopam ile indiiklenen artigin (p < 0.001) nalokson 6n-uygulamasi ile
geri dondiiglinii (p < 0.001) géstermistir.

Tofisopam’in (50 mg/kg) asetik asit ile indiikklenen kivranma testindeki antinosiseptif etkisinin
nalokson &n-uygulamasi varligindaki degisimi Sekil 3B’de sunulmustur. istatistiksel analizler kivranma
sayilar1 tizerinde tedavi faktoriniin de [F (1, 24) = 13.42; p < 0.01] antagonist faktoriiniin de [F (1, 24)
= 5.11; p < 0.05] etkili olduguna isaret etmistir. Bununla birlikte, bu faktorler arasinda anlamli bir
etkilesim s6z konusudur [F (1, 24) = 5.97; p < 0.05]. Coklu karsilastirma i¢in uygulanan Bonferroni
Testleri, kivranma sayilarinda Tofisopam ile indiiklenen azalmanin (p < 0.001) nalokson 6n-uygulamasi

ile kontrol seviyesine geri dondigiinii (p < 0.01) gostermistir.

409 W B Konirol 40 (B H Konirol
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Sekil 3. Tofisopam’in (50 mg/kg) sicak plaka (A) ve asetik asit ile indiiklenen kivranma (B)
testlerindeki antinosiseptif etkisinin nalokson dn-uygulamasi varligindaki degisimi. ““p < 0.001:
Serum fizyolojik on-uygulamasi yapilan kontrol grubuna gore anlamli farklilik; ®p < 0.01; %p <

0.001: Serum fizyolojik 6n-uygulamasi yapilan 50 mg/kg Tofisopam grubuna gore anlamli farklilik.
Cift Yonli Varyans Analizi, takiben Bonferroni Coklu Karsilastirma Testi, n=7 (% MPE: Maksimum
Etkinin Yiizdesi (Maximum Possible Effect); TOF: Tofisopam).

Nalokson 6n-uygulamalart her iki testte de Tofisopam’in (50 mg/kg) antinosiseptif etkinligini
ortadan kaldirmustir. Bu bulgular opioid mekanizmalarin, bu ilacin hem santral hem de periferik
diizeydeki antinosiseptif etkinligine aracilik ettigine isaret etmistir. Nitekim literatiirde 2,3-
benzodiazepinlerin farmakodinamik etkilerinin opioiderjik sistem ile iliskili olduguna isaret eden
aragtirmalar bulunmaktadir. Bu molekiillerin opioid agonistlerinin etkilerini selektif bi¢imde

giiclendirdikleri gesitli in vitro ve in vivo yontemler ile gésterilmistir [2,6,11]. Diger yandan, Tofisopam
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ve iligkili molekiillerin opioidlerin antinosiseptif etkinliklerini artirabildikleri de rapor edilmistir [6].
2,3-benzodiazepinlerin farmakolojik etkilerinin morfin toleransi olan hayvanlarda goriilmemesi de, bu

molekiillerin etki mekanizmalarinin opioiderjik sistem ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir [11].

Bu c¢alismada Tofisopam’in opioiderjik sistem aracilikli antinosiseptif etkinligi ortaya
koyulduktan sonra, etkiye aracilik eden opioid reseptor alt-tiplerinin de aydinlatilmasi planlanmistir. Bu
amagcla sirasiyla p-, 6- ve k-opioid reseptore selektif blokdrler olan naloksonazin, naltrindol ve nor-

binaltorfimin ile mekanistik ¢calismalar yapilmustir.

Sekil 4A, Tofisopam’in (50 mg/kg) sicak plaka testindeki antinosiseptif etkisinin naloksonazin
on-uygulamasi varligindaki degisimini gostermektedir. Istatistiksel analizler % MPE degetleri iizerinde
hem tedavi faktoriiniin [F (1, 24) = 4.94; p < 0.05] hem de antagonist faktoriiniin [F (1, 24) = 14.66; p <
0.001] etkili oldugunu ve tedavi faktorii ile antagonist faktorii arasinda anlamli bir etkilesim [F (1, 24)
= 12.49; p < 0.01] bulundugunu ortaya koymustur. Coklu karsilastirma igin uygulanan Bonferroni
Testleri % MPE degerlerinde Tofisopam ile indiiklenen artisin (p < 0.001) naloksonazin 6n-uygulamasi

ile geri dondiigiinii (p < 0.001) gdstermistir.

Tofisopam’in (50 mg/kg) asetik asit ile indiiklenen kivranma testindeki antinosiseptif etkisinin
naloksonazin &n-uygulamasi1 varhgindaki degisimi Sekil 4B’de sunulmustur. Istatistiksel analizler
kivranma sayilari iizerinde tedavi faktoriiniin de [F (1, 24) = 6.32; p < 0.05] antagonist faktoriiniin de [F
(1, 24) = 11.23; p < 0.01] etkili olduguna isaret etmistir. Bununla birlikte, bu faktorler arasinda anlaml
bir etkilesim s6z konusudur [F (1, 24) =10.45; p <0.01]. Coklu karsilastirma i¢in uygulanan Bonferroni
Testleri, kivranma sayilarinda Tofisopam ile indiiklenen azalmanin (p < 0.001) nalokson 6n-uygulamasi

ile kontrol seviyesine geri dondiigiinii (p < 0.001) gostermistir.

Sekil 5A, Tofisopam’in (50 mg/kg) sicak plaka testindeki antinosiseptif etkisinin naltrindol 6n-
uygulamasi varligindaki degisimini gdstermektedir. Istatistiksel analizler % MPE degerleri iizerinde
hem tedavi fakt6riiniin [F (1, 24) = 40.99; p < 0.001] hem de antagonist faktortinin [F (1, 24) =4.33; p
< 0.05] etkili oldugunu ve tedavi faktorii ile antagonist faktorii arasinda anlamli bir etkilesim [F (1, 24)
=8.04; p <0.01] bulundugunu ortaya koymustur. Coklu karsilastirma i¢in uygulanan Bonferroni Testleri
% MPE degerlerinde Tofisopam ile indiiklenen artisin (p < 0.001) naltrindol 6n-uygulamasi ile geri
dondigiini (p < 0.01) gdstermistir.

Tofisopam’in (50 mg/kg) asetik asit ile indiiklenen kivranma testindeki antinosiseptif etkisinin
naltrindol &n-uygulamas1 varhigindaki degisimi Sekil 5B’de sunulmustur. Istatistiksel analizler
kivranma sayilari iizerinde tedavi faktoriiniin de [F (1, 24) = 32.56; p < 0.001] antagonist faktoriiniin de
[F (1,24)=4.32; p <0.05] etkili olduguna isaret etmistir. Bununla birlikte, bu faktorler arasinda anlaml
bir etkilesim s6z konusudur [F (1, 24) =4.97; p < 0.05]. Coklu karsilastirma i¢in uygulanan Bonferroni

Testleri, kivranma sayilarinda Tofisopam ile indiiklenen azalmanin (p < 0.001) naltrindol 6n-uygulamasi
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ile geri dondiigiinii (p < 0.05) gostermistir.
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Sekil 4. Tofisopam’in (50 mg/kg) sicak plaka (A) ve asetik asit ile indiiklenen kivranma (B)
testlerindeki antinosiseptif etkisinin naloksonazin én-uygulamasi varligindaki degisimi. ~“p < 0.001:
Serum fizyolojik dn-uygulamasi yapilan kontrol grubuna gore anlaml farklilik; °°p < 0.001: Serum

fizyolojik 6n-uygulamasi yapilan 50 mg/kg Tofisopam grubuna goére anlamli farklilik. Cift Yonli
Varyans Analizi, takiben Bonferroni Coklu Karsilastirma Testi, n=7 (% MPE: Maksimum Etkinin
Yiizdesi (Maximum Possible Effect); TOF: Tofisopam)

4017 (A) H Kontrol 40 (B) H Kontrol
B Naltrindol I Naltrindol

304 Heses

201

% MPE
E4
Kivranma Sayisi

-104 & %\\}-"
.

Sekil 5. Tofisopam’in (50 mg/kg) sicak plaka (A) ve asetik asit ile indiiklenen kivranma (B)
testlerindeki antinosiseptif etkisinin naltrindol 6n-uygulamasi varligindaki degisimi. ““p < 0.001:
Serum fizyolojik dn-uygulamasi yapilan kontrol grubuna gore anlaml farklilik; %p < 0.05, ®p < 0.01:
Serum fizyolojik 6n-uygulamasi yapilan 50 mg/kg Tofisopam grubuna gore anlamli farklilik. Cift
Yonlia Varyans Analizi, Bonferroni Coklu Karsilastirma Testi, n=7 (% MPE: Maksimum Etkinin
Yiizdesi (Maximum Possible Effect); TOF: Tofisopam)
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Sekil 6A, Tofisopam’m (50 mg/kg) sicak plaka testindeki antinosiseptif etkisinin nor-
binaltorfimin 6n-uygulamasi varhigindaki degisimini gdstermektedir. Istatistiksel analizler % MPE
degerleri iizerinde hem tedavi faktoriiniin [F (1, 24) = 24.26; p < 0.001] hem de antagonist faktoriiniin
[F (1, 24) = 4.71; p < 0.05] etkili oldugunu ve tedavi faktorii ile antagonist faktorii arasinda anlamli bir
etkilesim [F (1, 24) =5.03; p < 0.05] bulundugunu ortaya koymustur. Coklu kargilagtirma i¢in uygulanan
Bonferroni Testleri % MPE degerlerinde Tofisopam ile indiiklenen artigin (p < 0.001) nor-binaltorfimin

on-uygulamasi ile geri dondiigiinii (p < 0.01) géstermistir.

Tofisopam’in (50 mg/kg) asetik asit ile indiiklenen kivranma testindeki antinosiseptif etkisinin
nor-binaltorfimin én-uygulamasi varligidaki degisimi Sekil 6B’de sunulmustur. Istatistiksel analizler
kivranma sayilar1 tizerinde tedavi faktortiniin de [F (1, 24) = 35.19; p < 0.001] antagonist faktoriiniin de
[F (1, 24) = 4.91; p < 0.05] etkili olduguna isaret etmistir. Bununla birlikte, bu faktorler arasinda anlamli
bir etkilesim s6z konusudur [F (1, 24) =10.81; p <0.01]. Coklu karsilastirma i¢in uygulanan Bonferroni
Testleri, kivranma sayilarinda Tofisopam ile indiiklenen azalmanin (p < 0.001) nor-binaltorfimin 6n-

uygulamasi ile geri dondiigiinii (p < 0.01) gostermistir.
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Sekil 6. Tofisopam’in (50 mg/kg) sicak plaka (A) ve asetik asit ile indiiklenen kivranma (B)
testlerindeki antinosiseptif etkisinin nor-binaltorfimin én-uygulamasi varligindaki degisimi. “"p <
0.001: Serum fizyolojik 6n-uygulamasi yapilan kontrol grubuna gére anlamli farklilik; ®p < 0.01:
Serum fizyolojik on-uygulamasi yapilan 50 mg/kg Tofisopam grubuna gore anlamli farklilik. Cift

Yonli Varyans Analizi, takiben Bonferroni Coklu Karsilagtirma Testi, n=7 (TOF: Tofisopam; Nor-
BNI: Nor-binaltorfimin)

Naloksonazin, naltrindol ve nor-binaltorfimin 6n-uygulamalar1 hem sicak plaka hem de asetik asit
ile indiiklenen kivranma testlerinde Tofisopam’m (50 mg/kg) antinosiseptif etkinligini ortadan
kaldirmustir. Bu bulgular p-, 8- ve k-opioid reseptor alt-tiplerinin tigtiniin de bu ilacin santral ve periferik

diizeylerdeki antinosiseptif etkilerine katkida bulunduguna isaret etmistir. Antinosiseptif etkinin her ii¢
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ajanin On-uygulamasi ile geri dénmiis olmas1 Tofisopam’in antinosiseptif etkisinin, non-spesifik bir
reseptor aktivasyonundan ziyade endojen opioidlerin salimmindaki bir artigla ya da opioid
reseptorlerinin allosterik modiilasyonu ile iliskili olabilecegini diislindiirmektedir. Ayrica, bu molekiiliin
opioid post-reseptér mekanizmalar iizerine non-selektif bir etkinlik géstermis olmasi da miimkiin
olabilir. Tiim bu varsayimlarin daha kapsamli mekanistik caligmalarla aragtirilmasi gerekmektedir.
Diger yandan, Tofisopam tarafindan indiiklenen antinosiseptif etkiye nosiseptin/orfanin reseptdrlerinin
olast katiliminin arastirilmasi da Tofisopam’in antinosiseptif etki mekanizmasinin daha ileri diizeyde

aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

Agri ve analjezi siireglerinde, pek ¢ok regiilator yolagin ve endojen mekanizmanin rol oynadigi
[41,42] distiniildiigiinde, Tofisopam’in etki mekanizmasinin kesin olarak aydinlatilabilmesi igin, bu
molekiilin antinosiseptif etkisine 6rnegin GABAerjik, nitrerjik, kannabinoiderjik, kolinerjik ya da

adenozinerjik sistemlerin olas1 katilimlarmin da arastirilmasinin gerektigi agiktir.

Bu aragtirmanin en 6nemli bulgusu, Tofisopam’in agr ile iligkili hastaliklarin tedavisi igin
terapotik bir potansiyele sahip olabileceginin ilk kez ortaya koyulmus olmasidir. Bu ¢alismanin
preklinik bulgularinin klinik arastirmalar ile dogrulanmasi durumunda, Tofisopam “analjezik” ya da

“adjuvan” bir ajan olarak degerlendirilebilecektir.
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