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GIRIS

KONU VE AMAC

Agrt genellikle doku zedelenmesine bagli yani nosiseptif
nitelikte bir duygudur (1). Gergek veya olasi bir doku hasariyla iligkili
hosa gitmeyen duyusal ve emosyonel deneyim olarak
tamumlanmaktadir (2,3). Kimyasal, mekanik veya termal uyariya
beklenen normal fizyolojik bir yanit olarak ortaya cikmaktadir (4).
Postoperatif agri, kanser ve artrit gibi birgok nosiseptif durum
inflamasyonla iliskili oldujndan allodinya ve hiperaljezi gibi
nosiseptif durumlarin olusum mekanizmalarini ve bu durumda
kullanilacak ~ potansiyel  antinosiseptif = ajanlarmn  etkinligini
degerlendirmek  i¢in  deneysel inflamatuvar agnn  modelleri
gelistirilmistir (5). Opioidler orta dereceli ve siddetli agrilarn
tedavisinde ve postoperatif doénemde en vyaygin kullanilan
analjeziklerdir. Genis bir glivenlik araligryla milkemmel bir analjezi
saglar. Fak#t kisiler arasinda opioid gereksinimi yéniinden 6nemli
farkliliklarin ~ oldugu  bilindiginden doz ilacin etkisine gére

ayarlanmalidir (6). Opioidler antinosiseptif etkisini beyin ve
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omurilikteki mii, delta ve kappa opioid reseptdrlerini etkileyerek
gostermektedir (7). Mil opiod reseptétlerinin analjezik etkisinin daha
fazla oldugu bildirilmistit ve geleneksel olarak klinikte siklikla
kullanilan opioidler mil opioid reseptdér agonistleridir. Mii opioid
reseptOr agonistleri agridaki kullanim: disinda bazi diger biyolojik
etkileri de olusturmakta ve ayrica da santral sinir sisteminde sedasyon,
solunum depresyonu gibi klinikte arzulanmayan bazi yan etkilere
neden olmaktadir (5). Bu nedenle, yalizca periferik etkili opioidlerin
ve non-opioid ilaglarin kesfedilmesi belki de santral sinir sistemindeki
yan etkilerin 6nlenmesi i¢in tek yoldur (8). Nitekim, periferik opioid
reseptorlerin belirlenmesiyle opioidlerin periferik mekanizmalarla da
analjezi olusturabilecegi ve lokal uygulanan opioid agonistlerin
inflamasyonlu  dokularda  reseptorleriyle etkileserek  belirgin
antinosiseptif etkiler olugsturabilecegi saptanmustir (5,7). Bununla
birlikte, opioidlerin olusturdugu bu periferik etkinin mekanizmalari
heniiz tam olarak aciklanamamustir. 1992 yilinda arastirmacilar
morfinle olusan antinosisepsiyonda santral L-Arginin/NO/ siklik
guanozin monofosfat (sGMP) yolaginin roltinii tamimlamuslardir (9).
Son zamanlarda agrinin algilanmasinda periferik nosiseptif yolaklarla
nitrik oksidin (NO) iliskisi oldugu da bildirilmistir (7). L-
Arginin/NO/sGMP  yolagimin aktivatdrleri ve/veya inhibitorleri
kullanilarak, bu yolakta NO’in hem nosiseptif hem de antinosiseptif
etkili olabilecegi saptanmustir NO’in mekanik, kimyasal ve termal
hiperaljezi mekanizmalarinin gelisimi ve devaminda rol oynadigini
gosteren bircok kanit bulunmaktadir (10),

Ayrica, morfin ile olusan antinosisepsiyonda ATP duyarli K~

kanallarinin rolti gosterilmistir. Nitrik oksid'in ise ¢esitli dokularda
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sGMP'yi artirarak farkli tipteki K~ kanallarmi aktive edebildigi
bilinmektedir (9). In vitro caligmalarda morfinin adenilil siklaz
aktivasyonunu inhibe ettigi, sGMP olusumunu stimiille ettig
saptanmig ve NO salinimt ile sGMP’nin stimiilasyonunun hem motfin
hem de asetil kolin’in periferik analjezik etkisinden sorumlu oldugu
gosterilmistir (7). Yapilan preklinik calismalarla NO'in periferik
olarak uygulanan mi, delta ve kappa opioid reseptér agonistlerinin
analjezik etkisini arttrdigi ve bu analjezik etkinin kismen L-
Arginin/NO/sGMP yolagi aracili oldugu bildirilmistir (7,11,12). Tiim
bu sonuglar L-Arginin/NO/sGMP  yolagmin periferik morfin
analjezisinde rol oynadigim géstermektedir (7).

Diabetes mellitus gesitli komplikasyonlarla seyreden uzun stireli
kronik bir hastaliktir ve tilkeler i¢in finansal bir sorun haline gelmistit
(13) Retinopati, noropati, vaskiilopati gibi diger sistemlerde olusan
bozukluklarin yamsira diabetik kisilerin agr1  yanitlarinda da
degisiklilerin oldugu bildirilmigtir. Streptozotosin (STZ) ile diabet
yapilan farelerde morfinin antinosiseptif etki giiclinlin azaldig1 ve
hipergliseminin bu etkiden sorumlu oldugu gdsterilmistir (14,15)
Diabetik  farelerde intraserebroventrikiiler uygulanan morfinin
antinosiseptif etkisin de kontrollere gére anlamli derecede azaldig: ve
bu azalmanin en azindan kismen diabette ATP bagimhi K°
kanallaninda gozlenen fonksiyon bozukluguna bagl oldugu
bildirilmistir (14). Ayrca, diabetik hayvanlarda gozlenen agn
algifanmasinki degisikligin endojen opioid peptid aktivetisindeki

azalmanin sonucu olabilecegi kabul edilmektedir (16).
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Bu ¢alismada, mii opioid reseptér aracih periferik analjezide L-
Arginin/NO/sGMP yolagimn rolii ve diabette bu yolak aracili etkide

bir degisiklik olup olmadiFinin aragtirilmasi amaclanmistiy.

Vi B i




R e O TSP SR

o e R R e B e i

GENEL BiLGILER

Akut Agr1 Mekanizmalar::

Uluslararasi agri ¢alisma dernegi agriyt "hos olmayan, gercek
veya potansiyel doku hasari veya tehdidi ile birlikte bulunan, duyusal
ve hissi deneyim" olarak tanimlamaktadir. Bu tanim agrinin objekiif,
fizyolojik duyusal yonleriyle birlikte subjektif, hissi ve psikolojik
bilesenlerini de igine almaktadir. Akut agrt ise "cerrahi, travma veya
akut hastaliga eslik eden kimyasal, termal veya mekanik stimulusa
beklenen normal fizyolojik yanit olarak tanimlanmaktadir (17). Doku
hasari, inflamasyon ve sinir lezyonlart sonrasinda allodinya ve
hiperaljezi gibi nosisepsiyon durumlari siklikla gbzlenmekiedir.
Allodinya normalde zararsiz bir uyariyla olusan agn durumu jken,
hiperaljezi zararl bir uyariya kars: olusan artmis agn reaksiyonudur
(5).

Akut agrimin algilanmasinda, anatomik olarak agriy1 periferden
serebral kortekse tasiyan i néronlu sinir yolaklar1 rol oynamaktadst
Primer afférent noronlar arka kok ganglionunda  bulunur,
lokalizasyonu her omurilik seviyesinde vertebral foramenler icindedir,

Her bir néron aksonunun bir ucu innerve ettigi periferik dokuda, diger




ucu ise omuriligin arka boynuzundadir. Arka boynuzda primer
afferent néron ikinei swadaki néronla sinaps yapar ve bu ikinci
noronun aksonlari1 orta hatt: gecip  kontralateral  spinotalamik
traktustan yukar1 ¢ikarak talamusa ulasir. Ikinci swadaki néronlar
talamik niikleusta {igtinci siradaki néronlarla sinaps yaparlar, bu
tiglincll ndronlarin uzantilan ise internal kapsiil ve korona radiata'dan
gegerek serebral korteksin postsantral girusuna ulagir (17). Nosiseptif
uyarilart ileten ¢ biiyiik yiikselen volak vardir (18). Tractus
spinotalamicus, tractus spinoreticularis ve tractus
spinomesencephalicus. Bu fig yolak a@ri komponentlerinin degisik

sekilde algilanmasinda rol oynamaktadit (Sekil 1)(1,6,18).
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Sekil 1. Nosiseptif uyarilari ileten yiikselen yolaklar
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Noksioz (zararlt) wuyarilan algilayip ileten reseptorlere
"nosiseptor' adi verilir. Bu reseptérler spesifik modalitedeki enerjiyi
aksiyon potansiyellerine dontistiiriir. Nosiseptorler siklikla kapsiile
olmamis "serbest sinir uclary” olarak adlandurilir ve doku hasari icin
tehdid olusturan veya doku hasarina yol agan stimulus ile aktive
olurlar. Tlim nosiseptdrler kiigiik ¢aphi myelinli A delta (A8) veya
myelinsiz sinir lifleriyle (C lifleri) innerve olur (17,19). Sonugta agr,
ylksek esikli, ince, az myelinli (A-delta) ve myelinsiz (C lifleri)
liflerle iletilir (17).

Doku hasarma yol agan stimulusun aktive ettigi sistemler
kompleks bir diizende islemektedir. Normal kosullar altinda nosiseptif
primer afferentlerin ¢ok kiigtik bir spontan aktivitesi mevcuttur, fakat
doku hasarindan sonra bu aktivitede progressif bir artis olur. Bunun
nedeni doku hasarinin serbest sinir uglarini hassaslastiracak veya
uyaracak aktif faktorlerin salimmina yol agmasidir. Serbest sinix
uglariyla iligkili yapisal bir reseptdr bulunmamasina karsin, nosiseptif
duyusal entegrasyonun periferik komponentleti nosiseptdrlerin
etrafindaki dokuda yerlesmistir . A-delta ve C liflerinin uglan kiigiik
kan damarlant ve mast hiicreleri ile cevrilidir (17,19). Bu figli
¢evredeki komsu sinir uglariyla birlikte fonksiyonel {initeyi

olusturmaktadir (Sekil 2) (17,18,19).
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Sekil 2. Agnimun periferik komponentinden sorumlu fonksiyonel iinite

Periferik afferent lifler icerdigi ve saliverdigi nérokimyasal
molekiil temel alinarak birbirinden ayrilabilir. Omurilik arka
boynuzundaki periferik afferent liflerde sentezlenen farkls maddeler
santral transmisyonda ve nosiseptif bilginin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Bu maddeler arasinda glutamat ve diger eksitatdr
amino asidler; substans P (SP) ve kalsitonin geni ile iliskili peptid
(CGRP) gibi ndropeptidler; ATP gibi hiicresel enerji kaynaklars;
diffiize olabilgn bir gaz olan nitrik oksid; fosfolipid metabolitleri

prostaglandinler ve nérotrofinler (biiyiime faktérleri) yer almaktadir.
Bu olas! transmitterler diger ndropeptidlerden, degisik enzimlerden ve

diger molekiillerden farkli olarak periferik afferent liflerde birlikte




depolanir, birlikte diizenlenir ve birlikte saliverilir (20). Doku
hasarinin baslattig: periferik sinir uclarmin antidromik aktivasyonu,

periferde substans P ve glutamat® da iceren nérotransmitterlerin

salinimina neden olur (Sekil 3X17,20).

Doku ve immun hiicre kaynakh faktérler }

Fibro last Mast licresi Malfof'aj Hasarli doku

5- HT ,JHistamin Sitokinler,NO ATP.H"
DOKU ' Substans PT,CGRP?T ,JEksitatér

NOSISEPTIF C LiFi ucu
ammoasndlerT‘ Shiiere ici Ca™1, K'!,
HASARI NOT Jfosfolipaz CT,adenilil siklaz?T

. %

Kininler ATPNO  5-HT ATP,PGNPY

Damarlardan ve sempatik sinir uclarindan
kaynaklanan faktérler

Sekil 3. Doku hasan ile periferik duyusal liﬂerden salrverilen

norotransmitterler
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Doku hasari ayni zamanda arasidonik asid metabolitlerinin
(6rn. prostaglandin ve 16kotrienler) lokal konsantrasyonlarimi da
arttirir (17). Bu metabolitler direkt olarak ndrokinin ve eksitator
amino asid reseptdtlerine sahip oldugu gdsterilen diger C liflerini
aktive ederek mast hiicrelerinin degraniilasyonunu saglar ya da
plazma ekstravazasyonununa ve olasihikla ddeme yol acar (Sekil
2)(17,18). Mast hiicrelerinden  salinan maddeler (histamin ve
sitokinler) nosiseptorlerin sensitizasyonu veya aktivasyonuna neden
olarak afferent nosiseptif sinir liflerinin desarjini saglar. Ozet olarak,
nosiseptif sinir uglar gergek veya tehdid edici doku hasarini aksiyon
potansiyallerine déntistirmek igin diger hiicrelerdeki kimyasal
tritnleri kullanir (17). Periferik sensitizasyonda rol oynayan cesitli
ndroaktif substanslar ve bunlarn endojen kaynaklart sekil 4 ve tablo
I'de gosterilmistir (4,19). Bu fenomene, plazma ekstravazasyonu
sitasinda salman kan kaynakli aktif faktbrler, lokal inflamatuvar
hiicreler tarafindan salman ajanlar ve primer afferent liflerin

uclarindan salinan nérotransmitterler aracihik eder (17).
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omurilik

O

Nosiseptorlerden salinan

*E ligandlar
> Substans P,ATP
Periferik duyusal afferent Opioidler,Adenozin
lifler (nosiseptorler) Glutamat,No6ropeptid Y
Kolesistokinin

Sekil 4. Nosiseptorlerdeki ligandlar
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Tablo 1. Periferik sensitizasyonda rol oynayan néroaktif maddeler

MADDELER KAYNAKLARI

Substans P Sinir uglar1

Glutamat Sinir uglart

Bradikinin Plazma kininojen

Histamin Mast hiicreleri ve trombositler
Protonlar Iskemi, hasarh hiicreler
Prostaglandinler Hasarli hiicreler

Interlskinler Mast hiicreleri

Tiimor nekrozis faktér alfa Mast hiicreleri

Primer duyusal afferent lifler tarafindan bu iyi tanimlanmisg agri
mesajlarr omuriligin arka boynuzuna tasinir. Bu sistemier asendan ve
desendan olarak diizenlenebilir. Asendan yani yukanya dogru
diizenlenmesinin (fasilitasyonu veya sensitizasyonu) hasar sonrasi
olusan agr durumundan sorumlu oldugu kabul edilmektedir. Bu
sensitizasyon durumunun kendine has bir 6zelligi vardir ve altta yatan
mekanizmalarin ise NMDA reseptorleri ile baslayan ve prostaglandin
ve nitrik oksid gibi transmitterlerin omurilikten salinimi ile devam
eden olaylar kaskad: sonucu gelistigi diistiniilmektedir Tam tersine
desendan yani asagi dogru olan diizenlemede ise ¢esitli supraspinal
yapilar omurilikten asagi lifler gbndererek arka boynuzdaki agriy
inhibe ederler (17) Omurilikteki substantia gelatinosa'da birinci néron

ucu ve ikinci nérondan bagka, agr ile ilgili fictincii bir yapt olan
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enkefalinerjik  ara-ndronlar vardu. S6éz konusu  ara-néronlar
presinaptik ugla aksoaksonik sinaps vaparlar; ara-néronlardan
salverilen enkefalin pentapeptidler delta ve kappa opioid reseptérler
araciilyla  hem  presinaptik  inhibisyon  (nérotransmiter
saliverilmesinde azalma) ve hem de postsinaptik inhibisyon yaparak
birinci agrt néronundan ikinciye impuls asiriming, bagka bir deyisle,
agrli impuls girisini bask: altinda tutarlar. Enkefalinerjik noronlar
supraspinal inici yolak tarafindan aktive edilirler (1). Tiim bu yolaklar
doku hasarini agriya déniistiiten kodlama mekanizmalarinda ve
agrinin modtilasyonunda rol oynamaktadir. Bununla birlikte akut agri
¢ok boyutlu bir deneyim olup, kagma ve diger tepkisel davraniglari
iceren motivasyonel-emosyonel mekanizmalarla birliktedir. Duyusal,
motivasyonel ve kognitif proseslerin kompleks etkilesmesi entegre
motor yamtlar etkileyerek agyiy1 karakterize eden davramis: belitler.
Sonug olarak, diger bilingli duyular gibi akut agrinin algilanmasi da
reseptorler gibl islev géren 6zellesmis ndronlarla uyarmin algilanmas:
ve onun uygun sekile doniistiiriilerek tasmmasi ve santral sinir
sistemine iletilmesine bagldir. Buna gore, agn kompleks
mekanizmalar sonucu olusan; periferik, spinal ve supraspinal olarak
modiile edilebilen; ve emosyonel ve davranissal yamtlan da iceren

¢ok boyutlu bir deneyim olarak kabul edilmektedir (17).




NITRIK OKSID VE NOROFIZYOPATOLOJIK
ETKILERI:

Kiiglik molekiil agitlikli ve zehirli bir gaz olan nitrik oksid (NO)
bilimsel ¢alismalarin odagi haline gelmis ve NO ile ilgili
arastirmalarda 1991°den sonra asir1 derecede artis olmustur, Bu
¢alismalar sonucunda, fizyolojik ve patolojik olaylardaki rolii hakinda
daha fazla bilgi edinilen NO, 1992 yilinda yilin molekiilii segilmistir.

Lipid ve suda ¢6zlinen serbest radikal bir gaz olan NO, NO,
gibi diger radikaller, NO,™ gibi orta derece stabil anyonlar, NO; gibi
dayanikli anyonlarin yaninda, N,O; gibi dayaniksiz oksitler ve
ONOQO" gibi dayaniksiz peroksitler olusturur. Diisiik pH’da biriken
nitrit (NO,") proton kazanarak nitrdz aside ve daha sonra da NO’e

dontstir (21).

Sentez ve Inhibisyon

Serbest bir radikal olan NO, nitrik oksid sentaz (NOS) denilen
enzim ailesi tarafindan, bir aminoasid olan L-arginin’in terminal
guanidin grubunun NO’¢ ¢evrilmesiyle firetilir . Bu olusum esnasinda
molekiiler oksijen ile, kofakt6r olarak, nikotinamid adenin diniikleotid
(NADPH), flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid
(FMN) ve terahidrobiyopterin (BH4)’e gereksinim vardir. Bu sekilde
liretilen ve islevini yerine getiren NO, hizla hemoglobin, metilen
mavisi ve siiperoksid anyonu tarafindan nétralize edilir ve 10 saniye

i¢inde nitrit veya nitratlara déntisttiriiliir(Sekil 5)(21,22).
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L-Arginin

e g e A oS

NO sentaz

L-Sitrullin Nitrik oksid

Solubl guanilat sikla;
GTP > sGMP

Sekil 5. NO’in sentezlenmesi
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NOS, fizikokimyasal ve kinetik &zelliklerine gore iki gruba
(konstitutif veya diger adiyla yapisal ve indiiklenebilir) ayrilir (tablo
2)(21,22).

Tablo 2. NOS izoformlari

Tipi Kofaktorleri Diizenlenmesi Bulundugu yer

Ia NADPH,BH,, Ca*"*/kalmodulin Beyin,serebellum
FAD/FMN

Ib NADPH Ca"’/kalmodulin | Endotel hiicresi

Ic NADPH,BH,,FAD | Ca™ Notrofil

I NADPH,BH,, Endotoksinler, Makrofajlar
FAD/FMN Sitokinler

I NADPH,BH, Ca"/kalmodulin ~ |Endotel hiicresi

NOS’lan sentezleyen 3 gen bulunur ve bu genlerden herbiri bir
NOS izoformunu olusturur (NOSI, NOS2, NOS3). Suasiyla
kromozom 12 ve 16 tarafindan kodlanan NOS1 ve NOS3, fizyolojik
kosullarda ilgili reseptorlerin uyarilmasina yanit olarak aktif hale
gecer. Noronal NOS (nNOS) ve endotelyal NOS (eNOS) olarak da
bilinen NOS1 ve NOS3, aktif hale gelmek icin Ca'a gereksinim

duyar ve bu nedenle konstitutif NOS olarak da adlandilirlar,

Noronlardan ve endotel hiicrelerinden izole edilen konstitutif NOS’un




sentez stiresi kisa ve iiretilen NO miktar ¢ok diistiktiir. Bunun nedeni,
hiicre i¢i iyonize kalsiyum konsantrasyonu azalmaya basladif1 anda
enzimin inaktif duruma gecmesidir,

Digerlerinin  aksine, hiicre icinde  bulunmayan NOS2,
kromozom 7 tarafindan kodlanir. Endotoksin ve /veya degisik
sitokinlere yanit olarak makrofajlar ve diger hiicre tiplerinin
uyarilmasiyla Ca™dan bagimsiz olarak salgilanan ve normal
kosullarda gisterilemeyen NOS2’ye indiiklenebilen veya uyarilabilen
NOS (iNOS) ad1 verilit. Bu izoforma ayrica immunolojik NOS de
denilmektedir. Ozellikle bakteri liposakkaritleri ve intet feron-y (IFN-
) ile uyanlan makrofajlar bol miktarda NO uretirler. Bu sekilde
iNOS’la liretilen NO sentezi saatlerce hatta glinlerce devam edebilir.
NO’in tretilmesi igin gerekli olan L-Arginin/NO yolu L-NMMA, L-
NA, L-NAA, 7-NI, L-NIO gibi L-Arginin analoglari ve L-Arginin’in
guanidium kismina benzeyen, bircok amino asid bilesigi tarafindan
inhibe edilebilir. NOS’i inhibe eden bir diger madde grubu da
glukokortikoidlerdir. Tiim izoformlara etkili bu inhibitérler

izoformlari arasinda kismen de olsa secicilik gosterirler (21).

Fizyolojik ve Fizyopatololojik Etkileri

Temel haberci maddelerden biri olan NO hiicre membranini
gecerek demir ve/veya siilfir igeren proteinlere baglanir. Ozellikle
noronlarda ve damar diiz kas hiicre membranmda bulunan guanilat
siklazi aktive eden NO, damar dilatasyonu ve sinirlerden uyarinin
iletimi gibef fizyolojik  fonksiyonlari gerceklestirir  (21). NO;
kardiyovaskiiler, endokrin, santral ve periferik sinir sistemleri gibi

birgok sistemde &nemli roller oynamaktadir. Solubl guanilat siklaz
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araciligtyla hiicre ici sGMP’de olusturdugu artis agr1 ve analjezi gibi
gesitli fizyolojik fonksiyonlari diizenleyebilir (10). Sinir sisteminde
major izoform olan nNOS tarafindan sentez edilereck merkezi ve
periferik sinir sisteminde de araci madde olarak gdrev yapan NO,
ndrokimyasal sistemin Snemli bir pargasini olusturmaktadir. NQO,
merkezi sinir sisteminde hafiza ve Ogrenme, sinirsel aktiviteler,
serebral kan akiminin diizenlenmesi ve agrnin hafifletilmesi gibi
birgok fizyolojik fonksiyonda araci madde olarak rol oynamaktadir.
Bunun disinda koku alma ve gérme islevinde de rolii oldugu
bildirilmistir. Endokrin sistem {izerinde yapilan bircok calisma, NO’in
hipotalamo-hipofizer hormon salmmmini diizenledigini gostermigtir
210

Hayvanlarin ve insanlarmn omurilik ve beyin bélgelerinde NOS
enziminin saptanmasiyla NO'in nérotransmisyondaki &nemi ortaya
cikmigtir (22). NO, santral ve periferik sinir sistemlerinde nérona) bir
haberci olarak gdrev yapmakta ve sinaptik plastisite ile ndrotoksisite
gibi  ¢esitli  biyolojik  olaylara  karismaktadir (23). L-
Arginin/NO/sGMP yolaginin santral ve periferal nosiseptif siireclerde
kompleks bir rol oynadift bilinmektedir (22,23,24). NO prekiirsori
bir madde olan L-Arginin'in beyindeki antinosiseptif proseslerde ikili
bir rolliniin oldugu bildirilmistir. S&yleki, kyotorfin-met-enkefalin
yolag: aracilifiyla antinosisepsiyon yaparken, NO/sGMP yolagiyla
nosisepsiyona neden olmaktadir (24). Intraserebroventrikiiler (icv)
uygulanan NOS inhibitdrlerinin (L-NAME, L-NMMA) veya solubl
guanilat sikf3z inhibitérii metilen mavisinin farelerde antinosiseptif
etki olusturmasi, nosisepsiyonun supraspinal transmisyonunda

NO/sGMP yolaginin kolaylastirict roliinii gdstermistir (23). Noronal




NOS NO'in beyinde major kaynagidir ve N-Metil-D-Aspartat
(NMDA)  reseptétlerinin uyartlmast  hiicre  ici kalsiyum
konsantrasyonlarini arttirarak bu enzimi aktive edebilir. Gergekten de
NO santral sinir sisteminde NMDA reseptotleri  veya diger
mekanizmalarla sinaptik etkinligin degistirilmesinde Snemli bir rol
oynayabilir. Doku hasar gibi bazi kosullar altinda, néronal olmayan
glial ve mikroglial hiicreler NO'in ¢ok Snemli bir kaynag: olabilir ve
bu hiicre tipleri sitokinlere, nétrofinlere ve prostaglandinlere yanit
olarak aktive edilen indiiklenebilir NOS aktivitesine sahiptir. Olusan
NO hiicre i¢i transdiiksiyon mekanizmalaring (sGMP olusumu ve
protein kinaz aktivasyonu) indiikleyerek pronosiseptif etki gdsterebilir
(20). Bununla birlikte, santral sinir sisteminde NO'in biyolojik rolii
tam olarak bilinmemektedir. Beta-endorfin glicli antinosiseptif etki
gosteren endojen bir  opioid peptiddir.  Veriler, beta-endorfin
tarafindan aktive olan inici agr baskilama yolaklarmin kontroliinde
NO/sGMP sisteminin roliinii gostermektedir, Farelere
intraserebroventrikiiler olarak onceden L-Arginin uygulanmasinin,
aynt yolla uygulanan beta-endorfin'in antinosiseptif  etkisini
giiclendirdigi ve bu etkinin L-NAME ile zayiflatildig: bildirilmistir,
Bu nedenle, L-Arginin'in supraspinal bélgede beta-endorfin ile olusan
antinosisepsiyonu arttirdig; diglinfilmustir (25). Ayrica, L-Arginin
kyotorfin'in bir prekiirsérii olarak da antinosiseptif etki gdsterebilir
Bu peptid beyinde diger bir endojen opioid peptid olan met-
enkafalin'in salmimin: arttirmaktadit (10).
Omurilik dlizeyinde nosisepsiyonun transmisyonunda da NQ'in
etkili oldugu kabul edilmektedir. NO, omurilik arka boynuzunda

nosiseptif bilginin serebral diizeye faginmasinm saglar. Periferik
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duyusal afferentlerin zedelenmes; veya kutantz/viseral inflamasyon
kosullarinda omurilik arka boynuzunda NOS enziminde up-
reglilasyon olusmakta ve NO sentazi inhibe eden veya aktive eden
ilaglar nosisepsiyon yanitinda siastyla azalmaya ve artmaya neden
olmaktadir (20) Periferik nosiseptif reflekslerin omurilik diizeyinde
NMDA tarafindan fasilitasyonunun endojen NO diizeyinde bir artisla
sonuglandigi bilinmektedir (24). Bununla uyumlu olarak, C liflerinin
uyariimasinin NMDA reseptor aktivasyonuyla hiicre ici kalsiyum
konsantrasyonlarini  arttrarak  NO uretimine neden oldugu
bildirilmigtir  (20). Ayrica, intratekal NMDA  enjeksiyonunun
indtikledigi termal hiperaljeziyi aymi yolla uygulanan L-NAME'nin
ortadan kaldirdigi gosterilmistir (22). NOS inhibitérlerinin hayvan
modellerinde antinosiseptif etkileri gosterilmisse de, periferik sinir
sistemi ve omurilik diizeyinde nosisepsiyona NO'in etkisinin
degerlendirilmesi olduk¢a zordur. Farkli sonuglar kullanilan hayvanin
cinsine ve uygulanan agr1 stimulusuna bagl: olabilir (24).

NO'in beyin ve omurilik disinda periferik sinir sisteminde de
nosisepsiyonun iletilmesinde etkisi oldugu bilinmektedir. Bununla
birlikte, periferik sinir sisteminde NO%in roli komplekstir, L-
Arginin/NO/sGMP  yolagimin  aktivatérleri ve/veya inhibitérleri
kullanilarak, periferik dokularda L-Arginin/NO/sGMP  yolaginda
NO’in hem nosiseptif hem de antinosiseptif etkili oldugu bildirilmistir
(10,23). Periferik sinir uclarinin kimyasal olarak uyanlmasiyla olusan
agrt modellerinde veya termal ve mekanik uyanlarla olusturulan
viseral agn fodellerinde NOS inhibitérleri antinosiseptif etkiler
olusturmaktadir, Benzer sekilde, NOS inhibitérii L-NAME farelerde
glcli antinosiseptif aktivite gostermektedir. L-Arginin/NQ/sGMP
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yolaginda diizenleyici etkiye sahip ajanlarin eksojen olarak (subkutan)
uygulanmasinin da farelerde para-benzokinon (PBQ) ile olusan
alj eziyi diizenledigi gosterilmistir. NO prekirsérii L-Atr ginin ve solubl
guanilat siklaz inhibitérii olan metilen mavisi (MM) antinosisepsiyon-
nosisepsiyon-antinosisepsiyon seklinde trifazik etkiler olugtururken,
L-NAME sadece antinosiseptif etki gdstermektedir. Intraplantar (i.pl.)
olarak uygulanan L-Arginin’in, NO/sGMP yolagimm aktivasyonuyla
karagenin’le  olugan hiperaljeziyi inhibe etmesi olasilikla
nosiseptdrlere direkt bir etki sonucudur. Benzer sekilde, farede
pengeye 3-10 mikrogram doz aralifinda verilmesi durumunda
formalinin neden oldugu pence yalama yanitinin ikinci fazinda
zayiflama olugmaktadir ve bu NOS aracili NO tiretimine bagh olabilir.
Buna kargimn, intraplantar L-Arginin topikal NO Uretimiyle damar
permeabilitesini ve karagenin’in olusturdugu ddemi arttirmaktadir ve
bdylece nosisepsiyona neden olabilmektedir (10). L-Arginin topikal

kullanimi sirasinda doza bagimli olarak farkl etkiler gOstermektedir.

Periferik inflamasyon kosullarinda diisiik dozda L-Arginin nosiseptif

etki olustururken, yiiksek dozda ise antinosiseptif bir etkiye neden
olmaktadir (11). Ayrica, sodyum nitroprussid (SNP), nitrogliserin ve
SIN-1  gibi non-enzimatik NO donétlerinin topikal olarak
uygulanmasinin hiperaljezik siganlarda metilen mavisi ile geri
cevrilebilen antinosiseptif bir etki olusturdugu bildirilmistir. Bu
sonuglar, periferik dokularda NO/sGMP vyolaginm nosiseptif ya da

antinosiseptif etkiler gdsterebilecegini desteklemektedir (23).
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Periferik nosisepsiyonda ikinci haberci sistemleri ve
opiodler:

Nosiseptif stirecin periferal baslangic: yillardir yogun bilimsel
ve medikal ¢alismalarm konusu olmustur (8). Santral sinir sisteminde
kalsiyum diizeyleri ve opioid antinosisepsiyonu arasinda yakin bir
iligki oldugunu gosteren kanitlar bulunmaktadir. Néronlarda ve
sinaptozomlarda sitozolik kalsiyumu arttiran ajanlarn ventrikiil icine

uygulanmasinin veya intrasisternal kalsiyum uygulamasinin  mii

opioid reseptorlerin prototip agonisti olan morfinin antinosiseptif

etkisini antagonize ettigi bildirilmistir. Hiicrelere kalsiyum girisini
arttiran  X-537A ve A23187 iyonoforlari da morfinle olusan
antinosisepsiyonu bloke etmekte, EGTA gibi kalsiyum selatorieri
veya Kkalsiyum kanal antagonistleri (verapamil, diltiazem ve
dihidropiridin) opioid antinosisepsiyonunu gii¢lendirmektedir (28).
Primer duyusal néronlarm duyarlibfinda da Ca™ ve siklik adenozin
monofosfat'in  (sSAMP) kritik bir rol oynadigr bilinmektedir (H).
Intraplantar sAMP analoglarr ve fosfodiesteraz IV inhibitérleri
PGEynin  indiikledigi hiperaljeziyi arttirmaktadir, Ancak, sAMP
artigindan sonraki biyokimyasal olaylar agik degildir. Protein kinaz A
veya C'nin aktivasyonuyla iyon kanallarmin fosforile edilmesi veya
hiicre i¢i kalsiyumu kontrol eden sitozolik yapilarin modiilasyonunun
bu olaya katkida bulunmas: olasidir (8). Inflamatuvar hiperaljezinin
Ca'*sAMP'nin  néronal miktarindaki  artisa  bagli  oldugu
dﬁsﬁnﬁldﬁgﬁnaen, opioidlerin periferal antinosiseptif etkisinin adenilil
siklaz aktivasyonunun inhibe edilmesiyle ortaya cikabilecegi ileri

strilmistiir (29,12). Mii opioid reseptéleri pertussis toksinine duyarh




GTP baglayan proteinlerle kenetlidir ve reseptorle kenetli K*
akimlarinin aktivasyonu ve voltaj kapih Ca'? akimlarinim inhibisyonu
adenilil siklaz aktivitesini inhibe etmektedir (24). Ancak, opioidierin
adenilil siklaz iizerinden etkili olmadigim gdsteren birgok ¢alisma
vardir (29). Bu nedenle, SAMP ve sGMP'nin konsantrasyonunun
noronal dengesi nosisepsiyonun up/down regiilasyonunda ¢ok Onemli
goztikmektedir (8). Siklik AMP'nin rolline kargit olarak, sGMP'nin
antinosisepsiyonda rolij olduu ve opioidlerin periferal antinosiseptif
etkisinin L-Arginin/NO/sGMP yolag: araciliftyla ortaya ¢cikabilecegi
ileri stirlilmiigtiir (8,11,29). Bu goriisiin temelini, karegenin ile
hiperaljezi olusturulan sicanlarda L-Arginin'in NOS inhibitsrleri ve
metilen mavisi ile inhibe edilebilen bir antinosisepsiyona neden
olmasi olusturmaktadir (8,29). Benzer sekilde, lokal olarak uygulanan
motfinin  L-Arginin/NO/sGMP yolagin aktive ederek etkisini
gosterdigi bilinmektedir (29,30). Ayrica, bir histamin H; reseptér
antagonisti  olan mepiramin'in, sik kullanilan  non-steroidal
antiinflamatuvar ilaglardan  dipiron, diklofenak, ketorolak,
meloksikam, nimesulid'in, bir vitamin olan tiaminin ve fosfodiesteraz
V enzim inhibitérii sildenafil'in de periferal antinosiseptif etkilerinde
bu  yolagin  roli gosterilmistir  (8,24,30,31,32,3 3. L-
Arginin/NO/sGMP yolaginin  bilesenleti, nosiseptérlere  direkt
etkisiyle veya nosiseptif prosesle iliskili diger yolaklar etkileyerek
nosiseptif prosese kansmaktadi (10). Bugiine kadar nosiseptor
diizeyinde SGMP olusumu sonrasinda gelisen olaylar hakkinda yeterli
bilgi bulunmainaktadir (34). Ancak, NO'in sGMP'yi artttirarak cesitli
dokulardaki farkli tipteki K' kanallanm aktive edebildigi
bilinmektedir (9,34,35).
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Opioidlerin periferal antinosiseptif etkilerinden iki mekanizma
sorumlu olabilir. Birincisi, opioidler I6kositlere etkileriyle bradikinin
olusumunu ve plazma ekstravazasyonunu onleyerek inflamasyonu

azaltabilir. Ancak bu mekanizmanin gecerli olma olasihinin az

oldugu bildirilmistir (36). Ikincisi, endojen ve eksojen opioid reseptor
agonistleri primer duyusal néronlardaki reseptorlerini etkileyerek ya
nosiseptif input terminallerinin eksitabilitesini zayiflatmakta ya da
primer afferentlerin santral ve/veya periferal uclarindan saliverilen ve
birlikte lokalize olan eksitatér transmitterlerin (Substans P gibi)
salimimini azaltmaktadir (36,37). Hiicresel diizeydeki ¢alismalarda mii
opioid reseptdr agonistlerinin potasyum kondiiktansini da artirdig
gosterilmigtir. Santral sinir sisteminde K* kanallarmm agilmasr opioid
aracili antinosisepsiyonda rol oynamaktadir, ¢iinkii ATP duyarli K'
kanallarimin blokérii olan  sulfoniliireler opioidlerin antinosiseptif
etkisini antagonize etmektedir, Opioid agonistlerin antinosiseptif
etkilerinin ATP duyarli K* kanallarinm agicist olan pinasidil ve
kromakalim tarafindan arttinldigs da gésterilmistir Bazi opioidlerin
kalsiyumla aktive K* kanallarin da agtig1 bilindiginden, ATP duyarli
K" kanallarmin digindaki diger tip K' kanallarinin da bu etkiye
aracilik etmesi olasidir (35). Son yullarda, morfin ve NO donérii Na
nitroprussid ile olusan periferal antinosisepsiyonda ATP duyarli K*
kanallarinin rolii oldugu saptanmis ve bu kanallarim aktivasyonunun
noronal agr esigini degistirerek nosiseptér desensitizasyonuna neden
oldugu ileri siriilmiistiir (9,34,35,37,38). Permeabl bir sGMP analogu
olan dibutiril sGMP'nin, ipl PGE, uygulanan stiganlarda .-
Arginin/NO/sGMP  yolagiyla ATP duyarhh K" kanallarini aktive
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ederek periferal antinosisepsiyona neden olmasi da bu sonucu

desteklemektedir (34).

Opioid reseptérleri:

Endojen ve eksojen opioid peptidler organizmadaki c¢esitli
etkilerini G proteinlerine kenetli spesifik reseptorleriyle etkileserek
olusturmaktadir Baslica 3 opioid reseptor tipi oldugu bulunmus ve
bunlar mti, delta ve kappa reseptorleri olarak adlandimilmistir. Ayrica
dérdiincli  bir reseptér tipi olan sigma reseptérlerinin  de  bu
reseptdrlerle etkilesmesi Snemlidir. Irreversibl mii antagonistleri
naloksazon ve naloksonazin kullanilarak mii reseptdrlerinin py ve
olmak fizere 2 alt tipinin bulundugu gosterilmistir. p; reseptorleri
morfine yiiksek afinite gésterir ve analjezik etkilerin ortaya ¢ikmasina
aracilik eder. \, reseptérleri ise morfine daha diistik afinitelidir ve
opioidlerin  solunum  depresyonu  ile fiziksel bagimlilik
olusturmasindan sorumludur. i, reseptérleri supraspinal analjezide, u,
ise spinal analjezide rol oynamaktadir, Delta reseptSrierinin ise 8,ve
0; olmak tizere iki alt tipi vardi. &, reseptdrleri spinal analjezik
etkilerden, 8, reseptérleri ise supraspinal analjeziden sorumludur.
Kappa reseptérleri ise «;, Kk, ve k3 olmak tizere lce ayrilmaktadir ve
bunlardan «; spinal analjezinin, , ve k; ise supraspinal analjezik
etkinin olusmasina neden olmaktadir (3 9).

Yiiksek afiniteye ve selektiviteye sahip cksojen ligandlar
sayesinde fammakolojik ve biyokimyasal &zellikleri acisindan
birbirlerinden farkl: ti¢ tip opioid reseptér siifi tamimlanmistir. Mii

opioid reseptSrleri morfin ve derivelerine, siprodim ve naloksonazin
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gibl antagonistlerine ve DAMGO gibi peptid agonistlerine yiiksek
afinite gostermektedir. DAMGO ve agonistleri, kappa ve delta opioid
reseptorlerine baglanmamaktadir. Benzer sekilde, morfin ve tlirevleri
de delta ve kappa reseptdrlerinde daha az etki gostermektedir. Bu {i¢
tip opioid reseptoriintin antagonisti ise nalokson'dur ve antagonizma
degisik derecelerde gergeklesmektedir (40). Tablo 3’ de opioid
reseptdr alttipleri ve ¢esitli opioid reseptdr agonisti ilaglanin bu

reseptdrlere afiniteleri gosterilmistir (41).

Tablo 3. Opioid reseptdr alttipleri ve bu reseptorlere etkili

agonistlerin afiniteleri (+, agonist; -, antagonist)

Mii Delta Kappa, Kappa;
ILACLAR
Morfin - + +
Metadon +++
Etorfin bt -+ +++ +++
Fentanil -
Sufentanil -+ + +
DAMGO +4++ +
Nalokson L B . -
Nalorfin L + -+
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Opioid reseptorlerinin doku dagilimi ve farmakolojik profilleri
de farkhiliklar gostermektedir. Bunlardan mil reseptorleri supraspinal
analjezide ana hiicresel mediatér gérevi yanisira opioid tolerans ve
bagimlihifinda da rol oynamaktadu. Mi opioid geni silinmis
siganlarda yapilan arastirmalarda, morfin analjezisinin kayboldugu ve
ilag kesilmesi semptomlarinda azalma oldugu belitlenmistir (40).
Otoradyografi ve reseptdr baglanma calismalar1 omuriligin arka
boynuzunda da mii, kappa ve delta reseptdrlerinin bulundugunu
gostermistir (42). Benzer sekilde, bu 1eseptdtlerin primer afferent
noronlarda presinaptik olarak da bulundugu ve inflamatuvar
hiperaljezik kosullarda opioidlerin periferik etkisinden sorumlu
olabilecegi bildirilmistir (35,42,43).

Her nekadar her iic opioid reseptdr alttipinin de analjezik
etkisinin oldugu bilinse de, mii opiod reseptérleri analjezide delta
opiod reseptbrlerden daha énemli oldugu kabul edilmektedir Delta
opiod reseptdr aracili antinosisepsiyonda mii reseptéilerinin rolii
vardir. Ayrnca, selektif delta opiod reseptdr agonistleri selektif mii
opioid reseptdr agonistlerine gére daha fazla solunum depresyonuna
neden olmaktadir. Bu nedenle opioid analjezisinde avantaj saglayacak
yliksek selektiviteli mii opioid reseptdr agonistleri bulunmustur. Mii
opioid reseptérleri i¢in yiiksek oranda selektivite gdsteren ligandlarin
gelistirilmesinde ilk girisimler enkefalin peptidlerin modifikasyonu
temeline dayanmaktadir. Bu ¢alismalarin sonucu mi selektif enkefalin
analogu [D-Ala*, NmePhe' , Gly-ol’] enkefalin (DAMGO)
gelistirilmistir. DAMGOQ, mi opiod reseptdrleri igin yiiksek afiniteye
sahip ve delta opiod reseptorlerine gire 1000 kat daha fazla selektif
bir bilesiktir (44),
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Opioidlerin etki yerleri ve olasi etki mekanizmalar:

S8z konusu peptid ve ilaglarin néron diizeyindeki inhibitor
etkilerine  aracilk eden {ic transmembranal transdiikleme
mekanizmasinin varlig gésterilmistir:

DAdenilil siklazin inhibisyonu: Opioid reseptérlerin her i
alt-tip de Gi ve olasilikla Go proteinleri aracilifiyla adenilil siklazla
negatif sekilde kenetlidir. Etki sSAMP'nin azalmast ile iliskilidir.

2)Néron  membramindaki  volataja-bagimh  Kkalsiyum
kanallarindan hiicreye kalsiyum girisinin azaltilmasi:: Bu etki
sonucu akson uglarinda veya néron somalarinda intraselliiler kalsiyum
diizeyinin diismesi presinaptik ve postsinaptik inhibitér etkiye katkida
bulunur. Bu tip transditksiyon mii reseptérleri igin gosterilmistir ve
etkiye Gi proteinleri aracilik eder. Opioid ilaglar direkt etkilerinin
aksine, indirekt (sekonder) olarak néronlarnin glutamat NMDA
reseptdrlerini aktive ederek hiicre ici kalsiyum girisini artirabilirler,

3)Gi proteini aracihfiyla néron membranindaki potasynm
kanallarimn ac¢ilmasi (potasyum kondiiktansinm artirilmasi): Mii
ve delta reseptdrlerinin aktivasyonu, néronlarda bu tiir etki sonucu
hiperpolarizasyon  (inhibisyon) yapar (1). Periferik opiod
reseptotletinin de inhibitér G proteinleri ile kenetli oldugu
bilinmektedir. Morfinin periferal antinosiseptif etkisi pertussis toksini

ile ortadan kalkmaktadir (35).

29

et i A, i




Diabetes Mellitus ve komplikasyonlar:

Diabetes mellitus cesitli komplikasyonlara neden olabilen ve
tilkeler igin finansal bir sorun haline gelmis olan énemli bir hastaliktir,
Juvenil diabetli hastalarin %24'iinde ketoasidoz gériilmekte ve bunun
%034'0 ise komaya ilerlemektedir. Tip II diabet olgularinda gozlenen
ketozasidoz siklif1 ise %34 olarak bildirilmistir. Diabetik hastalarda
Ozellikle stafilokok ve gr(-) mikroorganizmalarin etken oldugu
enfeksiyonlarn sikliginda artig gorillmektedir. Bu hastalarda ortaya
¢ikan hiperlokositoz ve anemi etkisiz antibiyotik tedavisiyle
baglantilidir (JJ). Pulmoner titberkilloz da diabetin siklikla gézlenen
diger Onemli bir komplikasyonudur. Diabetin mortalitesi vyilda
1000'de 14.9 olarak bildirilmistir ve ortalama &liim yast kadmnlar icin
51.6, erkekler i¢in 57 6'dir. Hastalar 6lmeden énce yaklasik 125 yilim
hastalikli olarak gegirmektedir. Tiim 6liimlerin yaklasik %30 akut
metabolik komplikasyonlar, infeksiyonlar ve inme nedeniyledir.
Insiiline  bagimhi  hastalarmn  yarisindan  fazlasinda 1etinopati
olugmaktadir. Bu hastalarda néropati yiizdesi de oldukca yiiksektir
(13). Diabetik hastalarda koroner arter hastalif1 ve alt uzuv
arteriyopatisi sikliginm saghkli bireylere gore fazla oldugu ve bu
hastalarda siklikla goriilen damar komplikasyonlariin mortalite ve
morbiditenin énemli bir nedeni oldugu bildirilmistir (13,45). Ancak,
insliline bagimli olan tip I diabetes mellituslu hastalarda
mikrovaskiller ve makrovaskiiler anjiopati gelisiminin mekanizmasi
komplekstir ve tam olarak anlasilamamistir. Nitrik oksid’in  damar

tonusunun  dilzenlenmesinde  6nemli rolii  oldugundan, NO
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aktivitesindeki bozuklugun diabetik vaskiilopatinin gelisimine katkida

bulunabilecegi kabul edilektedir (45).

Diabette opioid sistem aktivitesindeki degisiklikler:

Diabet, endojen opioid sistemin aktivitesi de dahil olmak iizere
hipotalamo-hipofizer ~ fonksiyonlar1  degistirmektedir.  Diabetik
hayvanlar nalokson’un beslenmede yaptigi stipresyona daha fazla
duyarlidir ve nalokson’a yanit olarak olusan liiteinizan hormon
saliniminda da azalma bildirilmistir. Tip I diabetin bir hayvan modeli
olan streptozotosin (STZ) ile diabet yapilan disi siganlarda endojen
opioid peptid beta-endorfin diizeylerinin hipotalamus ve 6n hipofizde
azaldigy gosterilmistir. Ayrica dekstroz veya fruktoz verilerek
hiperglisemik hale getirilen sicanlarda ve diabetik sicanlarda
morfin’in, levorfanol’lin ve fenazosin’in antinosiseptif etki giiciinde
bir azalma oldugu bildirilmistic. Tim bu bulgular diabetik
hayvanlarda agri algilamasinin endojen opioid peptid aktivitesindeki
degisikliklerin bir sonucu olarak normalden farkl olabilecegini telkin
etmektedir (16),

Diabetik hayvanlarda afri yamtlarmin de@istigini  gosteren
bir¢ok calisma vardir (14,16,46,47). Agn esiginde diabetin etkileri
konusunda birbiriyle ¢eliskili bildiriler bulunmaktadir (48). Tail-flick
testinin kullanildigy bir calismada, diabetik farelerde termal agu
esiginin azaldigr gosterilmistir (16). STZ diabetik hayvanlarin ve
glukoz verilerek hiperglisemi yapilan sicanlarin agn esiginin de
kontrole gore yliksek oldugu saptanmistit. Bu etki opioid antagonisti

nalokson'la geriye cevrilebildiginden, diabetik veya hiperglisemik




hayvanlarda gézlenen bu etkinin endojen opioid sistemle iliskili
oldugu ileri stirtilmiistiir (49). Beta-endorfin’in santral ve periferik
dlizeylerinin 8 hafta siireyle diabet yapilan disi si¢anlarda anlaml
olarak azaldigr bulunmustur (16). Buna karsin diger bir grup
aragtirmact ise STZ enjeksiyonuyla olugsan akut ve kronik diabet
durumunda agr1 esiginde anlamh bir degisiklik olmadigini bildirmistir
(50).

STZ diabetik farelerde mii opioid reseptdr aracili antinosiseptif
yanitlar da belirgin olarak azalma géstermektedir (14). STZ diabetik
ve spontan diabetik fareleri kapsayan hipergliseminin cesitli hayvan
modellerinde, morfinin antinosiseptif etki giicinde azalma
goritlmiistiir (15,26,28,46,47,51) Hem akut hem de kronik diabet
morfinin analjezik etkisini azaltmaktadir (50). Arastirmacilar, morfin
ve [D-Ala, NmePhe, Glyol]enkefalin (DAMGO) gibi mii-opioid
reseptdr agonistlerinin intraserebroventrikiiler uygulanmasiyla ortaya
¢ikan antinosiseptif etki gliciiniin, STZ diabetik farelerde kontrollere
gore anlamli derecede azaldigini saptanuglardir (46,47,52,53). Ancak,
diabetik hayvanlardaki mii opioid reseptérler sayisinin ve afinitesinin
non-diabetik hayvanladakinden anlamli olarak farkli olmadig ileri
strtilmiigtiir (14). STZ diabetik farelerde mii opioid reseptér
agonistlerinin etki giiclindeki azalmanmn supraspinal mii-opioid
reseptdr fonksiyon bozukluguna bagli oldugu diistintilse de, bu
degisikliklerden sorumlu mekanizmalar hakkinda oldukg¢a kasith bilgi
bulunmaktadir (46). Formalin testiyle yapilan c¢alismalarda da
morfinin antinowgiseptif aktivitesinin STZ diabetik farelerde belirgin
olarak azaldigi, fakat genetik olarak diabetik farelerde ise kontrollere

gore bir farklilik olusmadig: gésterilmistir (54).
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Diabetik  olmayan ve diabetik farelerde dihidroetorfin'in
subkutan veya intraserebroventrikiiler olarak uygulanmasinin ortaya
¢ikardigr doza bagimli antinosiseptif etkinin de diabetik farelerde
azaldif1 bilinmektedir. Dihidroetorfin ile olusan antinosiseptif etki
mil; ve mil, opioid reseptorleri aracilifiyladir, Diabetik farelerde
dihidroetorfin ile olusan antinosisepsiyonda gdézlenen azalmanin
supraspinal mii;, opioid resept6r aracili antinosisepsiyonun azalmasina
bagli olabilecegi distinilmektedir (55).

Mi ve delta opioid reseptorlerin stimiilasyonu santral sinir
sisteminin ¢esitli bélgelerindeki K™ kanallarini aktive etmektedir. Bit
mil opioid reseptdr agonisti olan morfin ile olusan antinosisepsiyonun
ATP duyarli K" kanallan ile iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir,
Arastirmacilar, K kanal agicisi olan kromakalim’in antinosisepsiyon
olusturdugu ve bunun ATP duyarli K* kanallarinin selektif bir blokorii
olan glibenklamid ile geriye ¢evrilebildigini gostermislerdir, Boylece,
diabetik farelerde mii opioid agonistlerin diisiik etkinliginin ATP-
duyarli K" kanallarindaki fonksiyonel bir degisiklige bagh olabilecegi
ileri stirtilmiistiir (14).

Opioidlerin etki gliclindeki azalmay: ag¢iklayan diger bir goriig
ise ylksek konsantrasyonlardaki glukozun morfinin  opium
reseptdrleriyle olan etkilesimini degistirebilecegi seklindedir (50).
Benzer sekilde, alloksan’la diabet olusturulan farelerde de morfinin
analjezik etkisinde azalma goézlenmektedir. Bu yamttaki azalmanin
plazma glukoz diizeyleriyle iligkili oldugu ve insiilinin yineleyen
enjeksiyonlari sonrasinda diabetik hayvanlarin opioidlere yanitindaki
azalmanin diizeldigi bildirilmistir (56). Bununla uyumlu olarak, STZ

diabetik farelerde tail-flick testi kullamilarak analjezik etki giiciiniin




anlamli olarak azaldig1 bulunan DAMGO'mun antinosiseptif etkisinin
1 hafta siire diabet yapilan farelerde insiilin tedavisiyle normale
dénerken, 2 hafta siireyle diabet yapilan farelerde degismedigi
gorilmiistir.  Sonuglar serum glukoz dilzeylerinin mii opioid
agonistlerinin etki giictindeki degismeden sorumlu olabilecegi
izlenimini vermektedir (57). Arastirmacilar, oral olarak kullanilan bir
antidiabetik ajan olan CS-045’in spontan diabetik farelerde morfinin
antinosiseptif etkisini dramatik bir sekilde arttirdigini gostermislerdir.
STZ diabetik farelerde gézlenen hiperglisemi ve hipoinsiilinemiye zit
olarak, spontan diabetik fareler hiperglisemik ve hiperinsiilinemiktir.
CS-045, spontan diabetik farelerde plazma glukoz ve insiilin
diizeylerini azaltmaktadu. Spontan diabetik farelerde mii opioid
reseptdr agonistlerinin antinosiseptif etkisindeki azalmadan sadece
hipergliseminin degil ayni zamanda hiperinsiilineminin de sorumlu
olmast olasi gozitkmektedir (15). Instilinin etkisi hiicrelerin plazma
zarlanindaki spesifik reseptdrlerine baglanmasiyla baslamaktadir.
Insulin reseptérleri beyinde yaygin bir dagilim gostermektedir ve bu
da insiilinin santral sinir sisteminde &nemli fonksiyonlan oldugunu
telkin etmektedir. Insiilinin santral sinir sisteminde nérotropik ve
néromodillatér rolii oldugu bilinmektedir. Arastrmacilar sicanlara
intraventrikiiler insiilin enjeksiyonu yapilmasmin DAMGO'nun
antinosiseptif etkisini azalthgini saptamiglardir. Insulinin fosfolipaz
C’y1 aktive ettii ve bunun protein kinaz C'nin endojen bir aktivatorii
olan diacilgliserol ve inositol-glikan bilesiginin bircok dokuda
olusmasiyla son?ig}andlgl bildirilmistir. Sonug olarak, insiilin bircok
fizyolojik etkisini protein kinaz C tizerinden gdstermektedir. Tiim

opioid reseptorleri de yapilarinda protein kinaz bélgeleri icermektedir.
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Opioid reseptdrlerin  protein kinaz C ile fosforilasyonu bu

reseptdrlerin fonksiyonunu desensitize etmektedir (58).

Diabetik  farelerde mi opioid  reseptor aracili -

antinosisepsiyondaki azalmadan kismen protein kinaz C'nin
aktivitesindeki artisin sorumlu olabilecedi diisiiniilmiistiir, fakat altta
yatan mekanizmalar agik  degildir(28). Birgok  arastirmaci,
hipergliseminin veya yiikselmis glukoz diizeylerinin diacilgliserol
dlizeylerini arttirabildigi ve damar dokusu, kalp ve hiicre kiiltiirlerinde
protein kinaz C'yi aktive edebildigini bildirmislerdir. Diacilgliserol-
protein kinaz C hiicre sinyal yolaginin aktivasyonu, diabette gézlenen
damar fonksiyon bozukluguyla iliskilidir Ayrica, STZ diabetik
siganlarda gozlenen mekanik davranigsal hiperaljezi ve mekanik
uyariya yanit olarak C-liflerinin hipereksitabilitesi, protein kinaz C'yi
inhibe eden ajanlarla azalmaktadr. Bu sonuglar, protein kinaz C
aktivitesindeki  artmanin  primer  afferent  nosiseptérlerin
eksitabilitesinde degisiklik yapabilecegini telkin etmektedir (52).
Diabetik hayvanlarda kalp myozitlerinde, damar diiz kaslarinda
ve diger dokularda kalsiyum sinyallemesinin normal olmadigin
gosteren giiclil kanitlar  bulunmaktadir. Verapamil’in  diabetik
sicanlarda  glukoz metabolizmasini  ve insiilin  sekresyonunu
etkilemeksizin kalp fonksiyonlarimi iyilestirici etki gdsterdigi
bilinmektedir. Hiicre i¢i kalsiyumunda kronik olarak asir1 miktarda
artmanin kronik diabetlilerdeki kalp fonksiyon bozuklugunun nedeni
olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, sitozolik kalsiyum miktarindaki
artmanm  diabetlilerde mii ve delta opioid reseptér aracili
antinosisepsiyonun diizenlenmesinde énemli bir rol oynamasi olasi

goziikmektedir (28). Kalsiyum kanal blokérlerinin opioid analjezisini




gliclendirdigi, kalsiyum kanal agonistlerinin ise opioid analjezisini
antagonize ettigi bulunmustur (59).

Diabetik néropati, diabetli hastalarda sik  gdézlenen bir
komplikasyon olup, hem periferik hem de otonom sinir sistemini
etkileyen genis kapsamli bozukluklart igeren ve Onemli o&lclide
mortalite ve mobiditeye neden olan heterojen bir bozukluktur.
Noropatiler fokal veya diffuz, proksimal veya distal olabilir ve
somatik veya otonomik sinirleri kapsayabilir (60). Noropatik agri
diabetin &nemli bir klinik komplikasyonudur ve klinik ¢aligmalarla
kismen etkili oldugu gosterilmis antidepresan  ilaclarla bile
tedavisinin gili¢ oldugu bildirilmistir. Kronik néropatik agrinmn opioid
tedavisine verdigi yanit degiskendir ve bazi otorlere gére noropatik
agr1 opioidlere yamtsizdir. Diger gb6riis ise yetersiz dozda opioid
tedavisinin yetersiz vanita neden oldugu seklindedir (61).
Diabetlilerde goézlenen ndropatinin patogenezinde nNOS'in roliini
degerlendirmek i¢cin STZ diabetik si¢anlarin arka kék ganglionlarinda
nNOS ekspresyonu incelenmis ve nosisepsiyon ¢alismalarl
yapilmistiz. Bu hayvanlarda nNOS protein ekspresyonunun ve zararl
mekanik uyariya penge ¢ekme vanitinin esiginin azaldigi ve insiilin
tedavisinin  bunu Onledigi  bildirilmistir.  Sonuclar | arka kok
ganglionunda nNOS/sGMP sisteminin etkinligindeki azalmanin

diabetlilerde gozlenen duyusal noéropatinin patogenezinde rol

oynayabilecegi izlenimini vermektedir (62).




GEREC VE YONTEM

Diabet olusturulmas:

Caligmada 250-300 g agirliginda erkek Wistar Albino sicanlar
kullanildi. Deney boyunca siganlar 22+0.5 °C’lik ortam 1s1sinda ve 12
saat aydinlik 12 saat karanhik ortamda tutuldu. Diabet ve kontrol
grubunu olusturacak siganlar bir gece &ncesinden a¢ birakilarak
agulklart kaydedildi ve ac¢hk kan glukoz degerleri kuyruk
venlerinden birinin steril bir igneyle delinmesiyle elde edilen bir
damla kanda test gubuklar (Glucostix, Bayer Diagnostics) ile &l¢tildil.
Diabet olusturulacak hayvanlara 0.01 M sodyum sitrat tampon
soltisyonunda (pH 4.5) taze olarak ¢6ziinmiis streptozotosin 60 mg/kg
tek doz intraperitoneal olarak injekte edildi. Kontrol si¢anlarmna ise
sadece tampon sollisyonu injekte edildi. Diabet olusturulacak
sicanlara ilk 24 saat boyunca hipoglisemi riskine kars: % 20 oraninda
seker igeren sivi verildi. Daha sonra ise 6 haftalik siire icerisinde
serbest olarak su ve yiyecek alacak sekilde beslendi. Kontrol sicanlar
ise injeksiyondan itibaren serbest su ve yiyecek alacak sekilde
beslendi. Diahet ve kontrol grubu sicanlann aglik kan glukoz
diizeyleri ve aguliklar 6 hafta boyunca kaydedildi. 6 hafta sonunda

streptozotosin injekte edilen sicanlarin kan glukoz diizeyleri 300
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mg/dl’nin istlinde olan sicanlar diabetik olarak kabul edildi. Kan
glukoz diizeyleri 300 mg/dI’nin altinda olanlar ise ¢ahisma dis:
birakild:.

Deneyler 6 haftanin sonunda kontrol grubu ve diabetik grup
olmak tizere 2 grup hayvanda yapildi.

Her iki gruptada nosiseptif yanitlar formalin ve hot-plate testleri
ile degerlendirildi.

Formalin testi: Sicanlara hafif eter anestezisini takiben %1°lik

formalin solisyonundan 50 ul sc. sag arka pengelerinin arka yiiziine
enjekte edildi, Daha sonra sicanlar formalin enjekte edilen pencenin
gozlenmesi i¢in agik pleksiglas kaplara konularak nosiseptif yanitlar
gozlendi. Herbir siganda enjeksiyon yapilan pengeyi degisik
zamanlarda spontan olarak kaldirma, yalama ve 1sirma hareketi agn
vanitinin  bir gOstergesi olarak kabul edildi. Formalin yanitii
degerlendirmek icin spontan yalama ve 1sirma hareketi 1-2.dk lar ve
5-6.dk larda birer dakika siireyle sayildi Formalin enjeksiyonundan
sonraki 10-60 dakikalik zaman sirasinda da spontan yalama ve 1sirma
hareketi 5 dk aralarla ve bir dakika siireyle gozlendi. Formalin yaniti
bifazik olup behevyoral yanitin ilk fazinin formalin ile nosiseptif
ndronlarin direkt aktivasyonuyla olustugu, ikinci fazin ise akut olarak
hasarli dokuda inflamasyona bagli gelisen agriyr yansittig: kabul
edilmektedir. Formalin enjeksiyonu sonrast 0-5.dk lar arasindaki
nisbeten kisa olan period faz I, formalin enjeksiyonundan sonraki 5-
40.dk’lar arasmdak1 petiod faz Ila ve 40-60. dakikalar arasinda
nisbeten uzang tonik yaniti gOsteren periyod ise faz IIb olarak
degerlendirildi. Bir saatlik gizlem periodu sonrasi sicanlar servikal

dislokasyonla 6ldiirtildii (8,29,32,54,63,64,65).
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Hot-plate testi: Hot-plate testi 5540 5°C sicaklikta olan
aluminyum bir plak iizerine sicanlarin konulmasiyla yapildi (MayCom
9601 Analgesic Hot-plate). Nosiseptif yanitlar sicanlarin sicak
yizeyden atlayarak kagma girisimleri veya pengenin yalanmasiyla
degerlendirildi. Doku hasarimi ©nlemek i¢in 30 sn iginde yanit
almamayan siganlar sicak yiizeyden alindi Siganlara herhangi bir
madde uygulanmadan 6nce 3 kez reaksiyon zamani 6lciilerek ve
bunlarin ortalamas: almarak baz reaksiyon zamani saptandi Daha
sonra deneylerde kullanilan ilaglar enjekte edildi ve 30 dakika aralarla
toplam 2 saat stire ile yanitlar kaydedildi. Sonuglar maksimum olasi

etkinin ylizdesi (%MOE) olarak degetlendirildi (66).

Ilag sonrasi reaksiyon zamani(sn)- ilag Oncesi reaksiyon zamani(sn)
%MOE = x100

30- ilac tncesi reaksiyon zamani(sn)

Deneylerde kullanilan ilaclar:

STZ (Streptozotosin)-------- Deneysel diabet olusturmak i¢in.

DAMGO ([ID>-Ala, N-Me-Phe, Gly-ol] enkefalin)------ Spesifik mii
opioid reseptdr agonisti

L-NIO (N-iminoethyl-L-ornithine)----- NO sentaz inhibitérii

MM (Metilen Mavisi)----- Guanilat siklaz inhibitérii |

SIN-1 (3-morpholino-sydnonimine)------- NO dondrii
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laglann timii Sigma'dan elde edildi ve DAMGO serum
fizyolojikle, digerleri ise distile suyla ¢oziilerek sulandirildi, Ilaglar 50

ul hacimde ve i.pl olarak uyguland.

Deney Protokolii:
Asagida agik olarak anlatilan ve tablo I'de Ozetlenen deney
protokolii STZ diabetli ve kontrol grubu hayvanlarda ayn ayn

uyguland: ve bir kez kullanilan hayvan tekrar deneye almmadi.

Mii opioid reseptér aracih antinosiseptif yamitlarin
degerlendirilmesi:

Kontrol ve diabetik gruptan 12°ser sicana spesifik mil agonist
DAMGO 1 pg/penge/ipl olarak enjekte edildikten 5 dk. sonra her
grupta 6 hayvanda formalin testi, diger 6 hayvanda ise 30-60-90 ve
120. dk’larda  hot-plate testi uygulandi. DAMGO tasiyicismin
yanitlara etkisini degerlendirmek icin iki gruptan 12’ser hayvanda
DAMGO yerine DAMGO tastyicist verilerek yukardaki protokol
tekrarlandi. Ayrica 6 kontrol hayvanina formalin enjekte edilen
pencenin karsi tarafina ayni miktarda DAMGO uygulanarak
antinosiseptif yamtlar degerlendirildi.

Mii opioid reseptér aracili antinosiseptif yamitlarda L-
Arginin-NO-sGMP yolaginn roliiniin degerlendirilmesi:

Hot-plate testinde kontrol ve diabetik grup arasinda fark
bulunmamasi nedweniyle protokoliin bu kismi hot-plate testi i¢in

gergeklestirilemedi. Formalin testinde ise yanitlar 3 grupta incelendi:
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a)Kontrol grubundan 6, diabetik gruptan 6 hayvana 200
ug/pence/ipl SIN-1 uygulandiktan 30 dakika sonra 1.pl DAMGO
enjeksiyonu yapildi. Bu hayvanlara 5 dk. sonra formalin enjekte
edilerek formalin testi yapildr. SIN-1 tastyicisinin yanitlara etkisini
inelemek igin yukardaki protokol SIN-1 verine SIN-1,MM ve [-
NIO’nun ortak tagiyicisi olan distile su verilerek tekrarland.

b)Kontrol grubundan 6, diabetik gruptan 6 hayvana 100
ng/penge/i.pl L-NIO uygulandiktan 30 dakika sonra i.pl DAMGO
enjeksiyonu yapildi. Bu hayvanlara 5 dk. sonra formalin enjekte
edilerek formalin testi yapildi.

¢)Kontrol grubundan 6, diabetik gruptan 6 hayvana 500
ng/penge/ipl MM uygulandiktan 30 dakika sonra ipl DAMGO
enjeksiyonu yapildi, Bu hayvanlara 5 dk. sonra formalin enjekte

edilerek formalin testi yapildi.




Tablo 1. Deney gruplan

Mii opioid reseptér aracil
antinosiseptif yanitlarin

degerlendirilmesi

DAMGO 1 pg/pence/i.pl)

SIN-1 (200 pg/pence/i.p))+DAMGO

Mii opioid reseptor aracili

yamitlarda — L-Arginin-NO-

L-NIO (100 pg/pence/i.ph)+DAMGO

sGMP  yolagimin  roluniin

degerlendirilmesi

MM (500pg/pence/i.p)+DAMGO




Istatistiksel Yéntem:

Calismanin istatistiksel degerlendirilmesi Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dali’nda yapildi. Veri yapisi
parametrik varsayimlar karsilamadigindan non-parametrik testler
kullanildi.  Gruplar Kruskal Wallis testiyle genel olarak
kargilastirildiktan sonra, gruplar ikili olarak kendi aralarmda Mann-

Whitney testi kullanilarak karsilastirildi,




BULGULAR

Streptozotosin  ile diabet olusturulan siganlar  diabetes
mellitus’un bazi karakteristik 6zelliklerini ( poliliri, polifaji ve
hiperglisemi ) gosterdi. Tampon soliisyonu injekte edilen kontrol
grubu sicanlarda ise boyle bir 6zellik goriilmedi. Diabetik siganlar
kontrol grubu siganlar ile karsilagtinldiginda 6. haftanin sonunda kilo
kaybettikleri gozlendi. Diabetik grubun viicut aguliklar ve kan
glukoz dizeylerinin kontrol grubuna gore gosterdikleri farkliliklarin

istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu ( Tablo 1).

MU OPIOID RESEPTOR ARACILI ANTINOSISEPTIF
YANITLARIN DEGERLENDIRILMESI
Kontrol ve dibetik siganlarda i.pl olarak uygulanan DAMGO

formalin testinin faz Ila ve faz IIb evresinde istatistiksel olarak
anlamli antinosiseptif bir etki olustururken, formalin testinin faz I
evresinde etkisiz bulundu (Sekil 1 ve 2). Kontrol siganlarda kars:
pengeye uygulaman DAMGO ise istatistiksel olarak anlamli bir
antinosiseptif etki olusturmadi (Sekil 1) Benzer sekilde hot-plate
testinde her iki grupta ipl DAMGO’nun antinosiseptif etki
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olusturmadig gozlendi (Sekil 3). Ancak, formalin testinde kontrol
grubunda DAMGO'nun antinosiseptif etkisinin diabetik hayvanlara
gore istatistiksel olarak daha giiclii oldugu saptandi (Sekil 4). Kontrol
ve dibetik sicanlarda DAMGO tastyicisi serum fizyolojigin her iki test
ile degerlendirilen antinosiseptif yanitlarda bir degisik olusturmamasi
nedeniyle DAMGO’nun antinosiseptif etkisinde gozlenen farkliligin
tastyiciya bagli olmadigi bulundu (Sekil 3 ve 5).

MU OPIOID RESEPTOR ARACILI ANTINOSISEPTI¥
YANITLARDA  L-ARGININ/NO/SGMP YOLAGININ ROLUNUN
DEGERLENDIRILMESI

Mii opioid reseptor aracili antinosiseptif yamitlara L-
NIO’nun etkisi

Kontrol ve diabetik si¢anlarda 1.pl olarak enjekte edilen L-NIO,
formalin testinin faz Ila ve faz IIb evresinde DAMGO’nun
antinosiseptif etkisini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltitken,
faz I evresinde etkisiz bulundu (Sekil 6 ve 7). Ayni sekilde uygulanan
L-NIO tasiyicisimin {distile su) ise her iki grupta formalin yanitlarin

degistirmedigi saptandi (Sekil 8 ve 9).

Mii opioid reseptdr aracii antinosiseptif yanitlara metilen
mavisi(MM)’nin etkisi

Kontrol ve diabetik siganlarda i.pl olarak enjekte edilen MM,
formalin testinin=faz Ila ve faz IIb evresinde DAMGO’nun
antinosiseptif etkisini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltirken,

taz I evresinde etkisiz bulundu (Sekil 6 ve 7). Ayni sekilde uygulanan




MM tagtyicisimin (distile su) ise her iki grupta formalin yanitlarini

degistirmedigi saptandi (Sekil 8 ve 9).

Mii opioid reseptor aracili antinosiseptif yanitlara SIN-1%in
etkisi

Kontrol grubu siganlarda ipl olarak enjekte edilen SIN-1,
formalin testinin faz Ila ve faz IIb evresinde DAMGO’nun
antinosiseptif etkisini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirirken,
faz I evresinde etkisiz bulundu (Sekil 6). Diabetik grupta ise, ipl
olarak enjekte edilen SIN-1, formalin testinin faz [, faz Ila ve faz IIb
evrelerinde  DAMGO’nun  antinosiseptif etkisini anlamli  olarak
etkilemedigi saptand1 (Sekil 7). Aymi sekilde uygulanan SIN-1
tagtyicisinin her iki grupta da formalin yanitlanni degistirmedigi

bulundu (Sekil 8 ve 9).
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Tablo 1. Kontrol ve diabetik si¢anlarin viicut agirliklar ve kan glukoz
diizeyleri (* p<0.01).

- n Viicut agirhgi Kan glukoz degeri
(2) (mg/dl)
Kontrol 54 288,1+19 1053+ 14
Diabet 48 2158 + 15 393,1 + 14"

|
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Sekil 1. Kontrol sicanlarda formalin ile olusan nosisepsiyona i.pl DAMGO
tastyicisi(KDT), DAMGO(KD) ve karst pengeye DAMGO(KDkp)
uygulanmasimim  antinosiseptif  etkisi, n=6, *p<0.01(KDT’ye gore

istatistiksel anlamly fark)
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Sekil 2. Diabetik sicanlarda formalin ile olusan nosisepsiyona i.pl DAMGO
tasiyicisi(DDT) ve DAMGO(DD) uygulanmasiminin antinosiseptif etkisi,
n=6, *p<0.01(DDI"ye gore istatistiksel anlaml fark).

=,

PRS-, PV




5.0-’

2.5+

0 04

% MOE

30.dk 60 dk

-2 54

—5.0J 120 dk

Sekil 3. Kontrol ve diabetik stganlarda i pl DAMGO tasiyicist ve DAMGO nun
antinosiseptif etkisinin hot-plate testiyle karsilagtirilmasi, n=6, % MOE=%
Maksimum Olasi Etki, KD T=Kontrol DAMGO tasiyic1, KD=Kontrol DAMGO,
DDI=Diabet DAMGO tagtyicy, DD=Diabet DAMGO
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Sekil 4, Kontrol ve diabetik sicanlarda formalin ile olugan nosisepsiyona i pl
DAMGO nun antinosiseptif etkisi, n=6, *p<0,01(DD’ye gbre istatistiksel
anlamlr fark), DD=Diabet DAMGO, XD=Kontrol DAMGO.
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Sekil 5 Kontrol ve diabetik sicanlarda formalin ile olusan nosisepsiyona i pl
DAMGO tastyicisinin antinosiseptif etkisi, n=6, KDI=Kontrol DAMGO
tagryrcisi, DD T=Diabet DAMGO tasiyicisi,
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Sekil 6. Kontrol sicanlarda formalin ile olusturulan nosisepsiyona ipl
DAMGO, DAMGO+L-NIO, DAMGO+MM ve DAMGO+SIN-1’in
antinosiseptif etkisi, n=6, *p<0,0l(D’ya gore 1statistiksel anlamli fark),
KDI=Kontrtol DAMGO tasmiyici, KD=Kontrol DAMGO, KD+L-
NIO=Kontrol ~ DAMGO+L-NIO, KD+MM=Kontrol DAMGO+MM,
KD+SIN-1=Kontrol DAMGO+SIN-1.
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Sekil 7 Diabetik sicanlarda formalin ile olusturulan nosisepsiyona 1t pl
DAMGO, DAMGO+L-NIO, DAMGO+MM ve DAMGO+SIN-1’in
antinosiseptif etkisi, n=6, *p<0,0l(D’ya gore istatistiksel anlamli fark),
DD=Diabet DAMGO, DD+L-NIO=Diabet DAMGO+L-NIO,
DD+MM=Diabet DAMGO+MM, DD+SIN-1=Diabet DAMGO+SIN-1.
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Sekil 8. Kontrol siganlarda formalin ile olusturulan nosisepsiyona 1i.pl
DAMGO(KD) ve DAMGO+MM,L-NIO,SIN-1 tastyicisi(KD+MLSt) nin

antinosiseptif etkisi, n=6.
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Sekil 9. Diabetik siganlarda formalin ile olusturulan ndsisepsiyona ipl

DAMGO(DD)Y™ ve  DAMGO+MM,L-NIQ,SIN-1 tasiytetsy(DD-+MLSt) nin

antinosiseptif etkisi, n=6
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TARTISMA

Opioidler, akut agrilt hastaliklarim tedavisinde olduk¢a sik
kullanilan ilaclardir (67). Opioidlerin periferal antinosiseptif etkileri
mii, kappa ve delta reseptdrler aracili olmasina karsin, mii opiod
reseptor agonistleri delta ve kappa opioid reseptdr agonistlerinden
daha gii¢lii periferik antinosiseptif etki géstermektedir (35,68). Mii
opioid reseptdr agonisti fentanil'in lokal uygulamasinim sistemik
uygulamaya gére 15 kat daha gliclii antinosiseptif etki olusturdugu,
oysa DAMGO icin bu oranmn yaklagtk 500 kat oldugu bulunmustur.
Bu fark ilaclarm farkl: farmakokinetik profil gostermesine bagl
olabilir. $6yleki fentanil, lipofilitesi fazla olan ve sistemik uygulama
sonrast iyi dagiim gésteren bir opioid reseptdr agonisti olmasma
karsmn, DAMGO sistemik uygulama sonrasi hizla yikilmakta ve yavas
bir dagilim géstermektedir, Aynca, DAMGO'un 0.32 mg/kg doza
kadar herhangi bir davranis degisikligine neden olmadig: bildirilmistir
(5). Bu 6zellikleri nedeniyle, ¢calismamizda selektif olarak mil opioid
reseptérlerine etkili giicli  bir opiod agonist olan DAMGO
kullantmistir.

Opioidlerin wiqi'lﬂarnasyonsuz doku icine lokal uygulanmasimn
antinosiseptif etki olusturmamasi, periferal antinosisepsiyonun tam

olarak ortaya cikmasi i¢in  inflamatuvar komponentin  gerekli
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oldugunu distindiirmektedir (5,68). Bununla wuyumlu olarak,
inflamatuvar agrida lokal olarak uygulanan opioidlerin daha fazla
etkili olmasi cesitli faktdrlerle aciklanmaktadir (5). inflamasyonlu
dokuda lokal uygulanan opiodler perindral hasar sonucu noronal
opioid reseptorlerine daha kolay baglanabilmektedir. Ayrica, opiod
reseptorlerin  aksonal transportunun ve opiodlerin  baglanma
bolgelerinin inflamasyona bagli olarak arttifi gosterilmistir (5,68).
Inflamasyonlu dokuda opiodlerin etkisinde gbzlenen artigin diginda,
inflamatuvar uyariya yanit olarak saliverilen lokal endojen opiod
peptidlerin de kompansatuvar bir mekanizma olusturabilecegi ileri
stiriilmiistiir (43,68,69,70). Bu nedenle, lokal uygulanan mii opiod
reseptdr agonistlerinin inflamatuvar durumlarda daha fazla etki
gostermesi  klinikte inflamasyonla iligkili bir¢ok agrili durumda
avantaj saglayabilir (5). Opiodlerin periferal antinosiseptif etkisinin
degerlendirilmesinde cesitli inflamasyon modellerinden
yararlaniimaktadir, fakat kullanilan ajanlara, ilaglarin ve inflamatuvar
ajanin uygulanma yoluna ve de inflamasyonun evresine bagh olarak
birbiriyle ¢eligkili sonuglar ortaya ¢ikmaktadir (12,43). Bu calismada
ise DAMGO’nun periferik antinosiseptif etkisini degerlendirmede
deneysel bir inflamasyon modeli olarak formalin testi kullamiimistir,
Formalin testinden elde edilen sonuglar test edilen ajanlarin ve
formalinin konsantrasyonuna olduk¢a duyarlidir. Diisiik formalin
konsantrasyonlar1 submaksimal nosiseptif yanitlar1 ortaya gikarmakta
ve boylece zayif etkili analjeziklerin etkilerinin belirlenmesini
kolaylaﬁumﬁi:tadlr Bir¢ok calismada formalin'in %1-%5 arasindaki
konsantrasyonlan kullandmustir (11,12,29). Sicanlarda %1 formalin

uygulanmast durumunda morfinin periferal antinosiseptif etkisinin
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saptanabildigi, fakat %5 formalinle ise motfinin yeterli diizeyde etki
yapamadigy bildirilmistir (29) Ayrica, %5 gibi yiiksek formalin
konsantrasyonlar: ile bir siklooksijenaz inhibitérii olan zomepirak'in
herhangi bir etki olusturmadigi saptanmustir. Yiiksek formalin
konsantrasyonlarinda indiiklenen nosiseptif uyar1 temel olarak doku
hasarma bagli olabilir ve uygulanan anti-inflamatuvar ilaglara yamt
vermeyebilir (71). Bu nedenle, ¢alismamizda kullamlan formalinin
konsantrasyonu %1 olacak sekilde diistik tutulmustur.

Opioidlerin etkisinin sadece periferik olarak ortaya ¢iktigin
gostermek igin gesitli yontemler kullamilmaktadn. Bu calismada,
formalin uygulanmayan kars1 pengeye 1 mikrogram dozda DAMGO
enjeksiyonunun antinosiseptif bir etki olusturmadigi bulunmustur. Bu
sonug, DAMGO'nun olusturdugu antinosiseptif etkinin periferal mii
opioid reseptorleri aracihifiyla ortaya ¢iktigini ve etkide santral bir
komponentin olmadigini  gdstermektedir. Ayrica, calismamizda
kullanilan ~ve daha ¢ok analjeziklerin santral etkilerini
deferlendirmeye yarayan bir test olan hot-plate testinde de
DAMGO'nun uygulanan dozda antinosiseptif etki olusturmamasi da 1
mikrogram DAMGO'nun periferik  etki gdsterdigi sonucunu
desteklemektedir.

Daha onceki caligmalarda, 1 mikrogram DAMGO'nun
intraplantar enjeksiyonunun %1 formalin ile olusan erken faz
yamtlarini etkilemedigi, fakat ge¢ faz yamtlarimi belirgin olarak
azalttig: bildirilmistir (5,63). Bu ¢aligmanin sonuglar1 da, 1 mikrogram
dozda pengg | icine uygulanan DAMGO'nun formalinle olusan
nosiseptif yanitlann faz Ia ve faz IIb evresinde inhibe ederken,

DAMGO tasiyicisinin ise  yanitlarn  etkilemedigini  gdstermistir.
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Periferik etkili bir opiod reseptor antagonisti olan nalokson'un 1,2
mg/kg dozda sistemik olarak enjeksiyonunun DAMGO ile olusan
antinosiseptif etkiyi tamamen ortadan kaldirdig1 bildirilmistir (63)
Diger bir c¢alismada da, bir opiod reseptdr antagonisti olan
quadazosin'in lokal olarak etkili oldugu dozlarinda DAMGO'nun
periferik antinosiseptif etkisini antagonize ettigi gsterilmistir (5). Bu
sonuglar caligmamizda uygulanan dozda (I mikrogram) DAMGO'nun
antinosiseptif ~ etkisinin  opiod reseptérler  aracili  oldugunu
gostermektedir Benzer sekilde, lokal olarak uygulanan opioid
agonistlerinin, inflamasyonlu  dokuda olusturduklart  belirgin
antinosiseptif etkinin periferal opioid reseptorleriyle etkileserek ortaya
¢iktigin bilditen birgok yayin bulunmaktadir (5,35,42,68). Bu
nedenle, bu ¢alismada opiod reseptdr antagonistlerinin kullanilmasina
gerek gorulmemistir.

Morfin  ve benzeri birgok opioid agonistin  periferal
antinosiseptif  etkisinde L-Arginin/NO/sGMP  yolagmin  roliinii
gosteren galigmalar bulunmaktadir (29, 30). Calismamizda da kontrol
hayvanlarima penge igine uygulanan [ mikrogtam DAMGO'nun
antinosiseptif etkisinin bir NOS inhibitsrii L-NIO veya solubl guanilat
siklaz inhibitérti MM ile geriye gevrildigi bulunmustur. MM veya L-
NIO'nun tasiyicist ise antinosiseptif yanitlari etkilememistir. Bu
sonug¢lar, DAMGO'nun olusturdugu periferal antinosiseptif etkinin L-
A1ginin/NO/sGMP yolag: aracigiyla ortaya ¢iktigini gdstermektedir.
Daha 6nceki ¢alismalarda, mii opioid reseptor agonis:tlerinin ve NO
donérlerinin SEMP‘yi arttirarak ATP duyarli K kanallanini aktive
ettifi ve bunun néronlarda hiperpolarizasyona neden olarak

antinosisepsiyon  olusturdugu bildirilmistir  (9,34,35,37,38). Bu




caligmada da bir NO donérii SIN-1'n penge icine uygulanmasinin
DAMGO'nun  antinosiseptif etkisini arttirdigy,  fakat  SIN-1
tastyicismmn ise etkisiz oldugu bulunmustur. Bu  etkinin primer
duyusal afferentlerdeki K* kanallarinm (6zellikle de ATP duyarh K
kanal tipinin) a¢iimasina bagli olabilecegi diistiniilmuistiir.

Bu calismada, diabetik sicanlarda penge icine lokal olarak
uygulanan DAMGO™mun kontrollerle karstlagtinldiginda daha az
antinosiseptif etki olusturdugu bulunmugstur. Bu sonug diabetik
hayvanlarda mii opioid reseptor agonistlerinin antinosiseptif etki
glictinlin - azaldiginin bildirildigi 6nceki calismalarla uyumludur
(14,46,47,50,52,55). Diabetik  hayvanlarda opioid  reseptdr
agonistlerinin antinosiseptif etkinligindeki azalma cesitli faktorlerle
a¢tklanmaya caligtmistir, Bu faktdrler arasinda diabetik hayvanlarda
glukoz ve insiilin diizeylerindeki degisiklikler, protein kinaz C
aktivitesinin artmasi, endojen opioid peptid sistem aktivitesinde
zayiflama, hiicre ici kalsiyum miktarindaki artig ve ATP duyarli K©
kanallarinin aktivitesinde azalma sayilabilir (14,28,49,50,52,56,58).
Calismamizda ise diabetik hayvanlarin pencesine L-NIO veya MM
uygulanmasinin DAMGO"™un antinosiseptif etkisinde azalmaya neden

oldugu bulunmustur. Bir NO donorii olan SIN-1'in diabetik

hayvanlarda penge icine uygulanmasinin DAMGQ'nun antinosiseptif

ctkisini arttirmamasi, diabette DAMGO'nun antinosiseptif etkisindeki
azalmanin  biylik kismundan  solubl guanilat Siklaz enzimi
sonrasmdaki mekamzmalarm ve bliytik olasilikla da ATP duyath K'
kanallarindaki fonks1yon bozuklugunun sorumly olabilecegi kanisina

varildi.
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Sonug  olarak, spesifik mii agonisti DAMGO’nun ipl
uygulanmasinin L-Arginin/NO/sGMP yolagi araciliftyla periferal
nosisepsiyona neden oldugu ve diabetik sicanlarda i.pl olarak
uygulanan DAMGO'nun periferal antinosiseptif etkisinin  belirgin
olarak azaldif1 saptanmistir. Diabetik sicanlarda i pl L-NIO veya MM
verilmesinin DAMGO’nun antinosiseptif etkisini geriye cevirmesi ve
bir NO donérii olan SIN-1'in ipl uygulanmasinin DAMGO'nun
etkisini  belirgin  sekilde degistirmemesi nedeniyle, diabette
DAMGO™mun antinosiseptif etkisindeki azalmanm bliytik kismindan
L-Arginin/NO/sGMP yolaginda solubl guanilat siklaz enzimi sonrasi
olaylarin ve olasilikla da ATP duyarh K* kanallarindaki fonksiyon

bozuklugunun sorumlu olabilecegi kanisina varilmistir.
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SONUCLAR

6 haftalik streptozotosin diabetik siganlarda intraplantar
uygulanan DAMGO’nun olusturdugu antinosiseptif yanitlarda diabete
bagli degisikligin  olup olmadiginn ve efer varsa bunun
mekanizmasinin incelenmesi amaciyla yaptigimiz bu arastirmada;

1) Diabetik siganlarin viicut aguliklarinda kontrol sicanlarina
gore anlamli bir diisme ve kan glukoz diizeylerinde ise anlamli bir
yiikselme oldugu saptandi.

2) Kontrol siganlarda DAMGO nun formalin testinde anlamli
bir antinosiseptif etki olustururken, hot-plate testinde etkisiz
bulunmasi, bu etkinin periferik oldugunu gosterdi. Benzer sekilde,
formalin verilen pengenin kargisindaki pengeye lokal olarak
uygulanan DAMGO'nun da herhangi bir antinosiseptif etki
olusturmadiginin saptanmasi bu bulguyu destekledi.

3) Diabetik siganlarda DAMGO'nun periferal antinosiseptif
etkisinde kontrollere gore anlaml: bir azalma oldugu saptand:.

4) Kontrol siganlarda DAMGO ile beraber L-NIO veya MM

uygulanmas: DAMGO'nun antinosiseptif etkisini anlamli olarak




azaltti, DAMGO ile beraber SIN-1  verilmesi ise periferal
antinosisepsiyonu giiclendirdi.

5) Diabetik sicanlarda DAMGO ile beraber L-NIO, MM
uygulanmasi DAMGO nun antinosiseptif etkisini azaltirken, SIN-1
uygulanmasi DAMGO'nun antinosiseptif etkisinde anlamli b
degisiklik olusturmad.

Boylece, kontrol sicanlarda i.pl uygulanan DAMGO'nun L-
Arginin/NO/sGMP yolagini aktive ederek periferal antinosisepsiyona
neden oldugu, diabetik sicanlarda DAMGO'nun bu etkisinin azaldig
ve bu azalmadan biiyiik bir olasilikla L-Arginin/NO/sGMP yolaginda
solubl guanilat siklaz sonras; olaylarin sorumlu olabilecegi sonucuna
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OZET

Kontrol ve streptozotosin diabetik siganlarda intraplantar
DAMGO uygulamasiyla olusan periferal antinosiseptif yanitlar
incelendi. Degerlendirmede siganlarin sag arka pengesine %1 formalin
enjeksiyonu vyapilarak formalin testi ve ayrica hot-plate testi

kullansldi, 1 mikrogram ipl uygulanan DAMGO'nun kontrol

hayvanlarinda formalin testinde anlamli bir periferal antinosiseptif

etki olusturdugu saptandi. Hot-plate testinde ise anlamli bir
antinosiseptif etki gozlenmedi. Kontrol hayvanlarina DAMGO ile
beraber L-NIO veya MM uygulanmasinin antinosisepsiyonu
zayiflatmasi ve SIN-1'in ise DAMGO'nun etkisini arttirmast nedeniyle
DAMGO'nun periferal antinosiseptit etkisinde L-Arginin/NO/sGMP
yolagimin aktivasyonum  rolii olabilecegi disiiniildii. Diabetik
hayvanlarda ise DAMGO'nun antinosiseptif etkisinin kontrollere gére
belirgin olarak daha az oldugu saptandi. Diabetik hayvanlara
DAMGO ile Dberaber L-NIO veya MM uygulanmasmin
antinosisepsiyonu zayiflatmasi ve SIN-1'in ise DAMGO'nun etkisini
anlamli olarak degistirmemesi nedeniyle diabetik hayvanlarda
DAMGO'nun antinosiseptif ~ etkisindeki azalmadan L-
Arginin/NO/s&MP yolaginda solubl guanilat siklaz enzimi sonras

olaylarda bir bozuklugun sorumlu olabilecegi kanisina varildu.
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