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Nitro-L-arginin

Nitro-L-arginin metilester
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MAPKSs : Mitogen activated kinaz

NA : Noradrenalin

NADPH : Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat
NMDA : N-metil-D-aspartat

nNOS : Noronal Nitrik Oksit

NOS : Nitrik oksit sentaz

PARS : Poly (ADP-ribose) synthase
PGE, : Prostoglandin E,

PGI, : Prostoglandin I,

PKC : protein kinaz C

PRMT : Protein arginin metil transferaz
SAM : S-adenozil-metiyonin

SDMA : Simetrik dimetilarginin

VPL : Ventralis posterior lateralis
VPM : Ventralis posterior medialis

WDR : Wide dynamic range



GIRIS VE AMAC

En giicli analjezik ilaglar olarak kabul edilen opioid ilaglarin etkinlikleri, bir¢ok
etkilerine kars1 tolerans gelismesi ve istenmeyen etkilerinin fazlalig1 nedeniyle kisitlanmakta,
bu nedenle bu grup ilaclar uzun siireyle ve yiiksek dozlarda goniil rahathgiyla
kullanilamamaktadirlar. Ornegin, tedavisinde kullamilan ilag¢ sayis1 ¢ok az olan noropatik agri
ve benzeri durumlara karsi, tolerans gelisimi ve istenmeyen etkileri nedeniyle etkin olarak
kullanimi kisitlanmaktadir (1-3). Bu nedenlerle, opioid ilaglara karsi gelisen toleransin ve
bagimliligi molekiiler temelinin ve mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi, bu ilaglarim ¢ok daha
etkin bir sekilde kullanilabilmeleri acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Nitrik oksit (NO) santral sinir sisteminde yeni bir noronal ulak ve ndromodiilator olarak
goriilmekte olup, nitrik oksit sentaz (NOS) aracilifiyla L-arginin’den olusmaktadir (4-6).
NOS’un endotelyal, indiiklenebilir ve noronal (swrasiyla, eNOS, iNOS ve nNOS) olarak
isimlendirilen ii¢ farkli formu saptanmis olup, asimetrik dimetilarginin (ADMA) her ii¢
izoformu da inhibe edebilen endojen bir NOS inhibitoriidiir (7). NO ile ilgili yapilan
arastirmalar, gerek agrinin olugsmasinda gerekse ilaclarin analjezik etkilerindeki rolii nedeniyle
son senelerde belirgin derecede artmustir; benzer sekilde NOS inhibitorlerinin de agri
modellerinde etkinliklerine iliskin arastirmalar yapilmistir (4,8). Noropatik agriya benzer
belirtiler ortaya ¢ikarttig1 bilinen bir deneysel diyabet modelinde ADMA diizeylerinin arttig1
saptanmig ve bu artisin en az sekiz hafta devam ettigi bildirilmistir (9-13).

Ayrica, yakin zamanda, ADMA’nin nNOS’u inhibe edip NO diizeylerini azaltarak,
morfinin analjezik doz-yanit egrisini degistirebilecegine ve opioid tolerans ve bagimliliginda

rol oynayan bir modiilator olabilecegine isaret edilmektedir (14). Tolerans, bagimlilik ve etki
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mekanizmalar: basta olmak iizere, birgok 6zellikleri ag¢isindan opioid ilaglara benzerlikleri olan
kanabinoidlere kars1 gelisen tolerans ve bagimlilikta da ADMA’nin modiilator olabilecegi iddia
edilmektedir (15).

Arastirmamizda, bu verilerden yola ¢ikarak, deneysel opioid tolerans ve bagimliliginda
ADMA diizeylerinin degisebilecegini ve ADMA’nm opioid tolerans ve bagimliligmin bir
gostergesi olabilecegini diisiindiik. Bu amacla farelerde, morfine karsi tolerans ve bagimlilik
olusturmayi, bu siirecin farkli zaman dilimlerinde farelerin plazma ADMA diizeylerini 6l¢meyi
ve plazma ADMA diizeyleri ile tolerans gelisimi ve bagimlilik arasindaki korelasyon olasiligini
arastirmayi planladik. Arastirmamiz temelde ADMA diizeylerinin iizerine kurulmus olmasina
karsin, yontemsel ve ekonomik kosullarin uygunlugu nedeniyle simetrik dimetilarginin
(SDMA) ve L-arginin, L-homoarginin diizeyleri de saptanacak ve bir anlamlilik saptanirsa
tizerinde tartigma yapilacaktir.

Tolerans gelisimi ve bagimlilik ile plazma ADMA diizeyleri arasinda korelasyon
oldugunun bulunmasi, opioid tolerans ve bagimliliginin halen yeteri derecede aydinlatilamamis
olan etyopatogenezi ile ilgili yeni bilgilere ulagilmasmna ve ADMA diizeylerinin opioid
toleransmin bir gostergesi olarak kullanilabilmesine olanak saglayabilecektir. Boylelikle,
opioid 1ilaglarin dozlarmi artirmaya gerek kalmaksizin ve istenmeyen etkileri minimumda

tutularak daha etkin bir sekilde klinikte kullanilabilmesinin yolu agilabilecektir.



GENEL BiLGIiLER

AGRI

Ingiliz dilinde agr1 “pain” kelimesi latincedeki ponea (ceza, intikam, iskence)
kelimesinden kokenini almistir (16). Tanimlamasi oldukga gii¢ bir kavramdir. Uluslararas: Agri
Arastirmalar1 Dernegi Taksonomi Komitesi “International Association for the Study of Pain”
(IASP) 1979 yilinda agriy1; “var olan veya olas1 doku hasarina eslik eden veya bu hasar ile
tanimlanabilen, hosa gitmeyen duysal ve emosyonel deneyim” olarak tanimlanmustir.

Bu tanimlamadan da anlasildig: iizere agr1 ¢ok boyutlu bir deneyimdir ve kisi bu
deneyimi, yasami boyunca karst karsiya kaldigi agrili uyaranlarla kazanir (16). Agri
sendromunun iki komponenti vardir:

a) Sensoryel diskriminatif: Agrinin yerinin ve seklinin algilanmasi

b) Affektif motivasyonel: Agriya karsi reaksiyon; bu da endise, anksiyete, korku ve
otonomik sistemle ilgili ¢esitli bulgulardan ibarettir (17,18).

Agn kisiden kisiye farkliliklar gosterebildigi gibi aym: kiside farkli zamanlarda farkl
olarak da algilanabilinir (17). Twycross (19) tarafindan hastanede yatmakta olan hastalarda agr1
esigi iizerine, emosyonel ve psikososyal durumun etkileri incelenmistir Bu arastirmaya gore
kisinin uykusuz, yorgun, gergin, Ofkeli, depresyonda olmasi agr1 esigini diistiren faktorler
olarak bulunmus, diger taraftan iyi bir uyku, gevseme, ruhsal durumun diizeltilmesinin agr1
esigini yiikselttigi gbzlemlenmistir.

Nosisepsiyon teriminin kokeni Latince noci (yara, zarar) kelimesinden gelmektedir.
Zararh uyaranlara (noxious stimuli) ndronal yanitlarin tiimiinii anlatir (17). Yani nosisepsiyon
doku harabiyeti sonras1 ortaya ¢ikan lokal mediyatorlerin ve aljezik maddelerin nosiseptorleri
uyarmasiyla olusan stimulusun, periferden santrale iletilmesi, santralde degerlendirilen bu
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zararli 1iletiye karst uygun fizyolojik, biyokimyasal ve psikolojik Onlemlerin harekete
gecirilmesidir (20).

Bu tanima gore nosisepsiyon olayinda belirli bir uyaran vardir ve bu uyaran santral sinir
sistemi tarafindan degerlendirilip ona uygun yanitlar verilir. Bu algilama olaymda hissedilen ve
eski deneyimlere dayanan duyular ve buna verilen kisisel yanitlar ise agr1 olarak adlandirilir.
Yani agr1 sendromunun komponentleri olarak yukarida bahsettigimiz sensoryel diskriminatif,
affektif motivasyonel kavramlarin yanmna kognitif degerlendirme boyutunu da eklemek
gerekmektedir (21).

Tiim zararli uyarilar agriy1r olustururken, tiim agrilar nosisepsiyon sonucu degildir.

Bazen zararl uyarilar olmadan da agr1 olusabilmektedir(17).

AGRININ ALGILANMA ASAMALARI
Agrinmn iletim agsamalar1 ve buna yonelik yanitlar1 kapsayan nosisepsiyon olay1 dort

asamada incelenebilir:

Transdiiksiyon
Nosiseptorler araciligiyla esik degeri asan ¢esitli uyaranlarin (termal, mekanik, kimyasal

vb.) list merkezlere iletilmek iizere elektriksel bir stimulusa cevrilmesi asamasidir (16,17,21).

Transmisyon

Bu kavram nosiseptorlerden gelen uyarilari noral yolaklar aracilifiyla iist merkezlere
iletilmesi olayidir. Bu yolaklar ii¢ gruba ayrilabilir; (I) nosiseptorlerden spinal korda kadar olan
primer sensoryal yolaklar, (II) spinal korddan beyin sap1 ve talamusa uzanan ¢ikici yolaklar,
(IIT) beyin sap1 ve talamustan korteks postsentral girusa uzanan projeksiyon yolaklari

(16,17,21).

Modiilasyon
Nosiseptif iletinin inen yolaklar araciligiyla spinal kord seviyesinde modifiye edilmesi

olayidir. Burada ileti zayiflatilabilir veya gii¢lendirilebilir (16,17,21).

Persepsiyon

Ust merkezlere iletilmis uyarmin algilanmasi asamasidir (16,17,21).



NOSISEPTORLER VE AGRI MEDiYATORLERI

Nosiseptorler

Mekanik, kimyasal, termal uyarilar1 algilayan norolojik reseptorlerdir. Cilt, ciltalty,
periost, eklemler, kaslar, viseral dokularda bulunurlar (16). Nosiseptorlerin bazilar1 tek tip
uyartya duyarhiyken, bazilari ise bir¢ok uyariyla (polimodal nosiseptorler) aktive olabilirler.

Nosiseptorleri mekanonosiseptorler, sessiz nosiseptorler, polimodal mekanotermal
nosiseptorler olarak kabaca gruplayabiliriz. Mekanonosiseptorler sikmaya ve igne batirmaya
duyarliyken, sessiz nosiseptorler inflamasyona, polimodal mekanotermal nosiseptorler ise asiri
basi, asir1 1s1 (>42 °C ve <18 °C) ve aljeziklere duyarhdir (17).

Periferik sinirler sinir lifinin capina ve myelinli olup olmadiklarina gore A (a, B, v, o alt
gruplart icgerir), B ve C olarak siniflandirilirlar. A ve B lifleri myelinli, C lifleri myelinsizdir
(16). A-delta (A-9) liflerinin uclar1 termal ya da mekanik nosiseptorlerle donatilmisken, C
liflerinin uglar1 ise cesitli uyarilar1 alabilen polimodal nosiseptor 6zelliktedir (17). A-o lifleri
myelinli ve c¢aplar1 da kalin oldugu i¢in uyartyr oldukca hizli iletirken (30 m/sn), C lifleri
myelinsiz ve ince ¢aph olduklar i¢in yavas (0,5-2 m/sn) olarak iletirler (16,17).

A-delta liflerindeki mekanotermal nosiseptorlerin uyarilmasi ile 1yi lokalize edilebilen,
batici, keskin bir agr1 olusur. C liflerinin aksonlarinin ucundaki polimodal nosiseptorlerin

uyarilmasi ise iyi lokalize edilemeyen, kiint, yaygin bir agr1 olusturur (17,22).

Nosiseptorlerin Cevresi

Nosiseptorlerin cevresi kapiller, kas dokusu, bag dokusu yapilar1 ile c¢evrilidir. Her
nosiseptoriin ¢evresel ortami tamamen kendine 6zgiidiir. Doku hasarinda bu cevresel yapilarin
nasil etkilenecegi tam olarak belirlenemez. Dolasiyla ortaya ¢ikan agr1 algilamasi da ayni kalite
ve lokalizasyonu gostermez (17).

Doku hasar1 olustugunda g¢evresel nosiseptorler uyarilir ve uyart ilk olarak hizli A-9
lifleriyle iletilir, keskin ve lokalize bir agr1 olusur. Zedelenmenin siddeti fazla ise ikincil
lokalize edilemeyen agr1 ve hiperaljezi izler. Doku hasar1 sonucu zedelenen hiicrelerden ortama
aljezik maddeler yayilir. Bu maddeler hiperaljezi, doku 6demi, vazodilatasyon olusturarak

norojenik inflamasyona sebebiyet verirler (16,17).

Periferik Agr1 Mediyatorleri

Doku zedelenmesi sonucunda zedelenen hiicrelerden, zedelenen kapillerlerden bolgeye



gelen trombositlerden, akson refleksi sonrast duyarli hale gelen nosiseptor uglarindan ortama

aljezik ve hiperaljezik mediyatorler salinir

Aljezik mediyatorler: Histamin, serotonin, bradikinin, P maddesi, anjiotensin II, K*

Hiperaljezik mediyatorler: Prostoglandin E, (PGE,) Prostoglandin I, (PGI,)

MEDULLA SPINALIS DORSAL BOYNUZ NORONAL SiSTEMi

Spinal kord agri iletiminde ikinci duraktir (16). Agri iletiminde eskiden sadece bir ara
durak olarak degerlendirilen medulla spinalisin agr1 modulasyonunda ¢ok onemli rolii oldugu
anlasilmistir. Rexed (23) 1954 yilinda spinal gri madeddeki birtakim yapisal katmanlari
tammlanustir. Buna gore gri madde 10 laminaya ayrilmustir. i1k alti lamina (Lamina I, II, III,
IV, V, VI) dorsal boynuzu, VII, VIII, IX. laminalar ventral boynuzu olustururken, lamina X ise
spinal kordun santral kanalinin cevresini saran noronlar1 igerir. Dorsal boynuzu olusturan

laminalar duyusal noronlart icerirler ve asagida daha detayl olarak anlatilmislardir.

Lamina I (marjinal tabaka)
Dorsal boynuzun yiizeye en yakin tabakasidir. A-6 ve C lifleri gibi kiigiik capli afferent
liflerden agrili uyaranlar1 alir ve anterolateral spinotalamik traktus araciligiyla iist merkezlere

iletir. Agr1 esikleri yiiksek olan noronlardir.

Lamina II (substantia gelatinosa)
Agrili uyaranlara yanit veren kiigiik interndronlar icermektedir. Substantia gelatinosa
noronlar1 agrili uyaranlarim iletilmesinde inhibitor etki yapmaktadir. Lamina II noronlar1 lamina

I ve V’in hiicrelerini modiile ederler.

Lamina III ve IV
Cogunlukla non-noksiyus stimuluslara hassas diisiik esikli néronlardan olusur. Agrili

uyaranlara kars1 hassas degillerdir.

Lamina V
Buradaki noronlar hem diisiik esikli mekanoseptorlerden hem de nosiseptorlerden uyari

alabilirler ve bu sebeple “Wide-dynamic-range” (genis dinamik alan) ndronlar1 olarak



isimlendirilirler (22,24). Buradaki bir hiicre en az iki bolgeden uyar1 almaktadir. Agrili ve
agrisiz uyaranlarm her ikisi de merkezdeki bolgede eksitator ozellik gosterirken, cevresel

bolgeye kalin liflerle gelen agrisiz uyaranlar inhibitor 6zellik gosterir.

Lamina VI

Genelde proprioseptif uyarilar: ileten noronlar bulunmaktadir.

Spinal kord arka boynuzda yer alan noronlar1 gorevlerine gore eksitator ara noronlar,
inhibitdr ara noronlar ve santral gecis (projeksiyon) ndronlari olarak gruplandirabiliriz.
Inhibitér ara noronlar genellikle myelinli A-beta (A-B) grubu afferent liflerle uyarilir ve
uyarinin iist merkezlere iletilmesini inhibe ederler. Eksitator ara noronlar A-9, C lifleri ile gelen
uyarilarla aktive olurlar ve uyarmin projeksiyon liflerine iletilmesini gii¢lendirirler. Projeksiyon

lifleri ise uyarinin iist merkezlere tasinmasiyla gorevli olan noronlardir (16-18,21,24).

AGRI YOLAKLARI
Agr1 yolaklari, nosiseptif ¢ikici yolaklar ve antinosiseptif inici yolaklar olarak iki

kisimda incelenebilir (Sekil 1).

Nosiseptif Cikic1 Yolaklar

Spinomezensefalik yolak: Lamina I ve V’teki noronlardan kaynagini alir. Anterolateral
traktus icinde mezensefalik periakuaduktal gri cevhere kadar yiikselir. Burada analjezik etkili
enkefalinerjik noronlarla baglantilar kurar. Spinomezensefalik ve spinoretikiiler yolak 6n
dallar1 birleserek spinoretikiilotalamik yolag1 olustururlar. Hipotalamus paraventrikiiler
cekirdeklere de lifler gonderen bu yol agriya karsi otonomik ve hormonal yanitlarda rol oynar

(16,17).

Spinoretikiiler yolak: Lamina I, V, VII’den koken alir. Karsi taraf anterolateral
kadranda yiikselir. Bulbus ve ponstaki retikiiler formasyonda spinotalamik yolak ndronlarinin
bir kismu ile birlikte sonlanir. Talamus interlaminar cekirdeklere, amigdalaya, singulat girusun
On parcasi, hipotalamusa bilgiler aktarilir. Korteksin ve subkortikal yapilarin zararl etkenlere

kars1 uyanik tutulmasinda rol oynar (24).
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Sekil 1. A-Nosiseptif cikici, B-Antinosiseptif inici agr yolaklar (22)

Spinotalamik yolak: Lamina I, V, VII ve VIII noronlarindan kdken alir. Aksonlarin
cogu anterior komisuradan gecerek karsi tarafta anterolateral kadranda yukariya cikar.
Talamusa yaklasimi sirasinda lateral ve mediyal olarak iki kisma ayrilir.

Lateral spinotalamik yolak aksonlarinin kokeni, nosiseptif lamina I ve lamina V’ten
kaynaklanir. Lateral talamus ile sinaps yaparlar ve uyarinin yerinin ve siddetinin
algilanmasinda rol oynarlar.

Mediyal spinotalamik yolak aksonlari1 kaynagini lamina VII, VIII’den alirlar. Bu
aksonlar mediyal talamus, retikiiler formasyon ve periakuaduktal gri maddeye uzanirlar. Agriya

kars1 genel uyaniklilik ve otonomik reflekslerden sorumludurlar (16,17).



Antinosiseptif Inici Yolaklar

Mezensefalik periakuaduktal gri cevherde yer alan enkefalinerjik noronlar:
Serebral korteks, diensefalon ve hipotalamusla baglantilar icerir. Bu enkefalinerjik noronlar
bulbusta nukleus rafe magnus ve niikleus retikiilaris gigantoselliilaris’te bulunan serotoninerjik
noronlar1 eksite eder. Dorsolateral fasikiiliis icinde asagiya inen serotoninerjik bu noronlar da
dorsal boynuz nosiseptif projeksiyon noronlar: lizerine presinaptik ve postsinaptik inhibisyon

yaparlar.

Retikiiler formasyonun baz cekirdeklerinden baslayip, omurilik arka boynuzunda
sonlanan noradrenerjik noronlar: Bu yollarin baslangicindaki opioid reseptorlerinin

uyarilmasi ile supraspinal analjezi elde edilir.

Antinosiseptif spinal segment mekanizmalar: Uciincii analjezi grubunu olusturur.
Enkefalin ve dinorfin iceren bu noronlar hem C lifleri hem de A-§ liflerinden gelen uyarilarla
aktive olurlar. Aktive olan bu ndronlar, presinaptik ve postsinaptik olarak projeksiyon
noronunun uyarilmasini inhibe ederler. Ayrica spinal enkefalinerjik bu noronlar serotonin ve
noradrenalin (NA) tasiyan inici inhibitér noronlar1 aktive ederek projeksiyon lifleri iizerine

inhibitor etki gosterirler.

ROSTRAL MERKEZLER VE AGRI iLETIMi

Retikiiler Formasyon
Spinal korddan talamus, subtalamus, hipotalamus, pons, bulbusa uzanan derin
yerlesimli noronlar ve lifleri tarafindan olusturulur. Motor, otonomik ve sensoryal diizenlemede

gorev alir. Agriya motor ve otonomik yanitlarim verilmesinde rol oynar (16).

Talamus: Agri iletiminde rol alan talamik c¢ekirdekler spesifik ve non-spesifik olarak
iki gruba ayrilirlar. Spesifik merkez olan ventrobazal kompleks, ventralis posterior medialis
(VPM) ve ventralis posterior lateralis (VPL) olarak iki kisimdan olusur. VPM nervus
trigeminustan gelen agrili uyaranlari1 alirken, VPL ise spinotalamik yolak yoluyla cikan
uyarilar1 alir. Non-spesifik ¢ekirdekler agrili ve agrisiz uyarilara cevap veren WDR noronlar:

icerirler (25).



Limbik Sistem: Area subkallosa, girus singuli, parohipokampalis, formasyo
hipokampi, korpus amigdaloideum, korpus mamilare ve nuklei anteriores talamiyi iceren bir

sistemdir. Esas olarak agriya otonomik sistem yanitlarinda gorev alir (16).

Korteks: Birden fazla kortikal alanm agr1 algilamasinda rol oynadig: korteksin agriyla
ilgili boliimleri su sekilde siniflandirilabilir:

- Primer somatosensoriyal merkezin 1 ve 2. alanlar1.

- Frontal lob 9-12. alanlar.

- Posterior parietal bolgeler.

- Bu merkezleri baglayan assosiyasyon lifleri.

Posterior parietal bolgeler ve frontal lobun 9-12. alanlar1 agrinin sembolizasyonu ile

postsentral girus ise agrinin diskriminatif boyutu ile ilgilidir.

AGRI SINIFLAMASI
Bir biitiinliigii olusturabilmek amaciyla TASP’nin taksonomi alt birimi agriyr bes

eksende smiflandirmistir:

I. Eksen
Agrinm yer aldig1 viicut bolgesini tanimlar. Bu eksende bolgeler 000, 100, 200,..., 800
olarak kodlanmistir (0r. bas, yiiz ve agiz bolgesi 000, alt ekstremite bolgesi 600).

I1. Eksen
Agrinin etkiledigi sistemleri ele alir. II. Eksen’de sistemler 00, 10, 20,..., 80 olarak

kodlanmistir (6r. solunum ve kardiyovaskiiler sistem 20).

I1I. Eksen
Agrinin gegici dzellikleri ve olusum siirecini ele alir. III. Eksen’de agrinin gecici

ozellikleri 0’dan 9’a kadar kodlanmistir (6r. siirekli 2, paroksismal 6).

IV. Eksen
Hastanin ifadesine gore agrinin siddet degerlendirmesi ve baslangicindan beri gecen
zaman ele alinir. IV. Eksen 0’dan 9’a kadar kodlanmustir (6r. 1 ay veya daha kisa siireli hafif

agr1 1, siddetli ve 6 aydan uzun agr19).
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V. Eksen

Bu eksende agrinin etiyolojisi ele alinmistir. V. Eksen’de etiyoloji 00, 01, 02,...., 09
olarak kodlanmistir (6r. Neoplazmlar 04, travma, operasyon, yanik 01).

Eksen siniflandirmasi disinda daha basit olan agr1 siniflandirmalar1 da mevcuttur. Raj
tarafindan yapilan smniflama oldukca basit ve kolay anlasilir durmaktadir (26). Raj’a gore agr1 4

baslik altinda tanimlanabilir:

Norofizyolojik Mekanizmaya Gore

a) Nosiseptif, b) Somatik, c¢) Viseral, d) Noropatik, e) Psikojenik

Siireye Gore
a) Akut, b) Kronik

Etiyolojiye Gore
a) Kanser, b) Postherpetik nevralji, ¢) Artrit agrisi

Bolgeye Gore
a) Bas agrisi, b) Yiiz agrisi, ¢) Bel agrisi, d) Pelvik agr1

Nosiseptif Agr

Sinir sistemi disinda tiim doku ve organlarda bulunan nosiseptorlerin uyarilmast ve bu
uyarmin ist merkezlere iletilerek uygun cevabin verildigi agr tiiriidiir. Nosiseptif siniflama
somatik ve viseral olarak iki gruba ayrilabilir. Somatik agr1 yiizeyel veya derin olabilir (21).
Yiizeyel somatik agri1 iyi lokalize edilen, keskin, batici, zonklayici, yanici 6zelliktedir (17).
Derin somatik agri kiint, sizlama tarzinda bir agridir ve iyi lokalize edilemez. Viseral agr i¢
organlardan kaynaklanir. Yaygin, lokalize edilemeyen yansiyan tipte olabilir (16). Somatik

agrilar duyusal liflerle tasmirken viseral agrilar ise sempatik lifler araciligiyla taginirlar (21).

Noropatik Agn

Non-nosiseptif nitelikte bir agr1 olarak kabul edilir. Santral sinir sisteminde
nosiseptorler bulunmaz. Noropatik agri, sinir liflerinin yapisinda veya metabolizmasindaki
anormallikler sonucunda ortaya c¢ikar (21,27). Hiicre hasarlaninca veya metobolizmasi

bozulunca anormal uyarilar ortaya cikarabilir ya da diger liflerle konverjans yapabilir.
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Genellikle yanic1i tarzda bir agridir. Periferik veya santral sinir sistemindeki sinir
hasarlanmalarina baglidir ve bu lokalizasyona gore de periferik ve santral olarak siniflandirilir.
Inme sonras1 agrilar merkezi noropatik agriya; postherpetik nevralji, diyabette goriilen noropati,

fantom ekstremite agrisi ise periferik noropatik agriya ornek verilebilir (17).

Akut Agn

Hemen daima nosiseptif karakterdedir. Neden olan etkenle agri arasinda yer, zaman,
siddet bakimindan iliski vardir. Organizmay1 korumaya, hasar1 lokalize edip smirlandirmaya
yoneliktir. Lezyonun derecesine bagl olarak stres, anksiyete, noroendokrin sistem aktivasyonu
gibi istenmeyen afektif yanitlara sebebiyet verebilir. Akut agr1 3-6 ay i¢inde diizelmezse kronik

agr1 ozellikleri gostermeye baslar (16,17,21).

Kronik Agn
Genel olarak makul bir iyilesme siirecinde diizelmeyen ve 3-6 ay1 bulan agrilar kronik
agr1 siniflamasina almabilir. Kronik agr1 nosiseptif, ndropatik veya her iki agrinin birlikteligiyle

olabilir (16).

NITRIK OKSIT

Furchgott ve Zawadski (28) 1980 yilinda, izole tavsan aortasinda asetilkoline bagli
gevsemenin, ancak saglam endotel hiicrelerinin varhiginda gerceklesebilecegini gosterdiler ve
endotelden salman ve diiz kaslarin gevsemesine neden olan bu maddeyi endotel bagiml
gevsetici faktor “EDRF: Endotel Derived Relaxing Factor” olarak adlandwrdilar. 1986-87
yillarinda Palmar ve diger bir arastirict Ignarro birbirlerinden bagimsiz olarak EDRF’ nin NO
olabilecegini iddia etmislerdir (29,30). Palmar ve ark. (31) tarafindan 1987 yilinda NO’nun L-
arginin aminoasidinden sentezlendigi gosterilmistir.

Nitrik oksit, NOS enzimi tarafindan L-arginin’den iiretilir. NOS’un katalizledigi bu
reaksiyonda kofaktor olarak flavin mononiikleotit (FMN), flavin adenin diniikleotit (FAD),
kalmodulin (CAM), tetrahidrobiopterin (BH4), kosubstrat olarak ise nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) ve oksijenin ortamda bulunmasi gerekmektedir (Sekil 2).

Nitrik oksit renksiz bir gaz olup oksijen ile oldukca hizli reaksiyona girebilir. Hava ile
temas oldugunda hizla nitrojen dioksit (NO;) ad1 verilen ve toksik olan bir molekiile ¢evrilir.
NO’nun yarilanma omrii 3-5 saniyedir. NO, hem iceren proteinlerle reaksiyona girerek daha

stabil olan nitrata (NO3") doniistiiriiliir ve idrarla atilir (32).
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NADPH +0O; NADP" +H,0
L-Arginin »  NO + Sitriilin
NOS
(Kofaktérler FMN, FAD, CAM, BH,)

Sekil 2. Nitrik oksit sentezi
BH,: Tetrahidrobiopterin; CAM: Kalmodulin; FAD: Flavin adenin diniikleotit; FMN: Flavin
mononiikleotit; NADP: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (okside); NADPH: Nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (rediikte); NOS: Nitrik oksit sentaz.

Lipid membranlardan kolayca gecerek demir veya siilfiir iceren proteinlere baglanir
(33). Ozellikle guanilat siklaz enziminin hem grubuna baglanarak enzimi aktif hale getirir. Bu
enzim guanozin trifosfatt (GTP) siklik guanozin monofosfata (cGMP) doniistiiriir. Olusan
c¢GMP hiicre i¢i kalsiyum miktarini diisiirerek diiz kaslarda gevseme olusturur.

Nitrik oksit sentaz enziminin ii¢ farkli izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlar
sentezlendikleri yere ve sentezlerinin baslama sekline gore nNOS (Tip 1), iNOS (Tip 2) ve
eNOS (Tip 3) olarak adlandirilirlar. nNOS ve eNOS az miktarda fakat siirekli kalsiyum bagimli
olarak iiretilirken, iINOS 06zgiil sitokinlerin indiiklemesi sonucunda kalsiyumdan bagimsiz
olarak biiylik miktarlarda iiretilir. Bu nedenle nNOS ve eNOS’un ikisi birden konstitutif NOS
(cNOS, yapisal NOS) olarak da adlandirilirlar (34). Tablo 1’de NOS izoenzimlerinin

smiflandirilmasi ve kendilerine 6zgii genlerin bulundugu kromozomlar goriilmektedir.

Tablo 1. Nitrik oksit sentaz izoformlar1 (34)

NOS Diger Salimm Kaynak Regiilasyon NO Kromozom
Izoform ad1
Tip 1 nNOS | Devamli Sinir hiicreleri Ca™abagimli | Diisiik 12
Tip 2 iNOS | Indiiklen- Makrofaj, damar diiz Sitokinler, Yiiksek 17
diginde kasi, damar endoteli, endotoksin ve
miyokard, endokard, oksidanlarla
immun hiicreler, indiiklenme
hepatosit
Tip 3 eNOS Devaml Vaskiiler endotel Ca™ abagimh | Yiiksek 7
hiicreleri, trombositler,
miyokard, endokard,
mast hiicreleri,
notrofiller

NOS: Nitrik oksit sentaz; eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz; iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; nNOS: Noro-
nal nitrik oksit sentaz..
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Fizyolojik Etkileri

Damar endotelinden salgilanan NO’nun damar diiz kasim gevsettigi goézlemlenmistir.
Kronik bobrek hastalarinda endojen NOS inhibitorii dimetilarginin tiirevlerinin arttig1 ve NO
sentezini engelleyerek hipertansiyona sebebiyet verdigi gozlemlenmistir (35). Endotelden
salman NO trombosit adezyon ve agregasyonunu, lokositlerin adezyonunu ve diiz kas hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek aterogeneze kars1 koruyucu rol oynar (33,36).

Hayvan deneylerinde NO sentezinin engellenmesinin 6grenme yetenegini azalttifi ve
NO’nun bellek olusturmada rol oynadig diisiiniilmektedir (33). NO’nun periferik liflerde iletici
ve diizenleyici rollerinin oldugu diisiiniilmektedir (37). NO, diisiik konsantrasyonlarinda
enfeksiyon ajanlarina karsi sinir sisteminde koruyucu bir rol oynar, yiiksek konsantrasyonlara
ulastiginda ise norotoksik etki gosterir (33,38). NO’nun bu norotoksik etkilerinin,
norodejeneratif hastaliklarin olusumunda rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Gastrointestinal ~ sistemin mezenterik  pleksustaki noronlarnda NOS  enzimi
bulunmaktadir (39). NO midede ve gastrointestinal sistem sfinkterlerinde gevseme yapmaktadir
(40). Sicanlarda NOS aktivitesi engellendiginde insanlardaki pilor stenozuna benzer bir durum
olusturulabildigi gbzlemlenmistir.

Bobrek kan akimmnin devamliligr ve glomeriiler filtrasyonunun olugmasinda NO 6nemli
rol oynar (41). NO’nun penis ve klitoris ereksiyonunda gorev alan 6nemli bir mediyator oldugu

saptanmustir. Erektil impotans tedavisinde de kullanilmaktadir (42).

Nitrik Oksit Sentaz Inhibitorleri
L-arginin yapisal analogu olan NOS inhibitorleri: L-NMMA (monometil-L-arginin), L-
NA (nitro-L-arginin), L-NAME (nitro-L-arginin metilester), ADMA (asimetrik dimetil
arginin).
L-arginin analogu olmayan NOS inhibitorleri: 7-NI (7-nitroindazol), L-NIO (iminoetil-

[-ornitin), L-N-(1-iminoetil) lizin, merkaptoetilguanidin, aminoguanidin (43).

ASIMETRIK DIMETILARGININ

Metillenmis arginin tiirevleri ilk olarak 1970 yilinda Kakimoto ve ark. (44) tarafindan
insan idrarmda tespit edilmistir. 1992 yilinda Vallence ve ark. (45) insan idrar ve plazmasinda
ADMA molekiiliinii izole ettiler. ADMA, tiim NOS izoformlarinin yarismali inhibitoriidiir
(46).
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Asimetrik dimetilarginin’den baska, proteinlerdeki argininin metilenmesiyle olusan
SDMA ve monometil-L-arginin (L-NMMA) adinda iki madde daha bulunmustur. L-NMMA da
tipki ADMA gibi NOS enzimini endojen olarak inaktive eder. Fakat L-NMMA’nin
konsantrasyonu ¢ogu dokuda ADMA ile karsilastirilamayacak derecede diisiiktiir (47).

Simetrik dimetilarginin’nin konsantrasyonu ADMA ile mukayese edilebilecek kadar
yilksek olmakla birlikte SDMA, NOS inhibisyonu yapmamaktadir. Fakat yiiksek
konsantrasyonlarda SDMA hiicre icine giriste arginin ile yarisarak indirekt olarak NO miktarini
diistirebilir (48-50).

Sentez ve Metobolizmasi

Translasyon swrasinda proteinlerin  yapismna giren arginin, postranslasyonel
modifikasyonla metillenebilir ve metillenmis cesitli arginin tiirleri (ADMA, SDMA, L-
NMMA) olusabilir (Sekil 3). Bu metillenme protein arginin metil transferaz (PRMT) enzimi
araciligiyla gerceklesir (51). Bu enzim metil grubunu S-adenozil-metiyonin’den (SAM) alir ve
proteinin yapisindaki arginine aktarir.

Metillenmis bu arginin tiirevleri yapisinda bulundugu proteinin parcalanmasi
(proteolizi) sonucunda serbest kalir. Arginin hangi u¢larindan metillendiyse ona gore proteoliz

sonucu ADMA, SDMA, L-NMMA’dan birisi ortaya ¢ikar.
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Sekil 3. Metilenmis arginin tiirevleri

Proteinlerde metillenmeyi gerceklestiren PRMT enziminin iki tipi belirlenmistir:
®PRMT 1 enzimi histonlar1 ve niikkleer RNA bagimli proteinleri metiller ve proteinlerin

proteolizi sonucunda ADMA ve L-NMMA ortaya ¢ikar.
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®PRMT 2 enzimi yalnizca “myelin basic protein”i metiller ve L-NMMA ve SDMA
ortaya c¢ikarir; ADMA olusturmaz.

Son yillarda PRMTI1 ve PRMT 2 enzimlerinin bir¢ok izoformunun bulundugu
gosterilmistir (52).

Metil arginin tiirevleri olustuklar1 zaman artik organizmada demetillenemezler ve
proteinlerin yapisina giremezler. Giinde 300 pumol ADMA olusmaktadir; 250 pmol’u
dimetilarginin dimetil-aminohidrolaz (DDAH) enzimi tarafindan sitriilin ve dimetilamin’e
doniistiiriilmekte (52,53), kalan 50 umol’u bobreklerden degismeden atilmaktadir.

Dimetilarginin dimetil-aminohidrolaz (DDAH) enziminin de iki izoformu bulumaktadir:

*DDAH 1 esas olarak nNOS bulunan dokularda sentezlenmektedir.

*DDAH 2 ise daha cok eNOS ya da iNOS enzimini iceren dokularda
sentezlenmektedir.

Asimetrik dimetilarginin tiim NOS izoformlarmin yarigmali inhibitoriidiir ve yiiksek
arginin konsantrasyonlarinda bu etkisi azalir. NOS enzimi NO sentezinden bagka superoksid
radikali (O”") olusturabilir. Bu olay "NOS uncoupling" olarak adlandirilir. Substrat olan arginin
ve kofaktor olan tetrahidrobiopterin eksikliginde enzim bu yola kayar. ADMA ve L-NMMA,
arginin ile yarigarak “NOS uncoupling” olayina ve oksidatif strese neden olabilirler.

Asimetrik dimetilarginin diizeyinin artmasmda dort mekanizma rol oynayabilir.

1. Proteinlerin PRMT ile metilasyonunda artma,

2. Proteinlerin proteolizinde artmaya bagli olarak metillenmis tiirevlerin ortaya

cikisinda artis,

3. Renal atilimin bozulmasi,

4. Metillenmis tiirevlerin DDAH enzimi ile metabolizmasinin azalmast.

Shear stresin PRMT ekspresyonunu ve aktivitesini artirdigi ve endotel hiicrelerinde
transkripsiyon faktorii niikleer faktor kappa-B’yi aktive ederek ADMA iiretimini stimiile ettigi
bilinmektedir (54).

Diisiik dansiteli lipoprotein (DDL) artist PRMT aktivitesini artirmaktadir (55). Protein
sentezinin fazla oldugu iireyen hiicrelerde ADMA konsantrasyonu, duragan hiicrelere gore
daha fazladir. Anti-DNA antikorlari, protein metilasyonunu stimiile etmektedir ve belki de SLE
hastalarinda artmis metil argininlerin sebebidir. Hipertiroidizm, endotoksemi, muskiiler distrofi
gibi artmus katabolik durumlarda ADMA artisinin sebebi protein proteolizinin artmasi olabilir.

Bozulmus iiriner atilim metil argininlerin bobrek hastalarinda, septik sokta, hemorajik sokta
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yiikselmesinin bir sebebidir. Karaciger hastalarinda bozulmus DDAH metobolizmas1 ADMA

artisinin ana sebebi gibi durmaktadir (56).

Asimetrik Dimetilarginin ve Hastaliklar

Hipertansif hastalarin plazmalarinda yapilan 6lciimlerde artmug ADMA ve azalmis NO
diizeyleri saptanmustir (57). Saglikli goniilliilere diisiik miktarda intraven6z ADMA verilerek
yapilan bir calisgmada ise kardiyak debi ve kan basincinda artma, kalp hizinda azalma
saptanmustir (58).

Insiilin bagimh, bagimsiz ve gestasyonel diyabette ADMA’min arttigmi gosteren
caligmalar mevcuttur (59-61). DDAH aktivitesinin, glukozun neden oldugu oksidatif stres artigi
sonucunda azalabilecegi yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir (62).

Hiperkolesterolemili hastalarda ADMA diizeyinin yiiksek oldugu bulunmustur (63). Bu
artisin sebebi olarak native ve okside DDL kolestroliin PRMT aktivitesini modiile etmesi
gosterilmektedir (55). Eid ve ark. (64) yaptiklar1 ¢calismada obez bireylerde ADMA miktarinin
yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Morbid obez hastalarla yapilan bir ¢alismada ise gastrik
bant operasyonu yapildiktan sonra ADMA diizeylerinde kilo kaybiyla paralel diisiis
saptanmustir (65).

Cross ve ark. (66) hemodiyalize devam eden kiiciik bir hasta grubunda,
metilargininlerin (ADMA ve SDMA) artmis plazma konsantrasyonlarini bildirmislerdir. Son
donem bobrek yetmezligi olan hastalarda goriilen yiiksek hipertansiyon ve ateroskleroz
insidansinimn, kismen azalan renal ekskresyon nedeniyle olusan ADMA birikimine sekonder L-

arginin/NO yolag1 disfonksiyonu sonucu ortaya ¢ikabilecegi hipotezi ortaya atilmistir (67).

MORFIN

Opioid analjezikler grubunda incelenen bir ilagtir. Opioid terimi, opium (afyon)’dan
gelir (18). Hashas bitkisinin kabugunun c¢izilmesiyle elde edilen 6ziite (halk arasinda afyon
sakizina) opium (afyon) denilir.

Afyon i¢inde ¢ok sayida alkoloid bulunur. Bunlar kimyasal yapi bakimindan iki ana
grupta toplanabilir:

a) Fenantren tiirevleri: Morfin (%8-14), kodein (%0,5), tebain (%0,2),

b) Benzilizokinolein tiirevleri: Papaverin (%1), noskapin (%6) ve narsein. Bu grup

ilaclarin belirgin analjezik etkisi olmadigindan opioid analjezikler grubuna girmezler (68).
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Opioid analjezikler elde edildikleri kaynaklara gore de dogal, yar1 sentetik, sentetik
olmak lizere ii¢ gruba ayrilirlar (68).
Morfin dogal bir opioid analjeziktir. Morfin teriminin kokeni “morpheus”dan (uyku

tanris1) gelmektedir. Morfin hidrokloriir veya siilfat tuzu seklinde kullanilir (18,68).

Farmakokinetigi

Morfin oral yoldan alindiginda tam olarak emilir. Fakat karacigerden ilk geciste dnemli
oranda ve kisisel farkliliklar gostererek eliminasyona ugradigi i¢cin daha ¢ok intravendz,
intramiiskiiler, ciltalt1 yollarindan injeksiyonla uygulanir (18). Bu yollardan uygulandiginda
analjezik etkisi 20 dakikada baslar ve ortalama 45-90 dakikada maksimuma erigir. %25-35
oraninda plazma proteinlerine baglanir. Morfin, karacigerde hidroksil  gruplari
gliikkiironatlanarak polar metobolitlere doniistiiriilir ve bobrekler yoluyla elimine olur. Safra
yoluyla atilim az miktarda olup yaklasik %10 civarmdadir. Plazma yarilanma omrii ortalama 3

saat kadardr (18,68).

Farmakolojik Etkileri

a) Analjezik etki: Morfin bilin¢ kaybina yol agmadan analjezi saglar (69). Morfin agr1
algilama esigini yiikseltir, agr1 duyusunu modiile eder (agriy1 algilamalarina ragmen bundan
rahatsizlik duymamalar1), agriya karsi olan reaksiyonlar1 azaltir (68). Morfin kiint ve devaml
agrilara daha etkili olmakla birlikte yeterli dozda verilirse batict ve intermitant agrilara da

oldukca etkilidir.

b) Ofori: Morfin hastalarda iyilik ve hosnutluk hali olustururken, bagimli olmayan
saglikl kisilerde genellikle disfori ortaya cikarir.

¢) Solunum sistemi iizerine etkileri: Morfin solunum merkezinin karbondioksite olan
duyarliligimi doz bagimh olarak azaltir. Bu durumda solunum merkezi, hipoksi sonucu stimiile
olan kemoreseptorlerden gelen uyarilarla calisir. Zehirlenme durumunda, dogrudan oksijen
inhalasyonu yaptirilirsa hipoksi azalir ve solunum durabilir (oksijen apnesi). Morfin
zehirlenmesinde yardimci cihazlar olmadan dogrudan bodyle bir uygulamadan ka¢immak

gereklidir (18).

d) Oksiiriik reflekslerinin baskilanmasi: Morfin bulbustaki oksiiriik merkezini

deprese ederek antitusif etki olusturur (69).
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e) Miyozis: Morfin Edinger-Westfal ¢ekirdegini uyararak parasempatik uyarilari artirir
ve gdzde miyozise (toplu igne basi pupil) sebebiyet verir. Bu etkiye ¢ok az tolerans gelisir.

Zehirlenme tanisinda kullanilir (69).
f) Emezis: Morfin kusma merkezini dogrudan uyararak emezise neden olur.

g) Gastrointestinal sistem iizerine etkileri: Morfin mide, ince ve kalin barsaklarda
tonusu artirmakla birlikte itici peristaltik hareketleri azaltarak konstipasyona sebebiyet verir.

Anal sfinkteri ve Oddi sfinkterinin tonusunu arttirir. Safra koligi yapar (18).

h) Kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri: Morfin yiiksek dozlarda hipotansiyon ve

bradikardi ortaya ¢ikarabilir.

Morfine Tolerans ve Bagimhhk

Morfin tolerans1 metabolizmasinin artmasma bagl biyokimyasal bir tolerans degil,
reseptor duyarliliginin ve sayismin azalmasmna bagli farmakodinamik bir toleranstir (18).
Morfinin etkilerine kars1 gelisen tolerans degisiklik gostermektedir. Analjezik, sedatif,
antidiiiretik, antitussif, solunumu deprese edici, ofori-disfori, bulanti-kusma yapici etkilerine
kars1 ileri derecede, bradikardik etkisine orta derecede tolerans gelisirken, miyozis, kabizlik,
konviilsiyon yapici etkilerine karsi ise hemen hemen hig tolerans gelismez.

Morfinin aniden kesilmesi bagimlilarda 8-12 saat sonra baslayan yoksunluk (abstinens)
belirtilerine yol acar. Once lakrimasyon, terleme ve esneme gibi 1slak belirtiler ortaya ¢ikar.
Sonra irritabilite, tremor, midriyazis, tagikardi, kan basincinda artma, ciltte kaz derisi goriiniisii,
diyare, bulanti-kusma, erkekte ejekiilasyon ve kadinda orgazm benzeri belirtiler ortaya ¢ikar
(18). Morfin bagimlilarina nalokson verilirse yoksunluk belirtileri cok daha hizli 1-2 dk ortaya
cikar, fakat oldukca kisa (ortalama 30 dk) siirer.
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma; IASP Etik Komitesi kurallarina uygun olarak diizenlenmis olup, yerel etik
kurul onayr alindiktan sonra (Ek 1) Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma Trakya Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenmistir (Ek 2).

DENEKLER

Calismamizda, yaklasik 20-30 g agirliginda, 8-10 haftalik, 80 adet Balb-C erkek fare
kullanildi. Deneylerimizde kullamilan fareler, T.U. Deney Hayvanlari Merkezi’'nden temin
edildi ve daha sonra tiim deneyler boyunca Anabilim Dalimiz Hayvan Laboratuvari’nda
standart kosullar altinda barindirildi. Beslenmeleri i¢in standart fare yemi ve musluk suyu

serbestce verildi.

ILACLAR

Nalokson HCI (RBI, Natick, MA 01760 USA),

Morfin HC10,02 g/1 mL (Galen Ila¢ San. ve Tic. AS, Istanbul/TURKIYE),

Serum Fizyolojik %0,9 10 mL ampiil (Galen ila¢ San. ve Tic. AS, Istanbul/TURKIYE).

TAIL FLICK TESTi

Tail Flick testi ilk kez D’Amour ve Smith (70) tarafindan 1941 yilinda tanimlanmis
olmasina ragmen hala en sik kullanilan nosisepsiyon ve analjezi degerlendirme testlerindendir.
Antinosiseptif etkinin dl¢iimiinde tail flick cihaz1 (MAY-9604, COMMAT, Ankara, Tiirkiye)
kullanildi. Bu testte, farelerin kuyruklarinin dorsal yiizeyine sabit siddette radyan 1s1 uygulandi
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ve deneklerin kuyruklarini aniden cekene kadar gecen siire saptandi. Hayvan kuyrugunu
cektiginde 1s1 uygulanimi otomatik olarak sonlanmakta ve hayvanm kuyrugunu cektigi andaki
deger cihaz tarafindan kaydedilmektedir. Farelerin kuyruklarina uygulanacak olan radyan 1smin
siddeti ortalama 2-4 sn olacak siddete dnceden ayarlandi. Doku zedelenmesini onlemek i¢in
“cut-off” degeri 10 sn olarak belirlenmis olup, bu siire i¢inde teste yanit vermeyen hayvanlar
cihazdan alindilar. Ila¢ uygulamalarindan 6nce, farelerin bazal degerini saptamak icin her
farede 3-4 kez 6lgiim yapildi. Morfin analjezisi injeksiyonundan 30 dk sonra Olciim yapilarak
degerlendirildi.

Antinosiseptif etkinin gostergesi olarak degerlendirilecek olan maksimal etki (ME) yiizdesi
su formiile gore hesaplandi:

9%ME = [(test siiresi - kontrol degeri) / (cut-off siiresi - kontrol degeri)] x 100

HOT PLATE TESTI

Ik kez Woolfe ve McDonald tarafindan 1944 yilinda tamimlanan bu metodun Eddy ve
Leimbach tarafindan tanimlanan modifiye sekli daha sik kullanilmaktadir (71,72). Bu metotta,
deneklerin sicakligi 55 °C olan pleksiglas silindirik bir yiizeye birakildiktan sonra arka
pencgelerini yaladiklar1 ya da sigradiklar1 zamana kadar gecen siirenin Ol¢iimii yapildi. Doku
zedelenmesini 6nlemek i¢in “cut-off” degeri 45 sn olarak belirlenmis olup, bu siire i¢inde teste
yanit vermeyen hayvanlar cihazdan alindilar. Ila¢ uygulamalarindan 6nce, farelerin bazal
degerini saptamak i¢in her farede 3-4 kez 6l¢iim yapildi. Morfin analjezisi, injeksiyonundan 30
dk sonra 6l¢iim yapilarak degerlendirildi.

Antinosiseptif etkinin gostergesi olarak degerlendirilecek olan ME yiizdesi su formiile
gore hesaplandi:

90ME = [(test siiresi - kontrol degeri) / (cut-off siiresi - kontrol degeri)] x 100

TOLERANS VE BAGIMLILIK OLUSTURULMASI

Tolerans olusturmak amaciyla, farelere subkutan (s.c.) olarak giinde iki kez 09:00 ve
17:00 saatlerinde 10 mg/kg morfin 9 giin boyunca ve 10. giin sabah 09:00 uyguland1 (73).
Tolerans gelisimi, ilk injeksiyondan itibaren 1, 3, 6, 9 ve 10. giinde Tail Flick ve Hot Plate
testlerinde morfinin antinosiseptif etkisindeki azalma ile gosterildi. Kontrol grubu olarak
kullanilacak farelere de benzer sekilde giinde iki kez s.c. olarak 09:00 ve 17:00 saatlerinde
serum fizyolojik (SF) verildi. Antinosisepsiyon testlerinin tamamlanmasindan ve toleransin

gosterilmesinden sonra 10. giinde 5 mg/kg nalokson intraperitoneal (i.p.) verilerek, fareler
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bagimliligin gostergesi olan yoksunluk sendromuna sokuldular. Nalokson uygulanmasindan
hemen sonra fareler belirli bir platformun (30x30x30 cm) icine birakildi ve 20 dk siireyle
yoksunluk sendromu belirtileri olarak sicrama sayilari ve On pence tremorlarmin sayisi

belirlendi, benzeri belirtilerin olup olmadig1 gbzlendi (74,75).

DENEY DUZENI

Tolerans ve bagimlilik gelisim siirecini degerlendirmek igin dort ayr1 giinde kan
alimacagindan (3-6-9-10.giin), hayvanlar rastlantisal olarak dort ana gruba ayrildi. Her ana grup
morfin tolerans grubu ve kontrol grubu olmak iizere iki alt gruptan olusturuldu. Her alt grup 10
hayvan icermekteydi.

Grup I (3 giinliik grup): 3 giin boyunca s.c. olarak giinde iki kez 10 mg/kg dozunda
morfin verilen 10 hayvan ve kontrol grubu olarak ayrilan, SF verilen 10 hayvan olmak iizere
toplam 20 hayvandan olusmaktadir.

Grup II (6 giinliik grup): 6 giin boyunca s.c. olarak giinde iki kez 10 mg/kg dozunda
morfin verilen 10 hayvan ve kontrol grubu olarak ayrilan, SF verilen 10 hayvan olmak iizere
toplam 20 hayvandan olusmaktadir.

Grup III (9 giinliik grup): 9 giin boyunca s.c. olarak giinde iki kez 10 mg/kg dozunda
morfin verilen 10 hayvan ve kontrol grubu olarak ayrilan, SF verilen 10 hayvan olmak iizere
toplam 20 hayvandan olusmaktadir.

Grup IV (10 giinliik grup): 9 giin boyunca s.c. olarak giinde iki kez ve onuncu giin sabah
09:00’da 10 mg/kg dozunda morfin verilen, antinosiseptif etki dlciildiikten sonra bagimlilig:
degerlendirmek i¢cin 5 mg/kg nalokson verilen ve yoksunluk belirtileri 20 dk siiresince sayilan
10 morfin tolerans ve bagimlilik hayvani ve kontrol grubu olarak ayrilan 10 hayvan olmak
izere toplam 20 hayvandan olugmaktadir.

Plazma ADMA, SDMA, L-homoarginin ve L-arginin diizeylerini 6l¢gmek amaciyla 3, 6,
9 ve 10. giinlerde hem tolerans gelisen/gelismekte olan hem de kontrol grubu olan
hayvanlardan intrakardiyak olarak kan alind1 ve dekapitasyon ile dtanazi uygulandi. Plazma
ADMA, SDMA, L-homoarginin ve L-arginin diizeyleri Anabilim Dalimiz laboratuvarinda
kromatografik yontemle saptandi.
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ARGININ VE METILLENMIS ARGININ TURLERININ OLCUMU
L-Arginin, L-homoarginin, ADMA ve SDMA olciimleri Teerlink tarafindan (47)
tariflenen metoda gore “high performance liquid chromatography” (HPLC) cihazinda dl¢iildii.

Kullanilan Kimyasal Malzemeler

3-merkaptopropionik asit, OPA (Fluka, Almanya); amonyak, asetonitril, metanol, L-
arginin, HCl, Borik asit, KH,PO,, KOH, NaOH (Merck&Co, Inc, Darmstadt, Almanya);
asimetrik dimetilarginin, homoarginin, monometilarginin, simetrik dimetilarginin (Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Seinheim, Almanya).

Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Elektronik tart1 (Denver Instrument APX-200, ABD), guard kolon (Waters Symmetry
C18 S5um 3.9x20 mm, ABD), HPLC cihazi (Waters 2690 Alliance, Seperations Module, ABD),
distile su cihazi (Millipore, France), vorteks (Niive NM110, Tiirkiye), manyetik karistirici
(Heidolph MR 3001, Almanya), pH metre (Inolab WTW pH level 1, Almanya), sogutmali
santrifiij (Hettich Micro 220R, Almanya).

Yazilim ve Ekipman
Asimetrik dimetilarginin diizeyleri Waters Alliance 2690 XE, Model 474 floresan
dedektor ve Millennium 32 Software kullanilarak 6lciildii. Orneklere solid faz ekstraksiyonu

(20 kolon kapasiteli vakum manifoldlu SPE, Waters) uygulandi.

Kullanilan Soliisyonlar

Arginin stok soliisyon: MA: 174,20 g, 10 mM HCI. 174 mg arginin 10 mL HCI i¢inde
¢cozildii ve 100 mM stok soliisyon elde edildi. Bu soliisyon 1:100 diliie edilerek 1 mM’a
ulagildi.

Homoarginin stok soliisyon: MA:224,69 g, 10 mM HCI. 225 mg homoarginin 10 mL

HCI icinde ¢oziildii ve 100 mM stok soliisyon elde edildi. Bu soliisyon 1:100 diliie edilerek 1
mM ulasildi.
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Asimetrik dimetilarginin stok soliisyon: MA: 275,18 g, 10 mM HCI. 50 mg ADMA
18.17 mL HCI icinde ¢oziildii ve 10 mM stok soliisyon elde edildi. Bu soliisyon 10 kez diliie
edilerek 1 mM’a ulasildi.

Simetrik dimetilarginin stok soliisyon: MA: 758,82 g, 10 mM HCI. 25 mg SDMA 33
mL HCl i¢inde ¢oziildii ve 1 mM stok soliisyon elde edildi.

Combine working Standard: Arginin, homoarginin, ADMA ve SDMA’in 1 mM’lik
stok soliisyonlarindan 10 mM HCI i¢inde 100 uM arjinin ve 10 uM homoarjinin, ADMA ve
SDMA igeren bir karisim olusturuldu.

Monometilarginin: MA: 248,28 g, 10 mM HCL. 5 mg MMA 20,1 mL HCI i¢inde
¢oziildii, 1 mM stok soliisyon elde edildi. Bu soliisyondan 50 adet eppendorf tiipiine her birine
50 uL olacak sekilde dagitildi, kalani1 (17,5 mL) bir tiip i¢inde saklandi. Her y1gm caligmada 1
eppendorf almip iizerine 1200 pL. PBS eklenerek 40 uM final konsantrasyon elde edildi
(Internal Standart).

Fosfat tampon soliisyonu: 1 mM NaH,PO; + 9 mM Na,HPO, + 137 mM NaCl
hazirlandi. pH degeri, 1M NaOH ve HCl ile 7’ye ayarlandi.

Potasyum borat buffer: 200 mM (100 mL) olacak konsantrasyonda 50 mL borik asit
icinde hazirlandi. KOH eklenerek pH 9,5’a getirildi ve 100 mL’ye tamamlanda.

Orto-ftaldialdehid stok (derivatizasyon reageni): MA: 134,13 g, MeOH. 10 mg orto-
ftaldialdehid (OPA) 0,2 mL. MeOH icinde ¢6ziildii, 1,8 mL 200 mM Potasyum Borat Buffer
(pH: 9,5) eklendi, daha sonra 3 uL -merkaptopropionik asit eklendi boylece 0,2 mL’de 10 mg
OPA iceren stok soliisyon elde edildi.

Orto-ftaldialdehid final: OPA stok tiirevlendirmeden hemen 6nce Borat buffer ile 5

kez diliie edildi ve boylece 7,5 mM konsantrasyonda OPA final elde edilmis oldu. 48 saat
icinde kullanildu.
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Mobil faz A: 6,8 g KH,PO4 980 mL suda ¢oziildii. KOH ile pH 6,5’e ayarlandi,
filtreden siiziilerek ve hacim 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan tampona 95,3 mL asetonitril

eklendi ve ultrasonik banyoda 30 dakika bekletildi.

Mobil faz B: Su ve asetonitrilin hacimce yar1 yariya (50/50) karistirilmasiyla elde
edildi.

Ornek Saflastirma ve Tiirevlendirme

Santrifiij (3000g x 10 dakika) ile elde edilen plazma Ornekleri ve standartlara SPE
uygulandi. Rutin protokol, 3 mL’lik temiz bir cam tiip i¢ine 0,2 mL Ornek (veya Standart), 0,1
mL internal standart ve 0,7 mL PBS konuldu ve vortekslendi, 6n kosullama yapilmaksizin
Oasis MCX SPE kolondan (vakum altinda, 1 mL/dk hizla) gecirildi. Orneklerin
uygulanmasindan sonra kolon sirayla 0,1 mL 100 mM HCI ve 1,0 mL metanol ile yikandi.
Analitler 3,0 mL’lik tiiplere, 1,0 mL konsantre amonyak/su/metanol (10/40/50) ile Oasis MCX
SPE kolondan eliie edildi. Tiipteki solvent 60-80 °C’de nitrojen ile uguruldu. Tiipe 0,1 mL
KH,PO,4 (200 mM) eklenerek tiipiin i¢inde kalan analitler ¢ozdiirtildii. Son olarak 0,1 mL OPA
reageni tiipe konularak vorteksleme islemi tekrarlandi. 3 dakika beklendi tekrar vortekslendi ve
ornek otosampler viyallere aktarilip kompartmana yerlestirildi. Kromatografide Ornek

kompartmani 7 °C’ye ayarland.

Kromatografi

Kromatografi Symmetry C18 kolon (3,9 x150 mm; 5 um partikiil biiyiikliigii; 100 A por
biiytikligii) ve 3,9 x 20 mm Sentry Symmetry C18 guard kolon iizerinde alindi. Mobil faz A
%38,7 asetonitril iceren 50 mM potasyum fosfat tampon (pH 6,5); mobil faz B ise asetonitril/su
(50/50, v/v) olacak sekilde hazirlandi, seperasyon izokratik kosullarda, %100 mobil faz A ile,
1,1 mL/dak hiz ve 30 °C kolon sicakligi degerlerinde yapildi. Son analitin ¢ikisindan sonra
giiclii bir sekilde ratansiyona ugrayan bilesikler giiclii solvent akimi (%50 B 20-22 dakikalar
aras) ile eliie edildi. 22. ve 23. dakikalar arasinda gradient baslangi¢c degerlerine dondiiriilerek
kolon 7 dakika daha dengelenmeye birakildi; boylece toplam caligsma siiresi her 6rnek icin 30
dakika olacak sekilde ayarlandi (Tablo 2). Enjeksiyon hacmi 20 pL secilerek, fluoresans
eksitasyon ve emisyon dalgaboylar1 sirastyla 340 ve 455 nm olarak 6l¢iildii. Elde edilen pikler,

pik alanlarinda gore degerlendirildi.
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Tablo 2. Mobil faz gradient tablosu

Zaman (dakika) Akis hiz1 (ml/dk) Eluent A (%) Eluent B (%)

0 1,1 100 0

18" 1,1 100 0

19 1,1 50 50

22 1,1 50 50

23 1,1 100 0

30° 11 100 0

35 1,1 100 0

36 1,1 0 100

50 1,1 0 100

#: 18-23. dakikalar arasinda giiclii solvent akisi, kalan bilesiklerin ¢ikarilmasi igin; P. 30. dakikada bir sonraki
enjeksiyona gegildi. Tiim analizler yapildiktan sonra kolonu temizlemek icin 30. dakikadan sonraki kisim

uygulandi.

Kalibrasyon
Internal standardin eklenmesinden sonra standartlara SPE, derivatizasyon ve
kromatografi uygulanarak bunlara ait pikler alindi. Plazma Orneklerinin 6l¢timii i¢in 100 uM

arginin ve 10 pM’lik homoarginin, ADMA, SDMA ile tek-nokta kalibrasyonu yapildu.

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

SigmaStat for Windows Version 3.5 kullanilarak yapilan kestirim sonucu ornek
biiytikliigli 9’dur, ancak deney bitiminde farelerden intrakardiyak kan alinacak olup, yaklasik
%10 oraninda yeterli derecede kan almamayan fare olacag: bilindiginden grup basina hayvan
adedi 10 (n=10) olarak belirlendi. Morfin grubunda tolerans gelisimini kontrole gore
karsilagtirmak icin iki yOnlii varyans analizi (Two-Way ANOVA), ardindan (Post hoc)
Bonferroni t-testi uygulandi. ADMA, SDMA, L-arginin, L-homoarginin plazma diizeylerinin
kontrole gore karsilastirmalar: icin tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA), ardindan
(Post hoc) Bonferroni t-testi uygulandi. Bagimhilik karsilagtirmalar: icin Student t-testi yapildi.
ADMA, SDMA, L-arginin, L-homoarginin plazma diizeyleri ile tolerans gelisiminin agamalar1
arasindaki iliskinin degerlendirilmesi i¢in korelasyon ve regresyon analizi ile istatistiksel
degerlendirme yapildi. P < 0.05 olan degerler istatistiksel yonden anlamli kabul edildi. Ornek
biiyiikliigii kestirimi disindaki istatistiksel analizler Graphpad Prism for Mac OSX Version 5.0c
kullanilarak yapildi.
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BULGULAR

Morfinin analjezik etkisine karsi tolerans gelismi hot plate ve tail flick testleriyle
gosterilirken, morfin bagimhiligim olustugu, IV. Grup hayvanlara nalokson injeksiyonunu
takiben ortaya cikan g¢ekilme sendromu bulgularinin (6n pence tremoru, sicrama) 20 dk
boyunca sayilmasiyla gosterilmistir. Morfin tolerans ve bagimliliginin gelisiminin degisik
asamalarinda farelerden intrakardiyak kan alinip plazma ADMA diizeyi 0l¢iilmiis ve tolerans

ve bagimlilik gelisimiyle korelasyon iliskisi degerlendirilmistir.

MORFININ ANALJEZIiK ETKiSINE TOLERANS GELISMESI
Morfinin analjezik etkisinde ilk giinden itibaren siirekli bir azalma saptadik (Sekil 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11). Giinde iki kez s.c. 10 mg/kg morfin uygulanmasi sonucunda, hot plate ve tail
flick testlerinde ortalama 6-9. giinlerde morfinin analjezik etkisine tam bir tolerans gelistigini

gozlemledik (Sekil 6, 7, 8, 9, 10, 11).

Grup I Verileri
Morfinin 10 mg/kg, s.c. 2x1 uygulanmasiyla analjezik etkisinde giinler ilerledikce
azalma goriilmekle birlikte tam bir toleransin heniiz olusmadig1 saptandi. Uciincii giinde

kontrol ve morfin tolerans alt gruplar1 arasinda anlamli farklilik oldugu goriildii (Sekil 4, 5).
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Tail Flick

100+
x *
80+ . -e- Kontrol
— 60- - Morfin
X
o 404
= 20-
0- E/i/E
-20-
I L) L) 1 1 1
0 2 4 6 8 10
Gilnler

Sekil 4. Grup I (3 giinliikk grup) morfinin analjezik etKisine tolerans gelismesinin tail

flick testinde gosterilmesi
ME: Maksimal etki.
* p<0,05 aynm giinkii kontrol grubuna gore, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.

Hot Plate
100+
A *

804 . -e- Kontrol
— 604 -8 Morfin
=X
o 40
= 20

0_ E i

-20-

) ) ) 1 ) 1
0 2 4 6 8 10
Glinler

Sekil 5. Grup I (3 giinliik grup) morfinin analjezik etkisine tolerans gelismesinin hot

plate testinde gosterilmesi
ME: Maksimal etki.
* p<0,05 ayn giinkii kontrol grubuna gore, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
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Grup II Verileri:
Morfinin 10 mg/kg, s.c. 2x1 uygulanmasiyla analjezik etkisine tail flick testinde 6. giinde

tolerans gelistigi gozlenirken, hot plate testinde toleransin heniiz gelismedigi belirlendi (Sekil

6, 7).

Tail Flick

1001
804 - Kontrol

604 T = Morfin

40-
204

ME (%)

-20-

)
0 2 4 6 8 10
Ginler

Sekil 6. Grup II (6 giinliik grup) morfinin analjezik etkisine tolerans gelismesinin tail

flick testinde gosterilmesi

ME: Maksimal etki.
* p<0,05 ayn giinkii kontrol grubuna gore, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.

Hot Plate
100- £
80- T -e- Kontrol
— 604 = Morfin
.32 *
o 404 *
= 20-
T s ey
-20-
I ) L ] L) 1
0 2 4 6 8 10
Gunler

Sekil 7. Grup II (6 giinliik grup) morfinin analjezik tolerans gelismesinin hot plate

testinde gosterilmesi

ME: Maksimal etki.
* p<0,05 aym giinkii kontrol grubuna goére, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
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Grup III Verileri
Morfinin 10 mg/kg, s.c. 2x1 uygulanmasiyla analjezik etkisine tail flick testinde 3. giinde
tolerans gelistigi gozlenirken, hot plate testinde 5. giinde gelistigi saptand1 (Sekil 8, 9). Ilging

olarak {iciincii grup hayvanlarinda morfinin analjezik etkisine tolerans daha erken gozlendi.

Tail Flick

*

80- —e— Kontrol
* = Morfin

0 2 4 6 8 10
Giinler
Sekil 8. Grup III (9 giinliik grup) morfinin analjezik etkisine tolerans gelismesinin tail

flick testinde gosterilmesi

ME: Maksimal etki.
* p<0,05 ayn giinkii kontrol grubuna gore, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.

Hot Plate
100- *
80 . -o— Kontrol
= Morfin
— 60-
.52 *
:u- 404 *
= 20-
0-
-204
0 2 4 6 8 10
Giinler

Sekil 9. Grup III (9 giinliik grup) morfinin analjezik etkisine tolerans gelismesinin hot

plate testinde gosterilmesi

ME: Maksimal etki.

* p<0,05 aym giinkii kontrol grubuna gore, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
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Grup IV Verileri
Morfinin 10 mg/kg, s.c. 2x1 uygulanmasiyla analjezik etkisine tail flick testinde 9. giinde

tolerans gelistigi gozlenirken, hot plate testinde 10. giinde gelismistir (Sekil 10, 11). Grup IV

hayvanlarda tolerans gelismesi diger gruplara gore daha gec olmustur.

Tail Flick

- Kontrol
= Morfin

Glnler

Sekil 10. Grup IV (10 giinliik grup) morfinin analjezik etkisine tolerans gelismesinin

tail flick testinde gosterilmesi

ME: Maksimal etki.
* p<0,05 aym giinkii kontrol grubuna gore, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.

Hot Plate

-o— Kontrol
= Morfin

Gunler

Sekil 11. Grup IV (10 giinliik grup) morfinin analjezik etkisine tolerans gelismesinin

hot plate testinde gosterilmesi

ME: Maksimal etki.
* p<0,05 aym giinkii kontrol grubuna gore, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
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Sekil 12. Toleransin gelisim asamalarinin tiim gruplarda birden gozlemlenmesi

ME: Maksimal etki.

* p<0,05 aym giinkii kontrol grubuna gore, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.



MORFIN BAGIMLILIGININ GELiSMESIi

Antinosisepsiyon testlerinin tamamlanmasindan sonra Grup IV (10 giinliik grup) fareler
nalokson verilerek yoksunluk sendromuna sokuldular. Yoksunluk sendromu belirtileri olan
penge tremoru ve sigrama sayilari belirlendi, ortalama ve standart sapmalar1 hesaplandi (Tablo
3, 4). Kontrol ve morfin gruplar1 arasinda oldukca yiiksek oranda anlamli farklilik oldugu

gozlemlendi (Tablo 3, 4 ve Sekil 13, 14)

10- sicrama Tablo 3. Grup IV (10 giinlik grup)

e

kontrol ve morfin alt grubu

sicrama sayilar (ort+ss)

Sayl

Kontrol 0,3000 +0,1528 N=10

Morfin 6,300 + 1,430 N=10
P p<0,0001
Sekil 13. Nalokson uygulamasim takiben
t-test.

farelerin sicrama sayilari
* p<0,05 anlamli, t-test.

pence tremoru

80 Tablo 4. Grup IV (10 giinliik grup)

E3

kontrol ve morfin alt

grubu 6n pence tremoru

&
@» sayilar1 (ort+ss)
Kontrol 0,2000 +0,1333 n=10
Morfin 58,70 £ 10,62 n=10
Sekil 14. Nalokson uygulamasim takiben P p<0,0001

farelerin 6n pence tremorlarinin  _est.

sayisi

* p<0,05 anlamli, t-test.
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PLAZMA ASIMETRIiK DIMETILARGININ, SIMETRIK DIMETIiLARGININ, L-

ARGININ VE L-HOMOARGININ DUZEYLERI

Plazma ADMA, SDMA diizeylerinde grup I, II, III, IV’te kontrole gére anlamli farklilik
bulunmamaktadir (Tablo 5, 6 ve Sekil 15, 16). Grup I (3 giinliik grup) plazma L-arginin ve L-
homoarginin diizeylerinde kontrole gore anlamli farklilik bulundu, diger gruplar icin bu

farklilik bulunamadi (Tablo 7, 8 ve Sekil 17, 18).

Tablo 5. Plazma asimetrik dimetilarginin diizeyi (uM) (ort+ss)

Gruplar I I I v

Kontrol 1,47+0,23 1,13+£0,23 1,23+0,16 1,2340,15

Morfin 1,70+0,39 1,13+£0,22 1,1740,18 1,2740,23
P* p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

*One Way Anova post hoc Bonferroni-t test.

_ ADMA
E: 2.0
‘; Kontrol
o
> 1.5- E3 Morfin
o
g 1.0
)
c
o
=< 0.5-
©
£
& 0.0-
n- ] ] | ]
\ N > Q
R X Q Q
& A 0& 0@

Sekil 15. Gruplara gore plazma asimetrik dimetilarginin diizeylerinin dagilim
ADMA: Asimetrik dimetilarginin.

*p<0,05 kontrole karsi, One Way Anova post hoc Bonferroni-t test.
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Tablo 6. Plazma simetrik dimetilarginin diizeyi (uM) (ort+ss)

Gruplar I I I v

Kontrol 0,21+0,06 0,29+0,17 0,35+0,52 0,24+0,02

Morfin 0,20+0,06 0,27+0,07 0,22+0,05 0,22+0,03
| p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

o
T

o
T

&=
[\
1

Plazma konsantrasyon (M)
2

*One Way Anova post hoc Bonferroni-t test.

SDMA

EE4 Morfin

Sekil 16. Gruplara gore plazma simetrik dimetilarginin diizeylerinin dagilim

SDMA: Simetrik dimetilarginin.

*p<0,05 kontrole karsi, One Way Anova post hoc Bonferroni-t test.
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Tablo 7. Plazma L-arginin diizeyi (uM) (ort+ss)

Gruplar I I I v

Kontrol 112,6+10,4 133,7+48,2 122,9436,7 08,7+31,1

Morfin 180,9+55.,9 85,1+40,0 117,8+51,8 112,4425,2
P* p<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

*One Way Anova post hoc Bonferroni-t test.

L-arginin

N
(4)]
5

Kontrol
E=3 Morfin

- (]
a o
el

1004

n
<

Plazma konsantrasyon (M)
T

Sekil 17. Gruplara gore plazma L-arginin diizeylerinin dagihim

*p<0,05 kontrole karsi, One Way Anova post hoc Bonferroni-t test.
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Tablo 8. Plazma L-homoarginin diizeyi (uM) (ort+ss)

Gruplar I I I v

Kontrol 1,022+0,27 1,99+0,94 1,25+0,74 1,62+0,60

Morfin 3,13+£2,35 1,60+0,76 1,99+1,49 1,09+0,35
P* p<0.,01 p>0,05 p>0,05 p>0,05

*One Way Anova post hoc Bonferroni-t test.

L-homoarginin

Kontrol
4 ol E3 Morfin

i
S

Plazma konsantrasyon (pM)

AN
o‘°Q

Sekil 18. Gruplara gore plazma L-homoarginin diizeylerinin dagilim

*p<0,05 kontrole karsi, One Way Anova post hoc Bonferroni-t test.

PLAZMA ASIMETRIK DIMETILARGININ, SIMETRIK DIMETILARGININ,

L-ARGININ VE L-HOMOARGININ DUZEYLERI iLE MORFIN TOLERANS

VE BAGIMLILIGI ARASINDAKI KORELASYON

Calismamizda morfin bagimlilig1 ve tolerans: ile plazma ADMA diizeyleri arasindaki
korelasyonu da inceledik. Plazma ADMA diizeyleri ile morfin bagimlilik ve tolerans gelisimi
arasinda bir korelasyon bulamadik. Ayrica ek bir ¢alisma gerekmeden plazma diizeylerini
belirleyebildigimiz SDMA, L-arginin, L-homoarginin diizeyleri ile morfin bagimhilik ve
tolerans gelisimi arasinda da bir korelasyon bulamadik (Sekil 19, 20, 21, 22). Tail flick ve hot
plate ile plazma ADMA, SDMA, L-arginin, L-homoarginin arasindaki korelasyon ve regresyon
verileri Tablo 9, 10, 11, 12°de verilmistir.
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Sekil 19. Grup I (3 giinlik grup) plazma asimetrik dimetilarginin, simetrik
dimetilarginin, L-arginin ve L-homoarginin diizeyleri ile morfin tolerans ve
bagimhhg arasindaki korelasyon ve regresyon
TF-ADMA: Tail flick-asimetrik dimetilarginin; TF-Arginin: Tail flick-arginin; TF-HA: Tail
flick-homoarginin; TF-SDMA: Tail flick-simetrik dimetilarginin; HP-ADMA: Hot plate-

asimetrik dimetilarginin; HP-Arginin: Hot plate-arginin; HP-HA: Hot plate-homoarginin; HP-
SDMA: Hot plate-simetrik dimetilarginin.
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20. Grup II (6 giinliik grup) plazma asimetrik dimetilarginin, simetrik
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bagimhhg arasindaki korelasyon ve regresyon

dimetilarginin, L-arginin ve L-homoarginin diizeyleri ile morfin tolerans ve

TF-ADMA: Tail flick-asimetrik dimetilarginin; TF-Arginin: Tail flick-arginin; TF-HA: Tail
flick-homoarginin; TF-SDMA: Tail flick-simetrik dimetilarginin; HP-ADMA: Hot plate-
asimetrik dimetilarginin; HP-Arginin: Hot plate-arginin; HP-HA: Hot plate-homoarginin; HP-
SDMA: Hot plate-simetrik dimetilarginin.
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21. Grup III (9 giinlik grup) plazma asimetrik dimetilarginin, simetrik

dimetilarginin, L-arginin ve L-homoarginin diizeyleri ile morfin tolerans ve

bagimhhg arasindaki korelasyon ve regresyon

TF-ADMA: Tail flick-asimetrik dimetilarginin; TF-Arginin: Tail flick-arginin; TF-HA: Tail
flick-homoarginin; TF-SDMA: Tail flick-simetrik dimetilarginin; HP-ADMA: Hot plate-
asimetrik dimetilarginin; HP-Arginin: Hot plate-arginin; HP-HA: Hot plate-homoarginin; HP-

SDMA: Hot plate-simetrik dimetilarginin.
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22. Grup IV (10 giinlik grup) plazma asimetrik dimetilarginin, simetrik

dimetilarginin, L-arginin ve L-homoarginin diizeyleri ile morfin tolerans ve

bagimhihig arasindaki korelasyon ve regresyon

TF-ADMA: Tail flick-asimetrik dimetilarginin; TF-Arginin: Tail flick-arginin; TF-HA: Tail
flick-homoarginin; TF-SDMA: Tail flick-simetrik dimetilarginin; HP-ADMA: Hot plate-
asimetrik dimetilarginin; HP-Arginin: Hot plate-arginin; HP-HA: Hot plate-homoarginin; HP-

SDMA: Hot plate-simetrik dimetilarginin.
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Tablo 9. Grup I korelasyon ve regresyon verileri

Grup I Korelasyon Regresyon
Kontrol Pearsonr | R square p Slope Y-Intercept P
TF-ADMA -0,3480 0,1211 0,3244 -0,0038 + 0,003707 1,528 + 0,08890 0,3244
TF-SDMA -0,3420 0,1170 0,3334 -0,001090 + 0,001059 0,2322 +0,02539 | 0,3334
TF-Arginin 0,3814 0,1454 0,2769 0,1864 +0,1598 110,3 + 3,831 0,2769
TF-HA 0,07709 0,005942 | 0,8324 0,0009789 + 0,004476 1,013 +£0,1073 0,8324
HP-ADMA -0,5006 0,2506 0,1406 -0,004424 + 0,002705 1,444 £ 0,07256 0,1406
HP-SDMA 0,1133 0,01285 0,7552 | 0,0002855 + 0,0008847 0,2205 +0,02373 | 0,7552
HP-Arginin -0,05865 0,003439 | 0,8722 -0,02265 +0,1363 112,5 £3,657 0,8722
HP-HA 0,1317 0,01736 0,7168 0,001322 +0,003517 1,036 +0,09433 0,7168
Grup I
Morfin
TF-ADMA -0,1077 0,01161 0,7671 -0,001664 + 0,005430 1,811 +£0,3522 0,7671
TF-SDMA 0,4799 0,2303 0,1604 0,001169 + 0,0007558 0,1385 £0,04902 | 0,1604
TF-Arginin -0,1735 0,03010 0,6317 -0,3798 £ 0,7624 203,8 £49,45 0,6317
TF-HA -0,02507 | 0,0006287 | 0,9452 -0,002307 + 0,03252 3,277 +2,110 0,9452
HP-ADMA 0,05223 0,002728 | 0,8861 0,0007804 = 0,005276 1,664 + 0,3473 0,8861
HP-SDMA 0,07293 0,005318 | 0,8413 | 0,0001719 + 0,0008311 0,1984 +0,05472 | 0,8413
HP-Arginin -0,1849 0,03420 0,6090 -0,3917 £ 0,7359 204,8 +£48,45 0,6090
HP-HA 0,02839 | 0,0008058 | 0,9380 0,002527 +0,03146 2,984 +£2,071 0,9380

TF-ADMA: Tail flick-asimetrik dimetilarginin; TF-Arginin: Tail flick-arginin; TF-HA: Tail flick-homoarginin;
TF-SDMA: Tail flick-simetrik dimetilarginin; HP-ADMA: Hot plate-asimetrik dimetilarginin; HP-Arginin: Hot
plate-arginin; HP-HA: Hot plate-homoarginin; HP-SDMA: Hot plate-simetrik dimetilarginin.

Tablo 10. Grup II korelasyon ve regresyon verileri

Grup II Korelasyon Regresyon

Kontrol Pearsonr | R square p Slope Y-Intercept p
TE-ADMA | 0,3015 | 0,09091 | 0,3972 | 0-001761£0,001969 | 435, 407476 | 0,3972
TE-SDMA | -0,05482 | 0,003005 | 0,8804 | -0,0002342 0,00150 | 0,2968 + 0,05726 | 0,8804
TE-Arginin | 0,2179 | 0,04749 | 0,5453 0,2628 £ 0,4160 133,9+1580 | 0,5453

TE-HA | 0,08400 | 0,007056 | 0,8175 | 0,001982 +0,008313 | 1,994 % 0,3157 | 0,8175
HP-ADMA | 01060 | 0,01123 | 0,7708 | 0,001502 0,004984 | 1,157 +0,1019 | 0,7708
HP-SDMA | -0,7866 | 0,6188 | 0,0069 | -0,008157 +0,002264 | 0,1896 * 0,04628 | 0,0069
HP-Arginin | %47 | 00433 | 04182 1,893 + 0,7893 158,7 + 16,14 | 0,4182

HP-HA | -0,1321 | 0,01745 | 0,7161 | -0,007566 *0,02008 | 1,893 +0,4104 | 0,7161

Grup II

Morfin
TE-ADMA | -0,4057 | 0,1646 | 0,0447 | -0,003127 £0,002490 | 1,178 +0,07724 | 0,2447
TE-SDMA | 0,08268 | 0,006836 | 0,8204 | 0,0002127 «0,000906 | 0,2750 + 0,02812 | 0,8204
TF-Arginin | -0,2897 | 0,08395 | 0,4168 |  -0,3996 + 0,4667 90,86 + 14,48 | 0,4168

TE-HA | 05954 | 0,3545 | 0,0694 | 0,01564 +0,007461 | 1,380 %0,2314 | 0,0694
HP-ADMA | 0,08888 | 0,007899 | 0,8071 | 0,001055 *0,004181 | 1,102 +0,1468 | 0,8071
HP-SDMA | 0,2292 | 0,05255 | 0,5241 | 0,0009086 +0,001364 | 0,2506 « 0,04789 | 0,5241
HP-Arginin | 0,03790 | 0,001436 | 0,9172 |  0,08052  0,7507 82,77 26,35 | 0,0172

HP-HA | -0,07529 | 0,005668 | 0,8362 | -0,003046 £ 0,01427 | 1,694 +0,5008 | 0,8362

TF-ADMA: Tail flick-asimetrik dimetilarginin; TF-Arginin: Tail flick-arginin; TF-HA: Tail flick-homoarginin;
TF-SDMA: Tail flick-simetrik dimetilarginin; HP-ADMA: Hot plate-asimetrik dimetilarginin; HP-Arginin: Hot
plate-arginin; HP-HA: Hot plate-homoarginin; HP-SDMA: Hot plate-simetrik dimetilarginin.
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Tablo 11. Grup III korelasyon ve regresyon verileri

Grup III Korelasyon Regresyon
Kontrol Pearsonr | R square p Slope Y-Intercept p
TF-ADMA | -0,06947 | 0,004825 | 0,8488 | -0,0009175 + 0,004658 | 1,248 + 0,08074 | 0,8488
TF-SDMA 0,1819 0,03307 | 0,6151 0,007755 +0,01482 0,2501 +£0,2570 | 0,6151
TF-Arginin 0,2610 0,06810 | 0,4665 0,7847 + 1,026 112,8 £+ 17,79 0,4665
TF-HA 0,08709 | 0,007585 | 0,8109 0,005314 + 0,02149 1,185 + 0,3725 0,8109
HP-ADMA | -0,2732 0,07461 | 0,4451 -0,005526 + 0,006881 1,219 £ 0,05642 | 0,4451
HP-SDMA -0,1575 0,02481 | 0,6638 -0,01029 + 0,02280 0,3177 £0,1870 | 0,6638
HP-Arginin | -0,2711 0,07350 | 0,4487 -1,249 + 1,568 119,0 £ 12,85 0,4487
HP-HA -0,2075 0,04305 | 0,5651 -0,01939 + 0,03232 1,192 + 0,2650 0,5651
Grup III
Morfin
TF-ADMA -0,5060 0,2561 0,1356 | -0,005667 + 0,003415 1,246 + 0,06784 | 0,1356
TF-SDMA -0,3350 0,1123 0,3440 | -0,001046 +0,001040 | 0,2340 + 0,02065 | 0,3440
TF-Arginin -0,1998 0,03993 | 0,5799 -0,6356 + 1,102 125,8 + 21,89 0,5799
TF-HA -0,2203 0,04855 | 0,5407 -0,02028 + 0,03174 2,246 + 0,6304 0,5407
HP-ADMA | -0,4218 0,1779 0,2247 -0,02296 + 0,01745 1,477 + 0,2365 0,2247
HP-SDMA | 0,08707 | 0,007580 | 0,8110 0,001321 + 0,005343 0,2036 + 0,07242 | 0,8110
HP-Arginin 0,2836 0,08044 | 0,4271 4,384 + 5,241 60,12 £ 71,03 0,4271
HP-HA -0,2301 0,05294 | 0,5225 -0,1029 + 0,1539 3,349 + 2,086 0,5225

TF-ADMA: Tail flick-asimetrik dimetilarginin; TF-Arginin: Tail flick-arginin; TF-HA: Tail flick-homoarginin;
TF-SDMA: Tail flick-simetrik dimetilarginin; HP-ADMA: Hot plate-asimetrik dimetilarginin; HP-Arginin: Hot
plate-arginin; HP-HA: Hot plate-homoarginin; HP-SDMA: Hot plate-simetrik dimetilarginin.

Tablo 12. Grup IV korelasyon ve regresyon verileri

Grup IV Korelasyon Regresyon‘

Kontrol Pearson r | R square P Slope Y-Intercept p
TF-ADMA 0,07321 | 0,005360 | 0,8407 | 0,0007347 + 0,003538 1,237 £ 0,05146 | 0,8407
TF-SDMA -0,06573 | 0,004321 | 0,8568 | -0,000101 + 0,0005467 | 0,2451 + 0,00795 | 0,8568
TF-Arginin 0,1079 0,01165 | 0,7666 0,2199 + 0,7161 98,50 + 10,41 0,7666

TF-HA 0,06625 | 0,004389 | 0,8557 0,002609 + 0,01389 1,624 + 0,2020 0,8557
HP-ADMA | -0,1672 0,02796 | 0,6443 | -0,002308 + 0,004812 1,215 £ 0,07048 | 0,6443
HP-SDMA -0,2502 0,06260 | 0,4857 | -0,0005334 + 0,000729 | 0,2396 + 0,01069 | 0,4857

HP-Arginin | 0,3906 0,1526 | 0,2644 1,095 + 0,9121 109,9 + 13,36 | 0,2644
HP-HA 0,6066 0,3680 | 0,0630 0,03286 + 0,01523 1,961 + 0,2230 0,0630
Grup IV
Morfin
TF-ADMA 0,3054 0,09329 | 0,3908 | 0,008148 + 0,008981 1,130 £ 0,1780 0,3908
TF-SDMA 0,3965 0,1572 | 0,2567 | 0,001779 + 0,001457 0,1929 + 0,02887 | 0,2567
TF-Arginin -0,3748 0,1405 | 0,2859 -1,088 + 0,9519 132,1 £ 18,86 0,2859
TF-HA 0,6283 0,3948 | 0,0517 0,02544 + 0,01114 0,6354 + 0,2207 | 0,0517
HP-ADMA 0,6437 0,4144 | 0,0446 0,02834 + 0,01191 1,147 £ 0,08061 | 0,0446
HP-SDMA 0,4929 0,2430 | 0,1477 | 0,003650 + 0,002278 0,2083 + 0,01542 | 0,1477
HP-Arginin 0,2247 0,05050 | 0,5325 1,077 £ 1,651 107,6 £ 11,17 0,5325

HP-HA 0,4233 0,1792 | 0,2228 0,02828 + 0,02140 0,9647 +0,1448 | 0,2228

TF-ADMA: Tail flick-asimetrik dimetilarginin; TF-Arginin: Tail flick-arginin; TF-HA: Tail flick-homoarginin;
TF-SDMA: Tail flick-simetrik dimetilarginin; HP-ADMA: Hot plate-asimetrik dimetilarginin; HP-Arginin: Hot
plate-arginin; HP-HA: Hot plate-homoarginin; HP-SDMA: Hot plate-simetrik dimetilarginin.
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TARTISMA

Opioid ilaglar akut ve kronik agrinin tedavisinde en etkili ilaclar arasinda yer almaktadir.
Analjezik etkilerine kars1 tolerans gelismesi ve bagimlilik yapmalar: bu ilaclar1 uzun siireli
kullanmamizi kisitlayan 6nemli problemlerdir (76,77). Olusan toleranst agsmak icin ilag dozunu
arttrmak gerekmektedir. Opioid ilaglarin yiiksek dozlarda kullanilmasi da ozellikle tolerans
gelismeyen veya ¢ok az gelisen kabizlik, konvulsiyon, bradikardi gibi istenmeyen etkilerinin
ortaya cikmasina sebebiyet vermektedir. Opioid ilaglarin kullanimi sirasinda ortaya c¢ikan
toleransm ve bagimliligin molekiiler temeli, yapilan bircok caligmaya ragmen heniiz tam olarak
anlasilamamistir.

Opioid reseptorler G-protein bagli reseptor ailesine dahildir. Opioid reseptorlerin
uyarilmas1 noronda hiperpolarizasyona yol agarak agri iletimini giiclestirir. Toleransin
gelismesinde rol oynayan ana unsurlar; erken donemde opioid reseptorlerinin fosforilizasyonu
ve ayrisma, reseptorlerin internalizasyonu, ge¢ donemde ise opioid reseptorlerinin down
regiilasyonu, siklik adenozin monofosfat (cAMP) yolaginin up-regiilasyonu, sinyal iletimindeki
degisimlerdir (78-81). Bu molekiiler degisikliklere ilaveten serotonin, NA, dopamin, gama
amino biitirik asit (GABA), adenozin ve NO gibi norotransmitter ya da ndromodiilatorlerin de
opioid tolerans ve bagimliligimin gelismesinde rol oynadiklar1 gosterilmistir (79,82,83).

Uzun siireli opioid maruziyetinin, p-opioid reseptor fosforilizasyonuna sebebiyet verdigi
fakat ayn1 zamanda reseptor salinimini da arttirdig1 yoniinde calismalar vardir (84-86). Birkag
calismada da farkli protein kinazlarin [G-protein-coupled reseptor kinaz (GRKs),
Ca’*/kalmodulin bagiml protein kinazII (CaMKII), protein kinaz C (PKC), mitogen activated
kinaz (MAPKs)] neden oldugu opioid reseptor fosforilasyonu ile agonistle uyarilan
desensitizasyon arasinda korelasyon oldugu bildirilmistir (87,88).
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Agonist bagimh olarak, opioid reseptorlerin fosforilizasyonu reseptdr yapisinda
degisiklik meydana getirerek reseptoriin sitozolik B-arrestin proteinine ilgisini arttirir (78). B-
arrestin ile etkilesen reseptorde G protein ayrismasi olur ve hiicre i¢i kaskatlar1 aktifleyemez
(78). Reseptoriin tekrar uyarilabilir duruma gelmesi icin internalizasyonu ve [-arrestinden
ayrilmas1 gerekir (78). Reseptor fosforilizasyonu, G protein ayrigmasi ve takiben reseptor
internalizasyonunun reseptdr sayisini azaltarak toleransa katkisi olabilecegi diisiiniiliiyordu
(78). Fakat internalizasyon sonrast p-arrestin bagli reseptoriin parcalanmadigi, aksine
defosforilize edilerek tekrar aktif reseptor olarak hiicre yiizeyine gonderildigi gosterildi (89,90).
Boylece internalizasyonun opioid toleransini azalttigini gosteren ¢aligmalar yapilmistir (91,92).
Degisik opioid ilaglarla tedavi sonrasi opioid reseptor internalizasyonunun farklilik gdstermesi
de bu caligmalar1 destekler yondedir (85,93).

Kronik opioid tedavisini takiben olusan opioid reseptdr down regiilasyonu ge¢ donem
reseptor adaptif mekanizmalarindandir. Down regiilasyonun olusabilmesi i¢in internalize edilen
reseptOriin parcalanmasi ya da yeni reseptor sentezinin azalmasi gerekmektedir. Boylece azalan
reseptOr sayisinin tolerans gelisimine sebebiyet verdigi diisiiniilebilir. Fakat bu diisiinceyi
destekleyen az sayida yaym mevcut olup (78), bu yaymlarin ¢ogunlugu da in vitro olarak
planlanmistir (94-96). in vivo calismalarin sonuclar1 ise hayli degiskendir. Kronik opioid
tedavisini takiben beyindeki opioid reseptorlerin sayisiin azaldigmi gosteren yayinlarin
yaninda arttigini veya degismedigini gosteren yayinlar mevcuttur (97-99).

Opioid tolerans ve bagimliligmin olusmasinda N-metil-D-aspartat (NMDA)/NO
sisteminin anahtar bir rolii olduguna yonelik ¢ok sayida calisma yapilmastir (8,76,83,100-102).
Glutamat, agr1 iletiminde ©6nemli bir noromediyatordiir. Glutamat, NMDA reseptorleri
iyonotropik reseptorlerdir. Glutamat tarafindan aktive edildiklerinde, kanali kapatan
magnezyum iyonu ayrilir ve bdylece hiicre i¢cine kalsiyum girisi olur. Kalsiyum kalmoduline
baglanarak NOS aktivitesini arttirir. Sentezlenen NO noronal plastisite ve santral sensitazyonda
rol oynar (103).

Morfin ile akut tedavinin, siganlarin motor korteksinde ve serebral korteksten alinan
beyin dilimlerinde ve sinaptozomlarnda endojen glutamat salinimini Onledigi gosterilmistir
(104,105). Ayrica sican serebral korteks kiiltiirlerinde ve serebral korteks sinir terminallerinde
glutamat salimiminin opioidler tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (106,107). Morfin
bagimli sicanlara nalokson injeksiyonu glutamat salmimini arttirmaktadir. Morfin bagiml
sicanlarda nalokson ya da naltrekson ile indiiklenmis, morfin ¢ekilme sendromu siiresince

niikleus akkumbens ve lokus seruleus’da glutamat diizeylerinin arttigmi in vivo mikrodializ
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yontemiyle gosterilmistir (108). Morfin bagimli sicanlara glutamat injeksiyonu doz bagiml
olarak c¢ekilme bulgularini baslatir. Bu davranigsal degisiklikler morfin reseptdr antagonisti
nalokson uygulamasin takiben olusan bulgularla benzerdir.

Yarismasiz NMDA reseptor antagonisti olan MK-801 ile yapilan caliymalarda morfin
tolerans ve bagimliligmin zayiflatildigr gosterilmistir (109). Glutamat tarafindan NMDA
reseptorlerinin aktivasyonuyla meydana getirilen bulgularin NOS aktivasyonu sonucu olusan
NO ile baglantili oldugu bilinmektedir (110). Dahas1 NO, morfin tolerans ve bagimliliginda rol
oynayan intraselliiler ulak olarak kabul edilmektedir (111).

Uzun siireli morfin tedavisinin serebral korteks ve amigdalada NOS aktivitesini arttirdig1
gosterilmistir (112). Leza ve ark. (113) da morfin pellet implantasyonunun ikinci giiniinde
serebral korteks NOS aktivitesini arttirdigini gostermislerdir. Bhargava ve ark. (75), p-
(morfin) ve x-(U50, 488H) opioid reseptor agonistlerine karst olusan tolerans iizerine 7-NI
(nNOS inhibitérii)’nin etkisi incelemis ve toleransi Onledigini gdzlemlemislerdir. Diger yandan
O-(enkefalin, deltanorfin) opioid reseptdor agonistlerine karsi olusan toleransta bu etki
gozlemlenmemistir (75,114). Yapilan diger bir calismada ise 7-NI'nin kan basinci artigina
sebebiyet vermeden morfin ¢ekilme bulgularii inhibe edebildigi gosterilmistir (100).

Nitrik oksit sentaz inhibitorlerinden farkli olarak NMDA reseptor antagonistleri d-
(enkefalin, deltanorfin) opioid reseptor agonistlerine karst olusan toleransa karsi da etki
gostermektedirler (115). Bu farkin sebebi belki de NOS aktivasyonun NMDA reseptOriiniin
uyarilmasiyla ortaya ¢ikan bulgulardan sadece birisi olmasidir. Morfin ile NMDA reseptor
antagonistlerinin veya NOS enzim inhibitorlerinin birlikte verilmesinin, NO konsantrayonunda
azalma yaparak, bagimlilik ve tolerans gelisimini zayiflattigi gosterilmistir (116). Arginin
dekarboksilaz enzimi araciligiyla L-arginin aminoasitinden sentezlenen agmatin, NMDA
reseptorlerini antagonize eden ve NOS aktivitesini inhibe eden 4-aminobutilguanidin
yapisindaki polikatyonik bir aminoasittir (117). Sistemik veya intratekal uygulanmasimin
morfin toleransini Onledigi saptanmustir (118). Agmatinin, tolerans iizerine olan etkisinin
temelinde NMDA/NO yolagi 6n plana c¢ikmakla beraber imidazolin ve alfa-adrenerjik
reseptorlere olan etkisinin de rol oynayabilecegi belirtilmektedir (118).

Heinzen ve Pollack NOS izoformlarindan hangisinin morfin toleransinda rol oynadigini
arastirmislar ve nNOS’un tolerans olusumuna katkisinin daha 6nemli oldugunu gostermislerdir
(76,79). Akut smirli stresin sican beyin korteksinde glutamat aktivitesini arttirarak iNOS’u
aktive ettigi gosterilmis, NMDA reseptor antagonisti MK-801’in bu aktivasyonu onledigi
bildirilmistir (119). Benzer bulgular kronik stres i¢in de Moro ve ark. (120) tarafindan
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bulunmugtur. Mikroglia hiicrelerinin interferon gama ve lipopolisakkarid tarafindan
uyarilmasinin iNOS aktivitesine sebebiyet verdigi Golde ve ark. (121) tarafindan gosterilmistir.
Iravani ve ark. (122) iinilateral intrastriatal N-metil-D-aspartik asit uygulamasinin sicanlarda
astroglial ve mikroglial hiicrelerde iNOS aktivitesine sebebiyet verdigini bulmuslardir.
nNOS’un morfin tolerans ve bagimliliginda merkezi roliine karsm, selektif iNOS inhibitorii
aminoguanidinin ile yapilan bir ¢calismada iNOS’un da morfin tolerans ve bagimliliginda rol
oynayabilecegi gosterilmistir (123).

Bu bilgiler 1s1ginda, uzun siireli morfin uygulanmasma yanit olarak, hipokampiis ve
amigdalada NO iiretiminin arttig1 ve artan NO’nun morfinin analjezik etkisini azalttig1 ileri
stiriilebilir (75,79,124). Diger yandan Mayer ve ark. (125) noropatik agr1 ve morfin toleransinin
hiicresel mekanizmas1 lizerine yaptiklar1 c¢aligmalarinda, hiperaljezi ve tolerans olusum
mekanizmalarmin hiicresel diizeyde benzer oldugunu ve etki yerinin medulla spinalis dorsal
boynuzu oldugunu gostermislerdir. Bu calismaya gore kronik morfin uygulamasi p-reseptorleri
stirekli uyararak protein kinaz C (PKC) translokasyonuna sebebiyet verilmektedir. Transloke
olan PKC, NMDA reseptorlerindeki Mg** blokajmi ortadan kaldirarak aktive eder, boylece
hiicre i¢ine Ca®* iyonu girer. Hiicre icine giren Ca®* iyonu, NOS aktivasyonunu, daha fazla
PKC olusumunu, DNA zincir kirilmasini baglatabilen peroksinitrit (ONOO’) olusumunu
tetikler. Olusan PKC p-opioid reseptorlerine etkiyerek G protein ayrigmasina sebebiyet verir.
Peroksinitrit hasarina kars1 niikleus tamir enzimi “poly (ADP-ribose) synthase” (PARS) aktive
olur. Bu enzim de hiicre disfonksiyonuna ve dliimiine sebebiyet verir.

NO nosisepsiyon olusumu i¢in temel ndromodiilatorlerden biri olmasina karsin, diger
yandan tonik kolinerjik agri inhibisyonu i¢in de énemli bir mediyatordiir (126). Sonug olarak
NO birbiriyle catisan ¢ift yonlii etkisi olan bir molekiil gibi goziikkmektedir (4).

L-arginin tiim NOS izoformlarinin dogal substratidir. Beyin dokusunda NO’nun yiiksek
konsantrasyonlarini devam ettirmek olduk¢a zordur, ciinkii L-arginin sentezi i¢in gerekli olan
tire siklusu enzimleri bulunmamaktadir (127). Artmig NO sentezi i¢in serebrospinal sivinin L-
arginin iceriginin yeterli olmas1 gerekmektedir (128). L-arginin 6n tedavisinin ya da tedaviye
eklenmesinin NO konsantrasyonunu arttirarak bagimlilik ve tolerans gelisimine sebebiyet
verdigi gosterilmistir (76). Kumar ve Bahargava (74) calismalarinda L-arginin tedavisinin
morfin antinosisepsiyonunu zayiflattigini gostermislerdir. L-argininin bu etkisinin MK-801 ve
L-NAME ile geri dondiiriilebildigi gosterilmistir (129).

Giinlimiizde ADMA’nin santral sinir sistemi iizerindeki etkilerine yonelik kapsamli

bilgiler bulunmamaktadir. Biz calismamiza, Kielstein ve ark. (14) tarafindan ileri siiriilen
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“ADMA’nm opioid tolerans ve bagimliliginda modiilator rolii olabilir’” adli hipotez yazilarini
temel alarak basladik. Morfin tolerans ve bagimliliginin ¢esitli asamalarimi gorebilmek
amaciyla 3-6-9 ve 10 giin boyunca, giinde iki defa 10 mg/kg s.c. olarak morfin verilen dort
grup olusturduk. Morfin toleransinin birinci giinden itibaren gelismeye basladigini tail flick ve
hot plate testleriyle gosterdik. Morfinin analjezik etkisine kars1 6-9 giinler arasinda tam tolerans
gelisti. Tolerans gelisimini tail flick testinde hot plate testine gore bir giin dnce gosterebildik.
Bu da iki test arasindaki duyarhilik farkia bagl olabilir.

Calismamizda tolerans ve bagimlilik ilizerine etkisini arastirdigimiz endojen molekiil
olan ADMA, tiim NOS izoformlarmi (nNOS, iNOS, eNOS) inhibe etmektedir. ADMA’nin
plazma diizeyinin kroner arter hastaliklari, diabetes mellitus, hiperkolestrolemi,
hiperhomosisteinemi, hipertansiyon, obezite, periferik arter hastaliklari, preeklampsi ve tiroid
hastaliklarda arttigr gosterilmistir (130-132). ADMA, dimetilarginin dimetil-aminohidrolaz
(DDAH) enzimi tarafindan metabolize edilir. Bu enzimin DDAH1 ve DDAH2 olarak
adlandirilan iki izoformu bulunmaktadir (133). DDAHI1, nNOS’un sentez edildigi dokularda
uretilir.

Asimetrik dimetilargininin nNOS {izerine etkinliginin eNOS’a gore daha fazla oldugu
yoniinde de ¢alismalar vardir (134). ADMA’nin da NO olusumunu azaltarak morfin toleransi
ve bagimliliginin olugsmasinda ©nemli bir diizenleyici olmasi beklenebilir. Fakat biz
calismamizda morfin tolerans ve bagimhiliginin gelisim asamalar: ile plazma ADMA, SDMA,
L-arginin ve L-homoarginin diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon bulamadik. Sadece
opioid tolerans gelisiminin Uglincli giiniinde alinan plazma Orneklerinde L-arginin ve L-
homoarginin diizeylerinde, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiikseklik tespit
ettik. Fakat bu yiikseklik ¢alismamizin ilerleyen giinlerinde (74,83,132) yapilan plazma
Olciimlerinde devam etmedi. L-homoarginin artis1 bir¢cok patolojik ve fizyolojik durumda
meydana gelebildigi i¢cin biz bu artis1 goz ardi ettik (135). Plazma ADMA diizeyi yerine beyin
ADMA diizeyleri ol¢iilerek yapilan bir caligma ile bizim bu arastirmada gozleyemedigimiz

etkilesim ortaya konulabilir.
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SONUCLAR

Opioid ilaglarm kullanimi sirasinda ortaya c¢ikan ve bu ilaglarm kullanimini ciddi
olarak kisitlayan bagimlilik ve toleransin, olusum mekanizmasina asimetrik dimetil argininin
etkisini arastirdigimiz calismamizda;

1. Morfinin subkutan olarak giinde iki kere 10 mg/kg tekrarlayan injeksiyonunu
takiben antinosiseptif etkisi ilk giinden itibaren azalmaya basladi, ortalama 6-9. giinlerde tail
flick ve hot plate testlerinde tam bir tolerans olustugu gosterildi.

2. Antinosisepsiyon testlerinin tamamlanmasindan sonra 10. giinde nalokson
uygulamas: ise denekleri yoksunluk sendromuna soktu. Bagimli farelerde yoksunlugun
gostergesi olan sicrama ve On penge tremoru kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
yiiksekti.

3. Tolerans ve bagimlik olusum siirecinde, plazma ADMA ve SDMA diizeylerinde
kontrole gore anlamli bir farklilik goriilmedi. L-arginin ve L-homoarginin diizeylerinde ise
sadece 3. giin (Grup I) Olciimlerinde anlaml bir yiikseklik saptandi, fakat bu yiikseklik
tolerans gelisiminin daha ileri safhalarinda (6, 9, 10. giin) devam etmedi.

Bulgularimiz; plazma ADMA, SDMA, L-arginin ve L-homoarginin diizeyleri ile
morfin tolerans ve bagimlilig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon olmadigini

gostermektedir.
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OZET

Asimetrik dimetilargininin artmus plazma diizeyleri bircok kardiyovaskiiler ve
metabolik hastalikla iligkilidir. Bu ¢alismada, endojen nitrik oksit sentaz inhibitorii asimetrik
dimetilargininin, opioid bagimlilig1 ve tolerans gelisiminde 6nemli katkis1 oldugu hipotezini,
farelerde morfine tolerans ve bagimlilik gelisirken plazma asimetrik dimetilarginin
seviyelerinin Olcliimii yoluyla arastirdik. Morfine tolerans ve bagimlilik, giinde iki kez 10
mg/kg subkutan morfin injeksiyonuyla olusturuldu. Fareler, 3, 6, 9 ve 10 giin beslenen
gruplara ayrildi. Tail flick testinde morfinin antinosiseptif etkisinin kaybi, tolerans gelisiminin
derecesini belirlemek icin kullanildi. Fiziksel bagimlilik 5 mg/kg nalokson verilmesini
takiben meydana gelen ¢ekilme sendromu bulgular1 olan sigrama ve 0n penge tremorlarinin
20 dakika siiresince sayilmasiyla belirlendi. Her beslenme periyodunun sonunda hayvanlara
anestezi verilerek kalplerinden kan Ornekleri alindi. Morfin tolerans ve bagimlilig1 gelisen
farelerde, asimetrik dimetilarginin, simetrik dimetilarginin, L-arginin ve L-homoarginin
diizeyleri siire uyumlu kontrol gruplarina gore farkli degildi. Benzer olarak, tolerans ve
bagimliligim degisik asamalarnda olan fare gruplarindaki plazma asimetrik dimetilarginin ve
diger molekiil konsantrasyonlarinda da bir farklilik goriilmedi.

Sonuglarimiz morfin tolerans ve bagimhiliginin gelisimi siiresince endojen asimetrik
dimetilarginin, simetrik dimetilarginin, L-arginin ve L-homoarginin diizeylerinin,

hipotezimizle uyumsuz olarak degismedigini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Morfin, tolerans, bagimlilik, asimetrik dimetil arginin, nitrik

oksit.
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MODULATORY ROLE OF THE ENDOGENOUS NITRIC OXIDE
SYNTHASE INHIBITOR ASYMMETRIC DIMETILARGININE, IN
MORPHINE TOLERANCE AND DEPENCE IN MICE

SUMMARY

Elevated plasma asymmetric dimethylarginine levels have been implicated in many
cardiovascular and metabolic disorders. In the current work, we investigated the hypothesis
that endogenous nitric oxide synthase inhibitor asymmetric dimethylarginine is an important
contributor to opioid tolerance and dependence, by determining plasma asymmetric
dimethylarginine levels during the development of tolerance and dependence to morphine in
mice. Tolerance to and dependence on morphine were induced by repeated injections of
morphine (10 mg/kg, s.c.) twice daily to mice, divided into groups of 3, 6, 9 and 10 day
feeding duration. The loss of antinociceptive effect of morphine in the tail flick test was used
for evaluating the degree of tolerance. Physical dependence was assessed following the
administration of a 5 mg/kg dose of naloxone, by counting the occurrence of withdrawal
jumps and forepaw tremors for 20 min. At the end of each period, animals were anesthetized
and blood samples were collected from the heart. The plasma levels of asymmetric
dimethylarginine, symmetric dimethylarginine, L-arginine and L-homoarginine in morphine
tolerant and dependent mice were not different from duration-matched control mice.
Similarly, no difference was observed in plasma asymmetric dimethylarginine and the other
molecules concentrations between groups of mice with different stages of development of

tolerance and dependence. Our results suggest that endogenous asymmetric dimethylarginine,
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symmetric dimethylarginine, homoarginine and L-arginin levels remain unchanged during the
development of morphine tolerance and dependence, and are not associated with these

phenomena.

Keywords: morphine, tolerance, dependence, asymmetric dimethylarginine, nitric

oxide.
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modilatdr roli” baslikl gahisma hakkinda gorilgiildt; aragtirmanin amag, yaklagim, gereg ve ydntemler
dikkate alinarak incelenmesi sonucunda: Hayvan Haklar1 Evrensel Bildirgesi ve etik kurallara uygun
olarak hazirlandigina ve galismanin yapilabilecegine mevcudun oy birligi ile karar verilmistir.
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Yoneticiligini yapmis oldugunuz ve Ars. Goér. Dr. Ozgiur GUNDUZ'Gn “Endojen
Nitrik Oksid Sentaz inhibitéri Asimetrik Dimetilarginin'in (ADMA) morfin Tolerans ve
Bagimhligindaki Modilatér Rolu ” bashkh tipta uzmanhk projesinin, 6 (altl) ay slire ve
15.000,00 TL ile desteklenmesine, Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu'nun
29.04 2009 tarih ve 2009/02 sayili toplantisinda mevcudun oy birligi ile karar
verilmistir.

Bilimsel Arastirma Projeleri Y&nergesi'nin 12. maddesi uyarinca diizenlenen
ve ekte sunulan Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Sézlesmesi'nin
tarafinizca imzalanarak 1 (bir} hafta iginde Rektérlige iletiimesi hususunda

bilgilerinizi ve geredini rica ederim.
Prof. Dr. Beyhan KARAMANLIOGLU

Rektér Yardimceisi ve
Komisyon Baskani

EK: 1 adet protokol sézlesmesi
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