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SIMGE VE KISALTMALAR
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GIRIS VE AMAC

Kronik agri, biyolojik, fizyolojik, davranigsal, ¢evresel ve sosyal faktorlerin de
etkiledigi karmasik bir durum olup ilag tedavisine yanit1 yetersizdir.

International Association for the Study of Pain (IASP) tanimina gore ndropatik agri,
sinir sisteminin primer lezyonuna veya disfonksiyonuna bagli ya da metabolik hastaliklar
sonucu gelisen agridir (1,2). Giiniimiizde noropatik agr1 tedavisinde analjezikler, trisiklik
antidepresanlar ve bazi antikonviilsan ilaglarin kullanilmasina karsin, alinan yanitlar ve
ilaglarin etkinlikleri belirgin degisiklikler gostermektedir (3-5). En giiclii analjezikler olarak
nitelendirilen opioid ilaclarin noropatik agriya karsi etkinlikleri bile gilinlimiizde tartismali
olup, bu ilaglarin ancak ciddi istenmeyen etkilerinin belirgin olarak ortaya ¢iktig1 yiiksek
dozlartyla etkili olabildikleri kabul edilmektedir (3,4,6). Amitriptilin ve diger trisiklik
antidepresanlar veya antikonviilzan olan gabapentin 6ncelikli tedavi olarak 6n plana ¢ikmustir,
ancak noropatik agriya karst daha etkili ilaglara ihtiyag¢ oldugu agiktir.

Periferik sinir hasari, noéropatik agri olarak adlandirilan anormal agriya neden
olmaktadir. Allodini (normalde agri olusturmayan uyaranin agri olusturmasi), hiperaljezi
(normalde agrili uyarana artmig yanit) ve spontan agri noropatik agrinin bazi klinik
sendromlaridir. Bu davranigsal belirtiler hayvan modellerinde de gosterilmistir (7-9).

Nitrik oksit (NO) santral sinir sisteminde yeni bir néronal ulak ve néromodiilator
olarak goriilmekte olup, nitrik oksit sentaz (NOS) araciligiyla L-arginin’den olusmaktadir (10-
14). NOS’un endotelyal, indiiklenebilir ve ndéronal (sirasiyla, eNOS, iNOS ve nNOS) olarak
isimlendirilen ii¢ farkli formu saptanmis olup, asimetrik dimetilarginin (ADMA) her ii¢
izoformu da inhibe edebilen endojen bir NOS inhibitoriidiir (13,14). ADMA dimetilarginin

dimetilaminohidrolaz (DDAH) ile citrullin’e metabolize edilerek veya idrar ile atilarak
1



elimine edilmektedir (14-16). Bircok kanit NO’nun spinal nosiseptif siirecte rol aldigini
ortaya koymaktadir (17). Her ne kadar noropatik agri mekanizmalari tam olarak
anlagilamadiysa da son calismalar NO’nun bu siirece aracilik ettigine dair kanitlar
arttirmaktadir (18,19). Noropatik agridaki roliine ek olarak NO’nun opioid toleranst ve
bagimliliginda da ¢ok énemli rol oynadigi sanilmaktadir (20-22). 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.
Noropatik agriya benzer belirtiler ortaya ¢ikarttigi bilinen bir deneysel diyabet modelinde de
ADMA diizeylerinin arttig1 saptanmistir (23).

Bu tez caligmasi yukarida sozii edilen veriler dogrultusunda, siyatik siniri zedelenmis
sicanlardaki allodini ve hiperaljezi l¢iim degeri ile ADMA diizeyinin degisimi arasindaki
korelasyonu belirlemek amaciyla yapilmisti. ADMA’ya ek olarak ayni zamanda simetrik
dimetilarginin (SDMA), homoarginin ve L-arginin plazma diizeyleri High-Performance
Liquid Chromatography (HPLC) kullanilarak  0lglilmiis ve  istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.



GENEL BILGILER

AGRI

“International Association for the Study of Pain” (IASP) agriy1 “hos olmayan, ger¢ek
veya potansiyel doku hasar1 veya tehdidi ile birlikte bulunan, duyusal ve hissi deneyim”
olarak tanimlamaktadir. Bu tanima gore agr1 gergek bir duyu degil, algidir ve duyusal
(sensoryal), duygusal (emosyonel) ve biligsel bilesenlerden olusmaktadir. Bu bilesenler
agrinin siddet, silire ve yerlesim olarak algilanmasini (duyusal), motivasyonel degisiklikler ve
nahosluk hissi duyulmasini (duygusal), agriya bagli korku, anksiyete ve farkindalik
yaratilmasini (bilissel) saglar (1,24-26).

Agr1 her zaman i¢in 6zneldir. Bu nedenle algilanmasi kisiden kisiye biiyiik farkliliklar
gosterebilir. Objektif uyaranlarin yani sira bireysel 6zellikleri bireyin agriya yanitinda 6nemli
rol oynar. Bu yiizden agril1 bir uyarana kars1 yanitta kisiden kisiye farkliliklar goriiliir.

Agrt c¢ok boyutlu bir deneyimdir; noérofizyolojik, psikolojik, biyokimyasal,

etnokiiltiirel, dinsel, biligsel, ruhsal ve ¢evresel bir durumdur (27).

AGRI SINIFLAMASI

Norofizyolojik Mekanizmasina Gore
a. Nosiseptif
- Somatik

- Visseral

b. Noropatik (nonnosiseptif)



-Merkezi
-Periferik
c. Psikojenik

Siiresine Gore
a. Akut
b. Kronik

Etiyolojisine Gore

a. Kanser agrisi

b. Postherpetik nevralji

c. Orak hiicre anemisine bagl agr1

d. Artrit agrisi

Bolgesel Agn

a. Bas agrisi

b. Yiiz agrist

c. Bel agris1

d. Pelvik agr

seklinde siiflama yapilabilmektedir (28).

Nosiseptif Agr1

Nosiseptorler; primer afferent sinir uglarinda, doku hasari ile olusan uyarilara duyarh
olan norolojik reseptorlerdir. Kimyasal, mekanik ve termal uyarilar ile aktive olur. Yiiksek
esikli mekanoreseptorler; tek tip stimulusla, polimodal nosiseptdrler; birden fazla stimulusla
uyarilirlar. Normal sartlarda uyarilmasi zor olan sessiz nosiseptorler ise enflamasyon gibi bir
etki ile duyarlilasirlar ve uyarilabilir hale gelebilirler (27).

Mekanoreseptorler sikmaya ve igne batirmaya duyarliyken, sessiz nosiseptorler
inflamasyona, polimodal mekanotermal nosiseptorler ise asir1 basi, asir1 1s1 (>42°C ve <18 °C)
ve allojenlere duyarhidir (1).

Nosiseptorler, sinir sisteminin yani sira tiim doku ve organlarda bulunan reseptorlerdir

ve agrinin hosa gitmeyen bir durum olarak algilanmasini saglarlar.



Nosiseptif agri, somatik ve visseral agri olmak iizere iki alt gruba ayrilir. Somatik agr1
duyusal lifler ile visseral agr ise sempatik liflerle tasinir. Somatik agr1 daha yogun ve aci

verici, visseral agr1 ise daha yaygin ve zor lokalize olabilen bir agridir.

Noropatik Agr1
Nonnosiseptif agr1 i¢in en yaygin kabul goren terminolojidir. Noropatik agri, ndrolojik
bir yap1 veya islevin degismesi ile ortaya ¢ikar. Nosiseptif agridan en 6nemli farki siirekli bir

nosiseptif uyarinin bulunmamasidir. Santral ve periferik olmak tizere ikiye ayrilir.

Psikojenik Agr1
Psikojenik agr1 tanis1 konmadan once diger patolojileri dislayacak arastirmalar

yapilmal1 ve gerekirse deneyimli bir psikiyatristten yardim alinmalidir (28).

AGRININ FiZYOLOJisi

Normalde agr (fizyolojik agr1), impulslarin miyelinli (A-delta) ve/veya miyelinsiz (C)
nosiseptif sinir lifleriyle beyine iletilmesiyle olusur. Bu afferent liflerin duyusal uglari
fizyolojik kosullarda sadece giiclii ve zararli uyaranlarla aktive olurlar ve beyin bunlarla gelen
uyartyr agri olarak algilar. Fizyolojik agri koruyucu bir islev goriir ve potansiyel bir
harabiyete kars1 uyar1 sistemi olarak karsimiza ¢ikar, kolay lokalize olur ve gecicidir.

Periferik sinirler sinir lifinin ¢apina ve miyelinli olup olmadiklarina gére A (a, B, v,0
alt gruplar1t var), B ve C olarak smiflandirilirlar. A ve B lifleri miyelinli, C lifleri
miyelinsizdir. Miyelinli ince A-delta liflerinin uglar1 genellikle uyarildiklari tipe gére mekanik
veya termal nosiseptor adimi alir. Keskin, igneleyici, iyi lokalize edilen karakterde agri
olusturur ve 5-30 m/sn hizla iletilir. Miyelinsiz C liflerinin uglar1 siddetli mekanik, kimyasal,
asir1 sicak ve soguk uyaranlarla aktive olur, 0,5-2 m/sn hizla uyariy: iletir. Kiint, yaygin bir
agr1 ve hiperestezi olusturur.

Agr1 yogun uyaranlar altinda saglam nosiseptif afferent liflerin aktivitesinden
kaynaklandiginda “normal” nosiseptif sayilir. Giiclii, uzun siireli ve tekrarlayan uyaranlar agri
sistemini etkiler ve siklikla duyarli hale gelmesine yol agar. Bu, artmis veya “patofizyolojik”
agriya sebep olur. A-delta ve C liflerinin yan1 sira A-beta lifleri de bu agrida rol oynayabilir

(1,27,29,30).



AGRI MEKANIZMALARI

Periferik Mekanizmalar

Nosiseptif siireglerin baslangic noktast primer afferent nosiseptorlerdir. Bunlar
kimyasal, termal ve mekanik uyaranlara yanit veren sinir uglaridir. NosiseptOriin yanit
Ozelliklerine gore uyari sonucu spinal korda dogru bir yayilim baslar. Agrili uyaran 4 asamada

ist merkezlere dogru bir yol izler.

1.Transdiiksiyon: Bir enerjinin bagka bir tiir enerjiye doniismesidir. Sinir uglarindaki
noksiyus uyarmn elektriksel aktiviteye doniistiiriilmesi olayidir. Ornegin nosiseptdrlerin

normal bir 1s1ya duyarsiz kalmasi, yiiksek 1s1 ile duyarli hale gegmeleri.

2.Transmisyon: Nosiseptorler tarafindan algilanan agrinin iist merkezlere dogru
iletilmesidir. Bu iletim ii¢ asamada incelenebilir; (I) nosiseptorlerden spinal korda kadar olan
primer sensoryal yolaklar, (IT) spinal korddan beyin sap1 ve/veya talamusa uzanan ¢ikici
yolaklar, (III) beyin sapt ve talamustan korteks postsentral gyrusa uzanan projeksiyon
yolaklari.

Miyelinli A-delta lifleri uyariyr hizhi ileten, sensitizasyona agik, mekanik ve termal
uyaranlar ile uyarilan liflerdir. Miyelinsiz C lifleri ise polimodal 6zellik gdsteren, birgcok

uyarana kars1 duyarlilig1 olan, uyarty1 daha yavas ileten liflerdir.

3.Modiilasyon: Daha ¢ok omurilik seviyesinde meydana gelen bir olaydir. Agrili
uyaran spinal kord seviyesinde bir degisime ugramakta ve bu degisim sonrasinda daha iist

merkezlere iletilmektedir.

4.Persepsiyon: Omurilikten gegcen uyaranin bazi c¢ikict yollar araciligr ile iist

merkezlere dogru iletilip agrinin algilanmasidir (27,30).

Santral Mekanizmalar

Agrn iletiminde dorsal boynuzun lamina I kismini olusturan ve marjinal zone olarak
isimlendirilen bolim ile lamina II’yi olusturup i¢ ve dis olarak ikiye ayrilan substantia
jelatinoza’nin 6nemli rolii vardir. Nosiseptif sinir uclarinin santral terminalleri marjinal zone

ve substantia jelatinoza’da yer alan ndronlarla sinaps yapar. Dorsal boynuzun diger bir kism



olan lamina III ve V’i ise niikleus proprius olusturur ve bu tabaka spinal kodda mediiller
dorsal boynuz olarak adlandirilir.

Dorsal boynuzda 3 grup hiicre vardir:

1. Nosiseptif iletinin rostral dagilim ile anterolateral afferent sistemden {ist merkezlere
aktarim1 saglayan projeksiyon ndronlari

2. Nosiseptif iletiyi projeksiyon ndronlarima ve diger ara noronlara aktaran eksitator
ara noronlar

3. Nosiseptif iletiyi baskilayan inhibitdr ara ndronlar (27).

Arka boynuz primer afferentlerin sonlandigi merkezdir. Genellikle Lamina I, II ve
V’te sonlanirlar. Burada arka boynuzdaki ikinci sira ndéronlarla baglanti kurarlar. Projeksiyon
ndronlart da 2 tiptir. Birinci tip Lamina I’de yogun olarak bulunan ve sadece A-delta ve C
lifleri ile eksite olan nosiseptif spesifik ya da yliksek esik degerde ndronlar, ikinci tip ise wide
dynamic range (WDR) noronlar olarak adlandirilir ve Lamina 1 ve V’te bulunur. Arka
boynuzda farkli yerlerde bulunurlar ve farkli uyaranlara yanit verirler. Nosiseptif spesifik
noronlar ylizeyel laminalarda yer alir ve Ozellikle agrili uyaranlara yanit verirken, WDR
noronlar ise daha derin laminalarda yer alir ve hem agrili hem agrisiz uyaranlara yanit
verirler. Bu néronlar normalde dokunma ile olan uyaranlara agri ile yanit vermezler. Ancak
cesitli faktorlerle asir1 hassas hale gelebilirler ve bu durumda dokunma uyaranina kars1 agrili
yanit verebilirler. Belirli bir ndron miktarinin aktivitesi esik degeri astig1 takdirde agrisiz olan
dokunma uyaranlar1 agrili olarak algilanir ve allodini ortaya ¢ikar (26,30).

Arka boynuzdaki agn siirecinde g¢esitli ndrotransmitter ve noéromodiilatorler gorev
yapar. Ozellikle glutamat ve aspartat gibi eksitatdr aminoasitler arka boynuzda agrili uyaranin
iletiminde rol alirlar. N-metil-D-aspartik asit (NMDA), non-NMDA ve glutamat reseptorleri
de gorev alir. Primer afferentlerden salgilanan P maddesi, noérokinin A, CGRP gibi peptidler
nosisepsiyonda rol alirlar. Nosiseptif transmisyon ya da modiilasyonda yer alan diger
reseptorler opioid (mii, kappa), gama amino biitirik asit (GABA), alfa-adrenerjik serotonin
(5HT) ve adenozin reseptorleridir.

N-metil-D-aspartik asit reseptorlerinin aktivasyonu hiicrede yeni olaylara yol agmakta
ve agrili uyaranlara karsi hassasiyeti arttirmaktadir. NMDA reseptor kanali istirahat halinde
magnezyum tikact ile bloke durumdadir. NMDA reseptoriiniin aktivasyonu, norokinin
resepOrlerinin aktivasyonuna ve magnezyum tikacinin agilarak hiicre igerisine kalsiyum
girmesine baglidir. Bunun sonucunda onkojen indiiksiyonu, NO olusumu ve sekonder

mesengerlerin igine fosfolipaz, polifosfoinosit, cGMP, eikozanoidler ve proteinkinaz C gibi



maddelerin aktivasyonuna yol agmaktadir. Bu sekonder mesengerler hiicrenin eksitabilitesini
arttirmakta, onkojen iiretimine yol agmakta ve hiicrede uzun siireli degisikliklere yol
agmaktadir (27).

Arka boynuzdaki ikinci smif projeksiyon néronlari ve 6n boynuzdaki bazi ndronlar
spinotalamik, spinoretikiiler, spinomezensefalik yollarla supraspinal bolgelere ulasir. Bu
spinal yapilar spinal kord i¢inde kontralateral ve anterolateral kuadranda yer alirlar.
Supraspinal yapilar talamustan kortekse kadar yaygmn bir alan kaplar, talamusta ikiye
ayrilirlar.  Agrinin  sensoryal diskriminatif Ozelligini tastyanlar; ventrokaudal ve
ventroposterior talamus g¢ekirdeklerinde sonlanir. Agrinin affektif motivasyonel yonleriyle
ilgili olanlar; talamusun medial ¢ekirdeklerinde sonlanir. Talamus disinda kaudat c¢ekirdek,
hipotalamus, hipokampus, serebellum gibi subkortikal yapilar da nosiseptif uyarinin
iletiminde ve agrinin algilanmasinda gorev almaktadir. Agrinin sensoryal diskriminatif yonii
agrili uyaranin yerinin belirlenmesi, tanimlanmasi ile ilgili 6zellikleridir. Agrinin her zaman
subjektif olan siddet ve benzeri 6zellikleri ise sensoryal diskriminatif komponenti olusturur.
Agrida hos olmayan hisler ve diger duygusal 6geler ise affektif motivasyonel komponenti
olusturur ve agrinin kisiden kisiye farklilik gostermesine neden olur (1,27,30).

Cesitli calismalarda agrili uyaranin sensoryal, motor, premotor, frontal, parietal,

oksipital ve anterior singulat bolgeleri gibi kortikal yapilar etkiledigi gosterilmistir (30).

NOROPATIK AGRI

Noral dokuda hasar veya hastalikla iligkili kronik agri olan néropatik agr1 sik goriilen
¢Oziimlenmemis bir saglik problemidir (29). Periferik veya santral sinir sisteminde harabiyet
sonucu olusur; yanma sekline kendini gosterir. Genelde opioidlere pek yanit vermez, daha ¢ok
lokal anesteziklere, antikonviilsanlara ve antidepresanlara yanit verir (1).

International Association for the Study of Pain’in (IASP) tanimina gore noropatik
agr1, sinir sisteminin primer lezyonuna veya disfonksiyonuna bagli ya da metabolik hastaliklar
sonucu gelisen agridir (31). Genellikle analjeziklere yanit vermeyen karmasik bir agr
sendromudur. Sinir sistemindeki lezyonun olustugu yere gore noropatik agri santral ve
periferik olarak iki gruba ayrilir (32).

Sik goriilen periferik noropatik agn tipleri; kompleks bolgesel agr1 sendromu, tuzak

noropatileri, diyabetik ndropati, fantom agrisi, postherpetik nevralji, trigeminal nevralji,



radikiilopati, kemoterapi ya da alkole bagli polindropati ve inflamatuar demiyelinizan
poliradikiilondropatidir.

Santral noropatik agri nedenleri arasinda ise spinal stenoza bagli kompresif
miyelopati, multipl skleroz ya da parkinson hastaligina bagli agri, iskemi veya radyasyon
sonras1 miyelopati, inme ya da post-travmatik medulla spinalis yaralanmasina bagli agr1 ve
siringomiyeli sayilabilir (33).

Noropatik agri, farkli bir norolojik lezyon ile ortaya ¢ikan otonomik disfonksiyon veya
sensoriyal bolgelerde bir dizestezi olustugunda disiiniilmelidir. Agr esigi distiigli icin
normalde agrisiz olan uyar1 agri yapabilir (allodini) veya uyariya yanit hem stirekli hem de
amplitiid bakimindan abartili olabilir (hiperaljezi) (26).

Noropatik agr1 prevalanst kapsamli epidemiyolojik ¢alismalarin yapilmamis olmasi
nedeniyle kesin olarak bilinmemektedir. Genel popiilasyonun yaklasik %1-1,5 kadarim

etkiledigi one siirtilmektedir (34).

Noropatik Agr1 Mekanizmalar:

1.Periferik sensitizasyon: Periferik siniri etkileyen hastaliklar demiyelinizasyon
ve/veya aksonal kayip seklinde histolojik degisikliklere yol agar. inflamatuar siirecin bir
pargasi olarak demiyelinizasyon ve aksonal hasar bolgelerine makrofaj, lenfosit ve mast
hiicreleri gibi ¢esitli immiin sistem hiicreleri go¢ eder. Nosiseptif uyaranin kendisi de
norojenik bir inflamasyon yaniti olusturarak; P maddesi, norokinin A, Calcitonin Gene
Related Pepdid (CGRP), bradikinin, noradrenalin, histamin gibi aljezik maddelerin
salgilanmasina neden olur. Bu peptidlerin salgilanmasi sensoryal ve sempatik sinir liflerinde
uyarilmada degisiklige, damarlarda genislemeye, plazma proteinlerinin ekstravazasyonuna ve
inflamatuar hiicrelerin ¢esitli kimyasal mediatorler salgilamasina yol agar. Bu sekilde
serotonin, P maddesi, nitrik oksit, siklooksijenaz ve lipooksijenaz yollarindaki inflamatuar
mediatdrlerin salgilanmasi ile nosiseptorler uyarilir ve periferik sensitizasyon meydana gelir.
Periferik sinir zedelenmesi sinir biiyiime faktoriiniin (NGF) perifere gidisini engelleyerek
dorsal kok gangliondaki duyusal néronlar1 ve dolayisiyla sodyum kanallarinin ekspresyonunu
etkiler. Sodyum kanal ekspresyonundaki artisa bagl olarak ortaya cikan ektopik aktivite,
sensorial noronlar ve sempatik efferent lifler periostal nosiseptdrlerin etkilenmesi ile periferik,

spinal sinir ve koklere basi ile ndropatik agr1 gelisebilir.



2. Ektopik desarjlar: Sinir hasar1 sonrasi ortaya c¢ikan demiyelinizasyon nedeniyle
sinir lifi boyunca ektopik uyarilar yayilmaya baslar. Bu ektopik desarjlar hasar sonrasi aylar,
yillar siirebilir. Ayrica, aksonun zedelendigi yerde membran hipereksitabilitesi olusur. Bu
durum da ektopik desarjlarin olusmasina yol acar. Ektopik dersarjlarin goriildiigii en 6nemli

bolgeler sinir hasar1 olan bdlge ve hasarla iliskili dorsal kok gangliyonudur (DKG).

3. Santral sensitizasyon: Periferik sinir hasar1 sonrasi asir1 miktardaki sensoriyal
uyarilar santral sinir sistemine ulasarak dorsal boynuzda degisikliklere yol agar. Bu
degisiklikler sonucu hipereksitabl hale gelen noronlar spontan aksiyon potansiyeli olustururlar
ve bu olusan anormal yiiksek frekansli aktivite agriya katkida bulunur. Normal istirahat
membran potansiyelinde NMDA reseptor kanallari, magnezyum ile bloke durumdadir.
NMDA reseptoriiniin uyarilmasiyla magnezyum blokaji ortadan kalkar ve kalsiyum hiicre
icine girmeye baslar. Kalsiyum iyonlarinin hiicre i¢ine girmesi santral sensitizasyonun devam

etmesini saglar.

4. Inhibitér kontrollerin kaybi: Noropatik agri olusumunda korteksten spinal korda
inen inhibitdr kontrollerin kayb1 6dnemli yer tutar. Dessenden yolaklar ile nosiseptif iletimi
ayarlayan ana merkezler; somatosensoriyel korteks, talamus, hipotalamus, orta beyinde
periakuaduktal gri madde, medullada raphe magnus ¢ekirdegi ve spinal kord arka boynuzdaki
ara baglantilardir. Periakuaduktal bolgede serotonin, noradrenalin reseptorlerinin yani sira
opioid reseptorler de bulunurlar. Noropatik agr1 tedavisinde kullanilan antidepresanlar,
serotonerjik ve noradrenerjik etkileri ile inen inhibitér yolaklar etkiler ve noropatik agriyi
azaltirlar. Ayni sekilde noropatik agr1 tedavisinde kullanilan opioid ilaglar; periakuaduktal gri
bolgedeki opioid reseptorlerini aktive ederler ve enkefalin salinimina yol agarlar. Enkefalinler
de morfin reseptorii alt tiplerine baglanarak etkilerini gdsterirler, ndropatik agrinin azalmasina

yol agarlar. (29,30,32,33,35)

Noropatik Agr1 Semptomlari
Allodini: Normalde agr1 yaratmayacak bir uyaranla agri olugsmasi demektir. Af liflerin
santral sensitizasyonu, A liflerin santral reorganizasyonu, inhibitér kontrollerin kayb,

nosiseptorlerin periferik sensitizasyonu sorumlu tutulmaktadir.
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Hiperaljezi: Agrili bir uyarana abartili yanit verilmesidir. Periferik duyarlilasma
sonucu ortaya cikar. Sinir, arka kok, arka kordon zedelenmeleri sonrasinda; multipl

fonksiyonel ve yapisal, nérokimyasal ve molekiiler degisiklikler sonucu olusur.

Parestezi: Herhangi bir uyaran olmaksizin ortaya cikan karincalanma gibi agrisiz

histir. Ektopik desarj sonucu ortaya ¢ikar.

Dizestezi: Herhangi bir uyaran olmaksizin olusan yanma gibi agrili histir. Santral
duyarlilasma sonucu ortaya ¢ikar. Vurucu-batici agri ise inhibitor kontroliin kaybi sebebiyle

ortaya cikar.

Hipostezi veya Hiperestezi: Viicuda zararli olmayan bir uyaranin azalan veya artan

siddete algilanmasi.

Hiperpati: Asir1 agr1 yaniti. Tekrarlanan uyaranlara karsi esigin diiserek cevabin

artmasi (35,36).

Noropatik Agr1 Nedenleri

I-Periferik sinir lezyonlari
A-Lokal
-Tuzak néropatileri
-Kompleks bolgesel agr1 sendromu (KBAS)
-Postherpetik nevralji
-Diabetik monondropati
-Iskemik noropati
-Poliarteritis nodosa
-Posttravmatik nevralji
B-Diffiiz
-Diabetes mellitus
-Amiloid
-Plazmositom

-Duysal herediter noropatiler
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-AIDS néropatisi
-B Vitamini yetmezligi

-Toksik noropatiler

II-Santral lezyonlar
-Dorsal kok gangliyonu (DRG) lezyonlari
-Pleksus yaralanmalar1
-Spinal kord traktus lezyonlar1 (travma, tiimor, siringomiyeli)
-Orta beyin-pons lezyonlari
-Talamik lezyonlar (tiimor, inme)

-Kortikal lezyonlar olarak siniflandirilir (33,36).

Noropatik Agr1 Tamis1

Noropatik agr1 tedavisi i¢in dogru tani saglanmalidir. Tanida ilk basamak agrinin
yerinin, siddetinin, siiresinin, niteliginin, azaltan ve arttiran faktorlerinin, yarattig: fiziksel ve
psikolojik etkilerinin belirlenmesidir. Elektrodiyagnostik c¢alismalar (elektromiyogram ve
sinir iletim hiz1) gibi testler tanida yardimci olabilir. Noropatik agr1 varliginda somatik veya
otonom sinirler asimetrik segmental hiperemisyona veya hipoemisyona sebep olur.

Termografi benzeri testler bazen otonomik disregiilasyonun onaylanmasinda yardimci olabilir

(37).

Noropatik Agr1 Tedavisi

Noropatik agr1 tedaviye direnclidir ve gelisiminde degisik mekanizmalar rol oynadigi
icin kombinasyon tedavisi yapilmasi daha uygundur. Tedavide kullanilan ilaglar:

1.Trisiklik Antidepresanlar

2.Membran stabilize edici ilaglar

-Antikonviilsanlar

-Lokal anestezikler ve antiaritmik ilaglar

3.Topikal terapi

-Kapsaisin preparatlari

-Topikal NSAII

-Topikal lokal anestezik ilaclar

4 NMDA antagonistleri
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5.Diger ilaglar (klonidin, baklofen, tizanidin, adenozin) (38).

DENEYSEL NOROPATIK AGRI MODELLERI

Deneysel agr1 calismalarinda amag¢ agrinin dogasini, 6zelliklerini agiklamanin yani
sira, herhangi bir maddenin agrinin algilanmasi iizerine etkisini farkli hayvan davranislar ile
ortaya ¢ikarmaktir. Bugiine kadar gelistirilmis ve kullanilmakta olan birgok hayvan modeli
olmasina ragmen arastirmalarda dogru sonuca ulagmak i¢in en ideal modeli se¢cimde 6zen
gosterilmelidir. Hayvan agrili uyaranlara motor davranislarla yanit verir. Yanit genellikle
basit bir refleks, vokalizasyon veya kagmadir.

Onemli diger bir konu da etik sorunlar1 dnlemek amaciyla deneklerin ve kontrol
grubunun en az sayida tutularak istatistiksel olarak anlamli sonug elde etmektir (39).

Hayvanlarda gelistirilen, siyatik ve safen sinirlerin tam seksiyonu ile olusturulan
“néroma modeli” olarak da bilinen, ilk agrili noropati modeli 1979°da Wall ve ark. (40)
tarafindan gelistirilmistir. Siganlara uygulanan parsiyel denervasyon ile olusturulan en sik
kullanilan periferik noropatik agr1 modelleri; kronik konstriksiyon hasarina bagli noropati
modeli (KKH), parsiyel siyatik sinir ligasyonuna bagli néropati modeli (PSSL) ve spinal sinir
ligasyonuna bagli ndropati modelidir (SSL).

Kronik Konstriksiyona Bagh Noropati Modeli

Spontan agriya ek olarak allodini ve hiperaljezi ortaya ¢ikaran bir hayvan modeli
olarak ilk defa Bennett ve Xie (7) tarafindan olusturulmustur. Sinir hasari, sicanlarin siyatik
siniri ¢evresinde, siyatik sinir trifurkasyonunun proksimalinde, gevsek diigiimler atilarak
konstriktif ligatiirasyon saglanmasi yolu ile olusturulur. Diigiimler sadece siyatik siniri
sikigtirr, sinirin dolagimini ve beslenmesini saglayan damarlari sikistirmaz. Boylece ligasyon,
kan akimini azaltir ve birkag¢ hafta devam edecek olan intranéral 6deme neden olur. Bu iglem
sonucunda deneklerin yaridan fazlasinda agri1 duyusu belirtileri, 6dem ve atrofik degisiklikler
hasar takiben 2 ila 7 giin i¢inde gézlenmeye baslar; 10-14 giin icerisinde en yiiksek seviyeye
ulagir, yaklasik iki ay devam ettikten sonra ortadan kaybolur. Yerine, o bolgede siirekli bir
hiperestezi durumu olusur. KKH’11 siganlar, etkilenen arka pengeyi sallama ve sik yalama gibi
spontan agriy1 isaret eden davranislar, beraberinde cinsel istekte azalma ve kilo kaybi gibi
sistemik belirtiler gosterirler. Isiya ve mekanik uyarana karsi hiperaljezi ve allodini gelisir.

(41,42).
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Parsiyel Siyatik Sinir Ligasyon Modeli

Seltzer ve ark. (9) tarafindan tanimlanmistir. Girisim i¢in sicanlarda ilk dnce siyatik
sinir cevre dokulardan ayrilarak dikkatli bir sekilde ortaya cikarilir. Ince dikis materyali
siyatik sinirin dorsal yiiziinden sinir kalinliginin '2-1/3’1inil i¢ine alacak sekilde gegirildikten
sonra sikica baglanir. Boylece sinirin parsiyel ligasyonu saglanir. Bu model, genellikle
ototomi davranisi icermeyen spontan agri bulgulari olusmasini saglar. KKH modelinden farkli
olarak PSSL modeli, her iki arka pengede hiperestezi olusmasina neden olmustur. Bu nedenle
PSSL modelinde yalanci opere grup ile denegin iki ekstremitesi birbirinin kontrolii olarak
degerlendirilemez. Ancak deney grubu ile yalanct opere grup arasinda karsilagtirma
yapilabilir. Son aragtirmalar, bu modelde gelisen allodininin néronal mekanosensitivitedeki
kronik artigla beraber oldugunu gdstermistir. Buna ragmen termal hiperaljezinin ndronal

duyarlilik artis1 ile birlikte olmadig: diisiiniilmektedir (42).

Spinal Sinir Ligasyon Modeli

Bu model Kim ve Chung (8) tarafindan gelistirilmistir. Sicanlarin arka pencgesinin tek
tarafli deafferentasyonu ile olusturulur. Tek tarafli olarak lomber spinal sinirlerin bir veya iki
tanesinin (L5 veya L5-6), dorsal spinal kokten c¢iktigi boliimiin  distalinde sikica
konstriksiyonu saglanir. Denek olarak genellikle sican kulanilir. Girisim igin vertebral kolona
lateral yaklagimla paravertebral adaleler kiint olarak disseke edilir. Vertebralarin yan
olusumlar1 asilarak L5 ve L6 spinal sinirlerin vertebradan dagildiklar: alana ulasilir ve bu
noktada spinal sinirler sikica baglanir. BoOylece arka pengenin parsiyel ligatiirasyonu

saglanmis olur (8).

NITRIK OKSIT

Nitrik oksit; nitrojenin oksitlenmesiyle elde edilen, renksiz, zehirli bir gaz olarak
tanimlanir. Bir nitrojen ile bir oksijen atomunun bilesiminden meydana gelen bir molekiildiir.

Nitrik oksit son yillarda taninan, birgok biyolojik olayda 6énemli rolii oldugu bilinen,
cok kisa yar1 omiirlii bir serbest radikaldir. Onceleri vaskiiler sistemde, endotel kaynakl
gevseme faktorii (EDRF) olarak tanimlandi. 1987 yilinda Palmar ve arkadaglari tarafindan bu
maddenin NO oldugu gosterildi (43).

Nitrik oksit, 1992 yilinda Science dergisi tarafindan yilin molekiilii se¢ilmistir. Daha
sonra yapilan c¢alismalar NO’nun degisik bazi hiicrelerde de sentezlendigini ve organ

fonksiyonlarmi etkiledigi ortaya c¢ikarilmistir. Endotel kaynakli vazodilatatér faktoriin NO
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oldugu anlasildiktan sonra, bu molekiiliin beyin ve daha bir¢ok hiicre ve organ sistemlerinde
iiretilerek fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda etkili oldugu ileri siirilmiistiir (44). NO,
beyinde norotransmitter, immdiin sistemde mediator, kardiovaskiiler sistemde saglam endotelin
koruyucu mediatorii, vazodilatatdr ve endojen antiaterojenik molekiil olarak rol oynar.

L-Arginin (2-amino-5-guanidino pentanoic acid) diyet proteinlerinde dogal olarak
bulunan proteogenik esansiyel bir aminoasittir. Protein metabolizmasinin disinda kreatin, L-
ornitin, L-glutamat ve poliamin sentezi gibi farkli metabolik yolaklara da girer. L-Arginin’in
dekarboksilasyonu ile biyojenik amin metaboliti olan agmatine doniistiiriilir. Ubiquitin-
proteasome yolaginda da protein degradasyonunda da bulunur. Onemli biyolojik yolaklardan
olan NO sentezinde nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin substrati1 olarak gorev alir (45).

Nitrik oksit, L-argininden sitrulin olusumu sirasinda, L-argininin guanidin nitrojen
grubunun hidroksilasyonu ile olusan ara iiriindiir (Sekil 1). Bu reaksiyon birden fazla NOS
enzimi tarafindan katalize edilir (Tablo 1). NOS enzimleri, yapisal (constitutive) nitrik oksit
sentaz (cNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) olmak iizere iki ana gruba ayrilir.
Yapisal NOS enzimleri vaskiiler endotelde, noronlarda ve plateletlerde bulunur (46).
Noronlarda bulunan, noronal nitrik oksit sentaz (nNOS), endotel hiicrelerinde bulunan
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) olarak adlandinlir. Indiiklenebilir NOS
kardiyomiyositler, hepatositler, ndronlar, mikroglial hiicreler, notrofiller, vaskiiler endotel ve
diiz kas hiicrelerinde bulunur. Yapisal NOS tarafindan yapilan nitrik oksit, hiicreler arasi ve
hiicre i¢i haberlesmede rol oynar. Yapisal NOS enzimleri, ortamdaki kalsiyum

konsantrasyonlarinin artisindan etkilenirken, iNOS etkilenmez (47).

NOS
L-Arginin |:> Sitriillin + NO

Sekil 1. Nitrik oksit sentezi
NOS: Nitrik oksit sentaz
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Tablo 1. Nitrik oksit sentaz izoformlari (48)

NOS Diger | Salinim Kaynak Regiilasyon NO Kromozom
izoform | adi afinitesi
Tip1 | nNOS | Devamh 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
Tip3 | eNOS | Devaml Vaskiiler endotel Ca™"abagimli | Yiiksek 7
hiicreleri, trombositler,
miyokard, endokard,
mast hiicreleri,
nétrofiller

NOS: Nitrik oksit sentaz; nNOS: Néronal nitrik oksit sentaz; iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz;
eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz.

Nitrik oksitin sentezlendigi reaksiyonda kofaktor olarak flavin mono niikleotit (FMN),
flavin adenindiniikleotit (FAD), kalmodulin, tetrahidrobiopterin (BH4), kosubstrat olarak ise
nikotinamid adenin diniikleotit (NADPH) ve oksijen gorev yapmaktadir (Sekil 2). Reaksiyon

sirasinda olusan sitrulin, endotel hiicre kiiltiirlinde yapilan ¢aligmalar sonucunda iireden gelen

bir azot atomuna eklenmesiyle arginine geri doniismektedir.

Arginine
02

Citrulline
NO (or NO")

Sekil 2. Nitrik oksit sentezi ve sentezde rol alan molekiiller
BH,: Tetrahidrobiopterin; FAD: Flavin adenin diniikleotit; FMN: Flavin
mononiikleotit; NADP: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (okside);
NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (rediikte).

Lipid membranlardan kolayca gecerek demir veya siilfiir iceren proteinlere baglanir.

Ozellikle guanilat siklaz enziminin hem grubuna baglanarak enzimi aktif hale getirir. Bu
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enzim guanozin trifosfati (GTP) siklik guanozin monofosfata (cGMP) doniistiiriir. Olusan
c¢GMP hiicre i¢i kalsiyum miktarini diistirerek diiz kaslarda gevseme olusturur (43).
Nitrik oksitin kalp damar sistemi, beyin, periferik sinir sistemi ve immun sistem

tizerinde onemli etkileri mevcuttur (Sekil 3, Tablo 2).

LDL oksidasyonu Vazodilatasyon

% %:}_} Platelet agregasyonu

-~ = - =
-
Siiperoksit radikallerinin : S C:g:::x:::
salimimi

Monosit adezyonu
Diiz kas hiicre proliferasyonu y

Sekil 3. Nitrik oksitin 6nemli rolleri (49)

Tablo 2. Nitrik oksitin sistemler tizerine etkileri

Sistem Nitrik oksitin fonksiyonu
Kalp damar Tonik vazodilatasyon, damar duvarina hiicre adezyonunun
sistemi engellenmesi, trombosit  aktivasyonunun inhibisyonu,

ateroskleroz ~ olusumunun  geciktirilmesi,  anjiyogenez

stimiilasyonu
Beyin Norotransmisyon
Periferik sinir Agr1 olusumunun regiilasyonu, barsak ve damarlarda
sistemi nonadrenerjik, nonkolinerjik transmisyon
Immun sistem Sitotoksisite, immun hiicre fonksiyonunun regiilasyonu




Nitrik Oksit Sentaz inhibitorleri

1. L-arginin yapisal analogu olan inhibitorleri:
L-NMMA (monometil-L-arginin)
L-NA (nitro-L-arginin)
L-NAME (nitro-L-arginin metilester)
ADMA (asimetrik dimetil arginin)

2. L-arginin analogu olmayan inhibitorleri:
7-NI (7-nitroindazol)
L-NIO (iminoetil-I-ornitin)
L-N-(1-iminoetil) lizin
merkaptoetilguanidin

aminoguanidin (50).

ASIMETRIK DIMETILARGININ

Asimetrik dimetilarginin dogal olarak ortaya ¢ikan, plazmada dolasan idrar ile atilan,
hiicre ve dokularda bulunan bir aminoasittir. NO metabolizmasi ile iligkisi ortaya ¢iktigindan
beri plazmadaki konsantrasyonunun Sl¢iilmesi ile ilgili arastirmalar 6nem kazanmistir.

Ik olarak 1992 yilinda Londra’da Vallance ve ark. (51) tarafindan, insan plazma ve
idrarinda tanimlanmistir. Bu ¢alismadan sonra molekiile olan bilimsel ve klinik ilgi katlanarak

artmistir, buna bagh olarak ADMA ile ilgili yayinlar ¢ogalmistir (52) (Sekil 4).

501
404
30
20

101

Yaymlarn yillara gire artis1

o
1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002

Sekil 4. Asimetrik dimetilarginin ile ilgili yayinlarin yillara gore artis1 (53)

Asimetrik dimetilarginin NOS’un endojen kompetitif inhibitoriidiir (53). ADMA, L-

arginin ile yarigmali bir sekilde yer degistirerek NOS’u inhibe eder ve NO olusumunu azaltir.
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NOS’un inhibisyonu sadece vazodilatasyona sebep olmaz ayni zamanda NO’nun etkiledigi
diger biyolojik fonksiyonlarin olusmasini engeller. Sonug olarak pro-aterojenik duruma neden

olur.

Asimetrik Dimetilarginin Sentez ve Metabolizmasi

Asimetrik dimetilarginin translasyon sirasinda proteinlerin yapisina giren arginin’in,
postranslasyonel modifikasyonla metillenmesi esnasinda PRMT (protein arginin metil
transferaz) enzimi tarafindan sentezlenir. Bu enzim metil grubunu S-adenozil-metiyonin’den

(SAM) CH3 alir ve proteinin yapisindaki arginine aktarir (Sekil 5).

Protein

|
Protein - arginine
methyltransferases

CH PRMTs
sNprMT-1 " pemT -nl o

| Protein- ADMA | [ Protein-sbmMA

Sekil 5. Protein arginin metil transferaz enzim tipleri ve iiriinleri

PRMT: Protein arginin metil transferaz.

Asimetrik dimetilarginin sentezinde rol alan PRMT enziminin 2 farkli tipi
tanimlanmistir. Bunlar PRMT-1 (Protein Arginin Metiltransferaz-1) ve PRMT-2 (Protein
Arginin Metiltransferaz-2) dir. PRMT-1 histon ve RNA binding proteini metiller ven ADMA
ve L-NMMA olusturur. PRMT-2 ise sadece miyelin basic proteini metiller ve SDMA ve L-
NMMA olusturur. L-NMMA, NOS enzimini ADMA ile ayni giicte inhibe eder fakat plazma
konsantrasyonu ADMA’dan 10 kat daha disiiktiir. SDMA’nin plazma konsantrasyonu
ADMA ile esit seviyededir, ancak NOS iizerine bir etkisi yoktur.

Metillenmis bu arginin tlirevleri yapisinda bulundugu proteinin proteolizi sonucunda
serbest kalir. Arginin hangi uclarindan metillendiyse ona gore proteoliz sonucu ADMA,

SDMA, L-NMMA dan birisi ortaya ¢ikar (Sekil 6).
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CHj HL,C CH CH5; CHj

HN NH-> HIN l\IJH HN ’ \N/ : N I‘!JH
\\c/ \\C/ \\C/ \C/
ik i i i
i, i, i, i,
Eh, S, &, &,
L, S, L, L,
& A e .

H.N COOH  H,N COOH  H,N COOH HoN COOH

Arginin L-MMA ADMA SDMA

Sekil 6. Metilenmis arginin tiirevleri

ADMA: Asimetrik dimetilarginin; L-MMA: Monometilarginin; SDMA: Simetrik dimetilarginin.

Protein arginin metiltransferaz enzim sistemi, S-adenozilmetiyoninden (SAM) bir
metil grubunu S-adenozilhomosistein (SAH) olusturmak iizere arginine transfer eder ve
homosisteine hidrolize olur.

Asimetrik  dimetilarginin  ve L-NMMA, DDAH (Dimetilarginin Dimetil
Aminohidrolaz) ile sitriilin ve dimetilamin ya da monometilamine indirgenir.

Dimetilarginin dimetil aminotransferaz’in 2 formu bulunmaktadir. DDAH-1 daha ¢ok
nNOS iceren dokularda, DDAH-2 ise eNOS ya da iNOS iceren dokularda mevcuttur.
Biyokimyasal olarak DDAH’1n inhibisyonu ADMA’y1 artirirken NO {iretimini azaltmaktadir.
DDAH baglica, endotel hiicreleri, beyin, pankreas gibi pek cok organda bulunur. ADMA
metabolizmasindan sorumlu baglica organlar karaciger ve bobreklerdir. ADMA, NOS’un {i¢
formunun da kompetitif inhibitoriidiir.

Saglikli bir bireyde giinde 60 mg ADMA sentezlenir. Bunun 10 mg’1 bobreklerden
atilir. Kalan 50 mg da DDAH enzimi ile sitriilin ve dimetiamin’e doniistiiriiliir. DDAH
enzimatik metabolizmasini hiperlipidemi, diyabet, hipertansiyon, homosisteinemi, inflamatuar
sitokinler ve ajanlar, yiiksek doz eritropoietin, yashlik, sigara i¢cimi inhibe eder (16).

Asimetrik dimetilarginin birikimine Onciiliik eden mekanizma bozulmus DDAH
metabolizmasidir. Pek ¢ok calismada ADMA birikimi azalmis DDAH aktivitesi ile birliktedir.
Sisteinden indirgenen siilthidril (SH) grubu DDAH aktivitesi i¢in dnemlidir. Bu enzim de
oksidatif strese duyarhidir. Oksidatif stresin ADMA olusumunu, endotel hiicrelerinde artmis
PRMT-1 ckspresyonuyla serbest oksijen tiirleri agiga ¢ikararak stimiile edebildigi
aciklanmaktadir. Ayrica DDAH inaktivasyonu, SH grubunun nitrozilasyonuyla, iNOS

tarafindan asir1 miktarda NO {iretimi oldugunda meydana gelebilir. iINOS tarafindan
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proinflamatuar sitokinler olusturuldugunda NO iiretimi sinirlanabilir, bu da ADMA
birikimine sebep olabilir. DDAH aktivitesindeki artis ise NO sentezini daha da artirir, bu
durum ADMA sentezinde azalmaya neden olur (54).

Asimetrik dimetilarginin diizeyinin artmasinda dort mekanizma rol oynayabilir.

1. Proteinlerin PRMT ile metilasyonunda artma

2. Proteinlerin proteolizinde artmaya bagli olarak metillenmis tiirevlerin ortaya

¢ikisinda artis
3. Renal atilimin bozulmasi

4. Metillenmis tiirevlerin DDAH enzimi ile metabolizmasinin azalmasi

Asimetrik dimetiargininin endotel disfonksiyonu i¢in yeni bir risk faktorii olabilecegi
ileri stiriilmektedir. Ateroskleroz, konjestif kalp yetmezligi, hipertansiyon, preeklampsi,
erektil disfonksiyon ve pek c¢ok kardiyovaskiiler hastaliklarda plazma ADMA diizeylerinin
arttig1 gosterilmistir (55).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alisma; yerel etik kurul onay1 alindiktan sonra (Ek 1) Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Bu ¢calisma Trakya

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenmistir (Ek 2).

DENEKLER VE DENEY DUZENI

Calismamizda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Laboratuvarinda iiretilmis, ortalama 200-250 gram agirliginda, 8-10 haftalik, 100 adet
Sprague Dawley erkek sican kullanilmasi planlandi. Tiim denekler standart laboratuvar
kosullarinda barindirildi. Beslenmeleri igin standart sigan yemi ve musluk suyu verildi,
hayvanlar deney ortamina adaptasyon i¢in 24 saat 6nce laboratuar ortamina getirildi. Kronik
agr1 deneyleri yaklasik 2 ay siireyle devam edeceginden, bu siire i¢cinde asir1 zayiflayan ve
hastalanan siganlarin deneyden ¢ikarilmasi planland.

Deneylerde si¢anlar rastgele secilerek 20’serli 5 gruba ayrildu.

[.Grup: 8 hafta beslenecek ndropatik sicanlar (10 adet) + 8 hafta beslenecek kontrol
grubu siganlar (10 adet),

I1.Grup: 4 hafta beslenecek ndropatik sicanlar (10 adet) + 4 hafta beslenecek kontrol
grubu sicanlar (10 adet),

III.Grup: 2 hafta beslenecek noropatik siganlar (10 adet) + 2 hafta beslenecek kontrol
grubu siganlar (10 adet),

IV.Grup: Akut L-arginin uygulanacak noropatik si¢anlar (10 adet) + Akut L-arginin

uygulanacak kontrol grubu siganlar (10 adet),
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V.Grup: Kronik L-arginin uygulanacak noéropatik siganlar (10 adet) + Kronik L-
Arginin uygulanacak kontrol grubu sicanlar (10 adet)

Ilk 3 gruptaki deneklerin ADMA degerlendirilmesi sonucu anlamlilik ifade ederse
sonraki gruplara devam edilmesi kararlastirilmisti. Ancak bu degerler anlamli olmadigindan
deney ilk 3 grubun incelenmesi sonucu sonlandirildi.

Deney hayvanlarindan intrakardiyak kan alindi. Alinan kanlarin plazmalar1 ayrildi ve -
80 °C’de ADMA dl¢ilimlerinin yapilacag: giine kadar saklandi.

Deneyde kullanilmis olan tiim hayvanlar yiiksek doz anestezi ile 6ldiirtildii.

SIYATIK SINIR LIGASYONU

Deney 6ncesinde tiim denekler once tartildi, kuyruklar1 boyandi ve numaralandirilmig
olan kafeslere konarak karisma ihtimali ortadan kaldirildi.

Denekler ketamin (90 mg/kg) + ksilazin (10 mg/kg) anestezisi yapilmasindan hemen
sonra sag alt ekstremitesinin siyatik sinir bolgesine uyan kismin tiiyleri temizlendi ve
antiseptik olarak batticon kullanilarak, 151k altinda keskin bistiiri ucu ile c¢evre dokular
travmatize edilmeden trochanter major ile popliteal fossa arasinda siyatik sinir bulundu,
Seltzer ve ark.nin (9) sicanlarda yaptiklart sekilde siyatik sinirin dis kisminin % ila 1/3’i
“USP 6/0 metrik 13mm 3/8 yuvarlak propilen atravmatik™ ile 1 diigiim atilarak baglandi. Kas
dokusu “USP 3/0 metrik 30mm 1/2 yuvarlak katgiit krome atravmatik” iplik 2 dikis
kullanilarak, cilt ve cilt alt1 dokusu “USP 3/0 metrik 26mm 3/8 keskin ipek atravmatik” iplik
3 dikis atilarak kapatildi ve pansuman yapilarak isleme son verildi. Kontrol grubunda (sham
grubu) ise siyatik sinir ortaya c¢ikarilarak, herhangi bir islem yapmaksizin tiim tabakalar
dikilerek pansuman yapildi. Benzeri sinir zedelenmesi girigsimlerinin birka¢ glin sonrasindan
baslayip 1 aydan daha uzun siireyle devam eden allodini ve hiperaljezi gibi néropatik agrinin
baz1 davranigsal belirtilerinin ortaya ¢iktigi bilinmektedir (7,9,41,56,57). Uygulayacagimiz
cerrahi girisimden sonra da ayni belirtilerin ortaya ¢ikmasini bekledigimizden; allodini ve

hiperaljezi 6l¢iimleri deneyden sonraki 2 ay boyunca her ii¢ giinde bir yapildu.

ALLODINI VE HIPERALJEZI OLCUMLERI

Mekanik allodini 6l¢iimleri Dynamic Plantar Aesthesiometer cihazi (Ugo Basile,
Varese, Italya) ile yapildi. Von Frey filamentlerinin ¢alisma prensiplerinin esas alindigi bu
cihazda dokunmaya bagli hassasiyet 6l¢limii yapilmaktadir (58). Denekler metal tabla {izerine

yerlestirildikten sonra uyum saglamasi i¢in 15 dk beklendi ve uyarici prob (gelik gubuk, cap1
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0,5 mm) sag arka pencenin plantar yiiziine gelecek sekilde yerlestirildi. Hayvan hareketsiz
oldugunda cihaz ¢alistirilarak metal filament yukar1 dogru yiikseltildi ve arka pengenin plantar
ylizeyine onceden ayarlanmig parametre degerlerine (25 sn siireyle 0-50 g arasinda artacak
sekilde dik olarak) uygun olarak artan siddette gii¢ uygulandi. Hayvan arka pencesini
cektiginde mekanik uyari1 otomatik olarak sonlanmakta oldugundan hayvanin ayagini ¢ektigi
andaki deger cihaz tarafindan kaydedildi. Bu degerin belirlenmesi i¢in ardarda yapilan {i¢
Ol¢limiin aritmetik ortalamasi alindi.

Termal hiperaljezinin degerlendirilmesi Plantar test cihazi (May-Com, Ankara,
Tiirkiye) ile Hargreaves metodu kullanilarak yapildi (59). Olgiimler igin, farelerin arka ayak
pencelerinin plantar yiizeylerinin ortasina fokuslanmis 151k demeti seklinde asagidan radyan
1s1 uygulandi. Denekler pencgelerini ¢ektikleri anda 1s1 uygulamasi otomatik olarak sonlandi
ve en yakin 0,1 saniye belirtilecek sekilde uygulama siiresi cihazdan okundu. Siganlarin
deneye baslamadan en az 15 dk onceden ortama alismalar1 saglandi ve doku zedelenmesini

Onlemek icin cut-off siiresi 10 sn olarak belirlendi.

ARGININ VE METILLENMIS ARGININ TURLERININ OLCUMU
L-Arginin, L-homoarginin, ADMA ve SDMA olgiimleri Teerlink tarafindan (60)

tariflenen metoda gére HPLC cihazinda 6lgiildii.

Kullanilan Kimyasal Malzemeler

3-merkaptopropionik asit, OPA (Fluka, Almanya); amonyak, asetonitril, metanol, L-
arginin, HCI, Borik asit, KH,PO4, 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 5um 3.9x20 mm, ABD), HPLC cihaz1 (Waters 2690 Alliance, Seperations Module,
ABD), distile su cihaz1 (Millipore, France), vorteks (Niive NM110, Tiirkiye), manyetik
kanistiric1 (Heidolph MR 3001, Almanya), pH metre (Inolab WTW pH level 1, Almanya),
sogutmali santrifiij (Hettich Micro 220R, Almanya).
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Yazilim ve Ekipman
Asimetrik dimetilarginin diizeyleri Waters Alliance 2690 XE, Model 474 floresan
dedektdr ve Millennium 32 Software kullanilarak 6lgiildii. Orneklere solid faz ekstraksiyonu

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

Kullanilan Soliisyonlar

Arginin stok soliisyon: MA: 174,20 gr, 10 mM HCIL. 174 mg arginin 10 mL HCI
icinde ¢oziildii ve 100 mM stok soliisyon elde edildi. Bu soliisyon 1:100 diliie edilerek 1
mM’a ulasildi.

Homoarginine stok soliisyon: MA:224,69 gr, 10 mM HCI. 225 mg homoarginin 10
mL HCI i¢inde ¢oziildii ve 100 mM stok soliisyon elde edildi. Bu soliisyon 1:100 diliie
edilerek 1 mM ulasildi.

Asimetrik dimetilarginin stok soliisyon: MA: 275,18 gr, 10 mM HCI. 50 mg ADMA
18.17 mL HCI i¢inde ¢oziildii ve 10 mM stok soliisyon elde edildi. Bu soliisyon 10 kez diliie
edilerek 1 mM’a ulagildi.

Simetrik dimetilarginin stok soliisyon: MA: 758,82 gr, 10 mM HCI. 25 mg SDMA
33 mL HCl i¢inde ¢6ziildii ve 1 mM stok soliisyon elde edildi.

Combine working standard: Arginin, homoarginin, asimetrik dimetil arginin
(ADMA) ve simetrik dimetil arginin (SDMA)’in 1 mM’lik stok soliisyonlarindan 10 mM HCl
icinde 100 puM arjinin ve 10 uM homoarjinin, ADMA ve SDMA iceren bir karigim

olusturuldu.

Monometilarginin: MA: 248,28 gr, 10 mM HCI. 5 mg MMA 20,1 mL HCI i¢inde
¢oziildi, 1 mM stok soliisyon elde edildi. Bu soliisyondan 50 adet eppendorf tiipiine her birine
50 pL olacak sekilde dagitildi, kalan1 (17,5 mL) bir tiip i¢inde saklandi. (Her y18in ¢aligmada
1 eppendorf alinip tizerine 1200 uL PBS eklenerek 40 uM final konsantrasyon elde edildi
(Internal Standart).
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Fosfat tampon soliisyonu: 1 mM NaH,PO; + 9 mM Na,HPO, + 137 mM NacCl
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 tamamlandi.

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

Orto-ftaldialdehid final: OPA stok tiirevlendirmeden hemen 6nce Borat buffer ile 5
kez diliie edildi ve bdylece 7,5 mM konsantrasyonda OPA final elde edilmis oldu. 48 saat
i¢inde kullanilda.

Mobil faz A: 6,8 gr KH,PO4 980 mL suda ¢oziildii. KOH ile pH 6,5’e ayarlandi,
filtreden siiziilerek ve hacim 1L’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 serum ornekleri ve standartlara SPE
uygulandi. Rutin protokol, 3 mL’lik temiz bir cam tiip i¢ine 0,2 mL 6rnek (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) gegcirildi. Orneklerin
uygulanmasindan sonra kolon sirayla 0,1 mL 100 mM HCI ve 1,0 mL metanol ile yikandi.
Analitler 3,0 mL’lik tliplere, 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 ug¢uruldu. Tiipe 0,1
mL KH,PO,4 (200 mM) eklenerek tiipiin icinde kalan analitler ¢ozdiiriildii. Son olarak 0,1 mL
OPA reageni tiipe konularak vorteksleme islemi tekrarlandi. 3 dakika beklendi tekrar
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vortekslendi ve ornek otosampler viyallere aktarilip kompartmana yerlestirildi. Kromatog-

rafide 6rnek kompartmani 7 °C’ye ayarlandi.

Kromatografi

Kromatografi Symmetry C18 kolon (3,9 x150 mm; 5 um partikiil biiyiikliigii; 100 A
pore biyiikligii) ve 3,9 x 20 mm Sentry Symmetry C18 guard kolon iizerinde alindi. Mobil
faz A %8,7 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 retansiyona ugrayan bilesikler gii¢lii solvent akimi (%50 B
20-22 dakikalar arasi) ile diliie edildi, 22. ve 23. dakikalar arasinda gradient baslangi¢
degerlerine dondiiriilerek kolon 7 dakika daha dengelenmeye birakildi; boylece toplam
calisma siiresi her 6rnek icin 30 dakika olacak sekilde ayarlandi (Tablo 3). Enjeksiyon hacmi
20 pL secilerek, fluoresans eksitasyon ve emisyon dalga boylar1 sirasiyla 340 ve 455 nm

olarak o6lgiildii. Elde edilen pikler, pik alanlarinda gore degerlendirildi (Sekil 7).
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IS:internal standart; ADMA: Asimetrik dimetilarginin; SDMA: Simetrik dimetilarginin.
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Kalibrasyon
Internal standardin eklenmesinden sonra standartlara SPE, derivatizasyon ve
kromatografi uygulanarak bunlara ait pikler alindi. Plazma 6rneklerinin dl¢imii i¢in100uM

arginin ve 10 pM homoarginin, ADMA ve SDMA ile tek-nokta kalibrasyonu yapildi.

Tablo 3. Mobil faz gradient tablosu

Zaman (dakika) Akis hizi (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 1,1 100 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 icin; b 30, dakikada bir sonraki
enjeksiyona gegildi. Tiim analizler yapildiktan sonra kolonu temizlemek ic¢in 30. dakikadan sonraki kisim

uygulandi.

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

SigmaStat for Windows Version 3.5 kullanilarak yapilan kestirim sonucu o6rnek
biiyiikliigii 9°dur, ancak deney bitiminde deneklerden intrakardiyak kan alinacak olup,
yaklagik %10 oraninda yeterli derecede kan alinamayan denek olabileceginden grup basina
hayvan adedi 10 (n=10) olarak belirlendi. Siyatik siniri baglanmis si¢anlarda allodini ve
hiperaljezi olusumu kontrole gore karsilastirmak i¢in iki yonlii varyans analizi (Two-Way
ANOVA), ardindan (Post hoc) Bonferroni t-testi uygulandi. Siyatik siniri baglanmis sicanlar
ile kontrol gruplart ADMA, SDMA, L-arginin, L-homoarginin plazma diizeylerinin
karsilastirmak amaciyla tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA), ardindan (Post hoc)
Bonferroni t-testi uygulandi. Ayni grup (6r. Grup I: 10 SSB + 10 Kontrol) i¢indeki siganlarin
ADMA, SDMA, L-arginin, L-homoarginin plazma diizeyleri arasindaki iligkinin
degerlendirilmesi i¢in korelasyon ve regresyon analizi ile istatistiksel degerlendirme yapildi. P
< 0.05 olan degerler istatistiksel yonden anlamli kabul edildi. Ornek biiyiikliigii kestirimi ve
Two-Way ANOVA disindaki istatistiksel analizler Graphpad Prism for Mac OSX Version
5.0c kullanilarak yapildu.

28



BULGULAR

Noropatik agri olusumu, mekanik allodini ve termal hiperaljezi Ol¢iimleri si¢anin
pengesini ¢ektigi siire ve bu sirada uygulanan kuvvet goz Oniine alinarak hesaplandi.
Noropatik agri olusturulan degisik gruplarda bulunan denekler ile kontrol gruplariin farklh
stirelerde intrakardiyak kanlar1 alinip plazma ADMA, SDMA, arginin, homoarginin diizeyleri

Olciilmiis ve aralarindaki iliski istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

ALLODINI VE HIPERALJEZi OLUSUMU

Siyatik sinirin }5-1/3 kismi baglanan gruplar ile kontrol gruplar1 arasinda 2 haftalik, 4
haftalik, 8 haftalik gruplarin 0., 3., 6., 9.,.....,54. gilinlerdeki allodini ve hiperaljezi dl¢iimleri
istatistiksel olarak degerlendirildikten sonra 1. ve 2. grupta allodini dl¢iimlerinde anlamli
degisim saptanmustir (Sekil 7,9, p<0.05). Bu durum cerrahi girisim yapildiktan sonraki siirecte
hayvanlarda noropatik agrinin davranigsal belirtisi olan allodininin gelistigini gostermektedir.
Grup 3’ te muhtemelen 6l¢iim sayisinin azligina bagli olarak allodini gelisimi istatistiksel
olarak anlamlilik ifade etmemistir (Sekil 11). Noropatik agrinin diger bir gostergesi olan
hiperaljezi ise 6l¢lim yapilan her 3 grupta da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil

8,10,12).
Grup I Verileri

Siyatik siniri baglanmis deneklerde 3. giinden itibaren allodini olugsmasina ragmen

hiperaljezi olusumu goriilememektedir. (Sekil 8,9)
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Grup 1 - Allodini
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Sekil 8. Grup I allodini gelisiminin gosterilmesi

* p<0,05 ayn1 giinkii kontrol grubuna gore, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.

Grup 1 - Hiperaljezi
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Sekil 9. Grup I hiperaljezi gelisiminin gosterilmesi
* p>0,05 ayn1 giinkii kontrol grubuna gore, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
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Grup II Verileri
Siyatik siniri baglanmis deneklerde 3. giinden itibaren allodini olusumu istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Hiperaljezi olusumu ise kismen goriilmesine ragmen anlamlilik

ifade etmemektedir (Sekil 10,11).

Grup 2 - Allodini
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Sekil 10. Grup II allodini gelisiminin gosterilmesi

* p<0,05 ayn1 giinkii kontrol grubuna gore, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.

Grup 2 - Hiperaljezi
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Sekil 11. Grup II hiperaljezi gelisiminin gosterilmesi

* p<0,05 ayn1 giinkii kontrol grubuna gore, Two Way ANOVA, post hoc Bonferroni-t test.
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Grup III Verileri
Siyatik siniri baglanmis deneklerde allodini ve hiperaljezi olusumu gézlenememistir.

(Sekil 12,13)

Grup 3 - Allodini

=%¥— Siyatik sinir baglanmis

50-
- Kontrol

40-
30-
20-

104

Pencge cekme (g)

-
-
-
-
-

Sekil 12. Grup III allodini gelisiminin gosterilmesi

Grup 3 - Hiperaljezi
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Sekil 13. Grup III hiperaljezi gelisiminin gosterilmesi
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PLAZMA ASIMETRIK DIMETILARGININ, SIMETRIK DIMETIL-

ARGININ, L-ARGININ VE L-HOMOARGININ DUZEYLERIi

[-II-II1. gruplarin, plazma ADMA, SDMA, L-arginin ve L-homoarginin diizeylerinde
kontrole gore anlamli farklilik bulunmamaktadir (Tablo 4-7 ve Sekil 14-17).

Tablo 4. Plazma ADMA diizeyleri (uM)

Gruplar I 1T I
Kontrol 1,73+0,25 1,51+0,57 1,21+0,22
SSB 1,46+0,46 2,03+0,41 1,34+0,29

SSB: Siyatik sinir baglanmis

ADMA

E3 Kontrol
SSB

Plazma konsantrasyon (uM)

Sekil 14. Gruplara gore plazma ADMA diizeylerinin dagilim
ADMA: Asimetrik dimetilarginin; SSB: Siyatik sinir baglanmus.

33



Tablo 5. Plazma SDMA diizeyleri (nM)

Gruplar I I 111
Kontrol 0,38+0,11 0,41+0,08 0,37+0,08
SSB 0,46+0,09 0,43+0,09 0,40+0,06
SSB: Siyatik sinir baglanmig
SDMA
0.6+

E= Kontrol
E3 SSB

e
~

o

Plazma konsantrasyon (M)
o
=)

Sekil 15. Gruplara gore plazma SDMA diizeylerinin dagilimi

SDMA: Simetrik dimetilarginin; SSB: Siyatik sinir baglanmis.

Tablo 6. Plazma L-arginin diizeyleri (uM)

Gruplar | I I
Kontrol 197,93+38,10 165,12+42,08 254,34+55,32
SSB 246,43+42,11 188,10+27,58 197,73+36,56

SSB: Siyatik sinir baglanmis
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Sekil 16. Gruplara gore plazma L-arginin diizeylerinin dagilimi

SSB: Siyatik sinir baglanmis.

Tablo 7. Plazma L-homoarginin diizeylerii (nM)

Gruplar I 11 I
Kontrol 3,63+0,47 3,09+0,64 3,43+0,64
SSB 3,98+0,73 3,35+0,83 2,86+0,53

SSB: Siyatik sinir baglanmig

L-homoarginin

Kontrol
SSB

......I.I...-.....I.I.I

g g

gy Sy RS e e e

Plazma konsantrasyon (uM)

Sekil 17. Gruplara gore plazma L-homoarginin diizeylerinin dagilim

SSB: Siyatik sinir baglanmus.
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SIYATIK SiNiRi BAGLANMIS GRUPLAR VE KONTROL GRUPLARI iLE
PLAZMA ADMA, SDMA, L-ARGININ VE L-HOMOARGININ DUZEYLERI
ARASINDAKI KORELASYON

Calismamizda siyatik siniri baglanmis gruplar ve kontrol gruplar ile plazma ADMA
diizeyleri arasindaki korelasyonu inceledik. Plazma ADMA diizeyleri ile siyatik siniri
baglanmis gruplar ve kontrol gruplar1 arasinda bir korelasyon bulamadik. Ayrica ek bir
calisma gerekmeden plazma diizeylerini belirleyebildigimiz SDMA, L-arginin, L-
homoarginin diizeyleri ile siyatik siniri baglanmis gruplar ve kontrol gruplar1 arasinda da bir
korelasyon bulamadik (Sekil 18-20). Plazma ADMA, SDMA, L-arginin, L-homoarginin

arasindaki korelasyon ve regresyon verileri Tablo 8-10’da verilmistir.

Grup 1 -ADMA Grup 1 -SDMA
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Grup 1 -L-arginin Grup 1 - L-homoarginin
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Sekil 18. Grup I plazma ADMA, SDMA, L-arginin ve L-homoarginin diizeyleri ile
siyatik siniri baglanmis ve kontrol gruplar1 arasindaki korelasyon ve
regresyon
ADMA: Asimetrik dimetilarginin; SDMA: Simetrik dimetilarginin.
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Grup 2 -ADMA

Grup 2-SDMA
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Sekil 19. Grup II plazma ADMA, SDMA, L-arginin ve L-homoarginin diizeyleri ile
siyatik siniri baglanmis ve kontrol gruplar1 arasindaki korelasyon ve
regresyon

ADMA: Asimetrik dimetilarginin; SDMA: Simetrik dimetilarginin.
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Grup 3 -ADMA
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Sekil 20. Grup III plazma ADMA, SDMA, L-arginin ve L-homoarginin diizeyleri ile

siyatik siniri baglanmis ve kontrol gruplar arasindaki korelasyon ve

regresyon
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ADMA: Asimetrik dimetilarginin; SDMA: Simetrik dimetilarginin.
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Tablo 8. Grup I korelasyon ve regresyon verileri

Grup I Korelasyon Regresyon
SSB Pearson r R square P Slope Y-Intercept P
ADMA 0,3000 0,09001 0,4328 0.02795 + 0.03359 0.6926 £0.9324 | 0,4328
SDMA -0,1898 0,03602 0,5995 -0.003255 £ 0.005954 0.5487 £0.1618 | 0,5995
Arginin 0,2745 0,07537 0,4427 2.171 £2.688 188.5+73.05 0,4427
HA -0,2207 0,04873 0,5400 -0.03031 £ 0.04735 4.794 +1.287 0,5400
Grup I
Kontrol
ADMA 0,05851 0,003423 | 0,8905 0.003715 +0.02588 1.585 +£1.029 0,8905
SDMA -0,1234 0,01523 0,7341 -0.003095 £+ 0.008798 0.5006 +£0.3416 | 0,7341
Arginin -0,3905 0,1525 0,2646 -3.330+2.775 326.5+107.8 0,2646
HA -0,5446 0,2965 0,1036 -0.05685 + 0.03096 5.820 £1.202 0,1036
ADMA: Asimetrik dimetilarginin; HA: Homoarginin; SDMA: Simetrik dimetilarginin.
Tablo 9. Grup II korelasyon ve regresyon verileri
Grup I1 Korelasyon Regresyon
SSB Pearsonr | R square P Slope Y-Intercept P
ADMA 0,2257 0,05096 | 0,5592 0.01000 = 0.01632 1.715 £ 0.5351 0,5592
SDMA 0,6125 0,3752 0,0597 0.005725 £ 0.002612 0.2514 +£0.08368 | 0,0597
Arginin -0,1762 0,03104 | 0,6264 -0.5129 £ 1.013 203.9 £32.46 0,6264
HA 0,3099 0,09607 | 0,3835 0.02700 £ 0.02929 2.516 £0.9382 0,3835
Grup II
Kontrol
ADMA -0,7204 0,5190 0,0188 -0.05894 + 0.02006 3.954 +0.8441 0,0188
SDMA -0,07571 0,005732 | 0,8353 -0.0008216 + 0.003826 0.4416 £0.1610 0,8353
Arginin -0,3706 0,1373 0,2918 -2.233+1.978 257.9 £83.24 0,2918
HA -0,3768 0,1420 0,2831 -0.03474 £ 0.03019 4.529+1.270 0,2831
ADMA: Asimetrik dimetilarginin; HA: Homoarginin; SDMA: Simetrik dimetilarginin.
Tablo 10. Grup III korelasyon ve regresyon verileri
Grup III Korelasyon Regresyon
SSB Pearsonr | R square P Slope Y-Intercept P
ADMA -0,1944 0,03780 0,5904 -0.007017 £ 0.01252 1.541 £ 0.3788 0,5904
SDMA 0,03262 0,001064 | 0,9287 0.0002614 + 0.002832 0.3965+£0.08570 | 0,9287
Arginin -0,4124 0,1701 | 0,2700 -1.987 + 1.659 254.4 +48.95 0,2700
HA -0,3063 0,09384 0,3893 -0.02019 + 0.02218 3.447 £0.6711 0,3893
Grup IIT
Kontrol
ADMA -0,6009 03611 | 0,0870 -0.02472 +0.01243 2.143 £0.4741 0,0870
SDMA -0,4911 0,2412 0,1794 -0.007620 + 0.005109 0.6615 £ 0.1948 0,1794
Arginin -0,2914 0,08493 | 0,4467 -3.084 + 3.826 370.8 + 145.9 0,4467
HA -0,4461 0,1990 0,2288 -0.05427 £ 0.04115 5.481 +1.569 0,2288

ADMA: Asimetrik dimetilarginin; HA: Homoarginin; SDMA: Simetrik dimetilarginin.
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TARTISMA

Noropatik agr1 en sik periferik sinirlerin parsiyel zedelenmesi sonucu ortaya ¢ikmakta
olup tedavisi giinlimiizde halen etkin bir sekilde yapilamamaktadir. Bu sebepten dolay1 son
yillarda ndropatik agrinin etyolojisi ve patogenezini ortaya c¢ikarmak ve etkin ila¢ tedavisi
bulunmasi amaciyla bir¢ok noropatik agri modeli gelistirilmistir. Bu modellerden en sik
kullanilanlardan biri Seltzer ve ark. (9) uyguladigi parsiyel siyatik sinir ligasyonudur. Biz de
calismamizda noropatik agrinin en 6nemli belirtileri olan allodini ve hiperaljezi 6l¢timlerini
bu modele dayanarak arastirmayi tercih ettik.

Noropatik agr1 tek bir etyoloji ya da tek bir anatomik lezyon ile agiklanamayacak
kadar kompleks bir durum olup bir¢ok heterojen faktdrlere baghdir (61,62). Genel
populasyonun % 2-4’iinde ndropatik agri goriilebildigi belirtilmektedir (63). Noropatik
agrinin etyolojisi, patogenezi ile ilgili olduk¢a fazla arastirma yapilmis; arastirmalarla bu
durumun mevcut ilag tedavilerine karsi vermis oldugu yanit1 degerlendirmek ve yeni tedaviler
gelistirilmek amaglanmistir. Biz de yapmis oldugumuz ¢alismada noropatik sicanlarda serum
ADMA diizeyinin kontrol gruplari ile karsilastirildiginda bir farklilik gosterip gostermedigini
aragtirdik.

Bu arastirmada siyatik siniri baglanmig periferik noropati olusturulan siganlar ile
kontrol grubu sigcanlarin 2.,4.,8. hafta plazma ADMA degerleri incelendi. Noropatik agri
belirtilerinin 1. haftanin sonunda basladigi ve 8. haftadan sonra giderek azaldigi bazi
caligmalarda gosterilmistir (40,41). Biz de buna dayanarak noropatik agrinin belirtileri olan
allodini ve hiperaljezi ol¢iimlerini her 3 gruba intrakardiyak kan alimi ve sakrifikasyon

yapildig1 giine kadar her 3 giinde bir tekrarladik.
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Periferik noropati olusturulup olusturulamadigi, Bennett ve ark. (7) ile Decosterd ve
ark (58) tarafindan da ispatlanmis allodini ve hiperaljezi gelisimi ile kontrol edildi. Birinci ve
2. grupta siyatik siniri baglanan ve kontrol grubu siganlarin allodini 6l¢iim degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkililik oldugu bulunmustur. Ugiincii grup siganlarda ise siyatik
siniri baglanmis siganlar ile kontrol grubu arasinda allodini gelisimi yoniinden anlamli fark
gosterilememistir. Bunun nedeni olarak, kullanilan deney modeline gore, ilk haftanin sonunda
%350 si¢anda periferik ndropati olusturulabildigi (41), maksimum etkinin ancak 2. haftadan
sonra ortaya ¢iktigi (65) bilindiginden beklenen etkinin istatistiksel olarak anlaml
olusabilmesi i¢in yeterli siire dl¢tim yapilamadigindan kaynaklandigini diigiiniiyoruz.

Hiperaljezi 6l¢iim sonuglarinda ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gelismedigi gozlemlenmistir. Bunun nedeni ise hayvanlarin hijyen kosullar1 sebebi ile ayak
tabanlarinin farkli 1s1 ve nemde olabilecegi, ortam 1sisinin sabit olmamasiin Sl¢timlerde
degisiklige sebebiyet vermis olabilecegi diistiniilmiistiir. Buna ek olarak cihazin kalibrasyon
sorunu bulunmasi veya Olglim yapan arastiricinin bireysel hatasi sonucunda da saglikli
verilere ulasilamamus olabilir.

Noropatik agrinin  davranigsal belirtilerinin - gelismesi ve opioidlerin analjezik
etkilerine karst gelisen ilag toleransinin bazi benzer mekanizmalar ile olustugu
belirtilmektedir. Periferik sinir hasar1 merkezi sinir sistemi eksitatér aminoasit reseptorlerini
ve NO {iretimini uyarir. Benzer hiicre i¢i mekanizmalar opioidlerin antinosiseptif tolerans
gelistirmesinde de rol oynamaktadir (66-68). NO bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte etkin
rol alan merkezi sinir sisteminin en Onemli ulaklarindan biridir. Opioid toleransinin
gelisimindeki rolliniin yaninda periferik sinir hasari sonrasinda olusan noropatik agri
sendromlarinda da etkili oldugu bilinmektedir (18,20,22). Ayni iligki, NOS inhibisyonunun
hem opioidlerin antinosiseptif tolerans gelisimini hem de ndropatik agr1 belirtilerini azaltmasi
ile de desteklenmektedir (69,70).

Heinzen ve ark.nin (69) 15 sigan1 5 ayr1 gruba ayirarak morfin ile indiiklenmis néronal
NO iiretimi ile antinosiseptif tolerans gelisimi arasindaki baglantiy1 inceledikleri ¢aligmada,
kronik agr1 tedavisinde sikc¢a tercih edilen opioid analjeziklerin antinosiseptif etki kaybi
sebebiyle kullanimmin smirli kaldigr belirtilmistir. Buna bagli olarak da agri kontrolii
amaciyla doz artirimi gerekecek ve yan etkiler nedeniyle kullanimlari iyice kisitlanacaktir. Bu
toleransin gelismesinden en fazla sorumlu tutulan mekanizma morfin uygulamasinin ardindan

gbzlenen NO salinim artig1 olmustur.
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Ulugol ve ark. nin (19) 60 sican iizerinde yaptiklari bir ¢alismada morfinin spinal sinir
ligasyonu sonucu ortaya ¢ikan noropatik agrinin tedavisinde ayni mekanizma sebebiyle tek
basina yetersiz kalacagi, benzeri calismalarda gosterilmis olan intratekal CI-988
(kolesistokinin B antagonisti), magnezyum siilfat, intratekal ketorolak, sistemik
dekstrometorfan, spinal adenozin ve selektif COXI1-COX2 inhibitorleri ile yapilmig
kombinasyonlara benzer sekilde NOS inhibitorleri ile birlikte kombine edilerek
kullanilabilecegi vurgulanmustir.

Noropatik agri modellerinde ortaya ¢ikan termal hiperaljezinin N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptor uyarilmast sonucu ortaya ¢iktigr bilinmektedir. Bu reseptoriin nosisepif
etkilerinin ortaya ¢ikisinda NO ve guanilat siklaz aktivasyonu etkin rol oynamaktadir. Meller
ve ark. (18) tarafindan yapilmis ¢aligmada siyatik sinirin baglanmasinin post-op 3. giiniinde
termal hiperaljeziye neden oldugu gdzlenmistir ve bunun sebebi olarak da lumbal spinal korda
NO iiretimi olduguna deginilmistir.

Asimetrik  dimetilarginin, NOS’un endojen kompetitif inhibitéridir (52).
Hiperkolesterolemi, hiperhomosisteinemi, hipertansiyon, obezite, preeklampsi, tiroid
hastaliklari, periferik ve koroner arter hastaliklari ile kronik kalp yetmezliginde plazma
ADMA diizeylerinin artmig oldugu gosterilmistir (16,71). Benzer sekilde sinir sisteminde de
bir modiilator rolii olabilecegi iddia edildiginden (14), arastirmamizda noropatik agri
durumlarinda ADMA diizeylerinin degisimini inceledik; ancak herhangi bir degisiklik
gozlemlemedik.

Bunun yaninda Xiong ve ark. nin (23,72) yaptig1 2 ayr1 ¢aligmada, tip 2 diyabetik
hastalarda da sinir hasar1 modellerinin benzeri bir periferik noropati ortaya ¢iktigi ve ayni
sekilde bu hastalarin serum ADMA seviyelerinde anlamli artis oldugu tespit edilmistir.

Altinova ve ark. min (73) 40 tip I diyabet hastasi ve 35 saglikli bireyde yaptiklar
calisma sonucunda diyabetli hastalarda plazma ADMA seviyelerinde anlamli yiikselme
oldugu ve L-Arginin seviyesinde de anlamli diisme tespit edildigi bulunmus, bu plazma
konsatrasyonlarindaki degisimlerinin diyabetik vaskiilopati ve noropati gelisiminde rol
oynadigina deginilmistir.

Insiilin bagiml, bagimsiz ve gestasyonel diyabette ADMA’ nin arttig1 Lin ve ark. nin
(74) yaptig1 bir ¢alismada da gosterilmistir. Bu ¢alismaya gore diabetes mellitus’ta bozulan
NOS yolu incelenmis ve streptozotosinle indiiklenen diyabetik siganlarda, plazma ADMA
seviyeleri, diyabetik olmayan si¢anlardan daha yiiksek bulunmustur. Yiiksek glukoza maruz

birakilmis hiicre kiiltlirlerinde diyabetik siganlardaki DDAH aktivitesinin normalden daha
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yuksek oldugu, vaskiiler diiz kas ve insan endotelyal hiicrelerinde DDAH aktivitesinin
bozuldugu ve ADMA akiimiilasyonu oldugu gosterilmistir.

Bode-Boger ve ark. nin (16) yaymladiklar1 meta analiz sonucunda da plazma L-
arginin/ADMA oraninin c¢esitli hastaliklarda degistigi ve bu oranin hesaplanarak miyokard
enfarktiisii, vaskiilopatiler ve diger kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilan L-
arginin’in hangi hastalarda daha fazla etkin olacaginin kestirilebilecegi ongoriilmektedir.

Son zamanlarda yapilmis olan bazi ¢alismalarda ADMA’nin, opioid ve kanabioid
tolerans1 ve bagimliligindaki nosisepsiyonda da bir modiilatdr olarak rol oynayabilecegi iddia
edilmektedir (14,75).

Sicanlarda L5-L6 spinal sinirlerin sikica baglanmasi ile olusturulan termal hiperaljezi
ve mekanik allodiniyi takiben lomber dorsal kok gangliyonlarinda NOS immiin reaktivitesini
incelemis olan Steel ve ark. (76) baglanan L5-L6 spinal kdklerde anlamli sekilde artmig NOS-
immunreaktive hiicrelere rastlanmis ve L1-L4 gangliyonlarin ise etkilenmedigini
gormiislerdir. Bu sonuca gore NO’nun noropatik agri olugsmasinda rolii olabilecegini
diistinmiiglerdir.

Yaptigimiz ¢alismada siyatik siniri baglanmis si¢anlar ile kontrol grubu sicanlardaki
serum ADMA seviyeleri arasinda fark olup olmadigi incelendi. Gruplarda serum ADMA
diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi. Bu sonugtan yola
cikilarak, noropatik agri ortaya ¢ikisinda gorev alan 6nemli bir nérotransmitter olan NO’nun
enflamatuar olaylarda oldugu gibi ndronal bir enflamatuar yanit olarak da artiyor olabilecegi,
ancak bu artisin serum ADMA diizeyi iizerine negatif veya pozitif artisa sebep olmadigi
sonucuna varilmustir.

Asimetrik dimetilarginin gibi diger metilenmis arginin tiirevleri olan SDMA, L-
homoarginin ve L- arginin diizeylerinde de gruplar arasi plazma seviyelerinde farklilik tespit
edilememis olup, adi gecen maddelerin noropatik agri semptomlarinin ortaya ¢ikmasinda

onemli bir rolii olmadig1 kanisina varilmistir.
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SONUCLAR

Parsiyel siyatik sinir ligasyonu yapilan siganlarda allodini olarak adlandirilan agr
davranmisinin 1. ve II. gruplarda 3. gilinden itibaren olustugu gosterilmesine karsin, daha kisa
siireyle gozlem yapilan III. grupta gosterilemedi. Hiperaljezi 6l¢iimlerinde ise gruplarin hig
birinde istatistiksel olarak anlamli bir sonuca varilamadi.

Parsiyel siyatik sinir ligasyonu sonucu noropatik agri olusturulan gruplarda, plazma
ADMA, SDMA, L-arginin ve L-homoarginin diizeylerinde kontrole gére anlamli bir farklilik
goriilmedi.

Bulgularimiz, serum ADMA, SDMA, L-arginin ve L-homoarginin diizeylerinin
noropatik agr1 olusturulan siganlar ile kontrol grubu sicanlar arasinda istatiksel olarak anlamli

bir korelasyon olmadigini gostermektedir.
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OZET

Biz bu ¢aligmada, endojen nitrik oksit sentaz inhibitdrii olan asimetrik dimetilarginin
diizeyinin, noéropatik agr1 olusturulmus olan sicanlarda degisime ugradig1 hipotezini, siyatik
siniri baglanmis sicanlarda plazma asimetrik dimetilarginin seviyelerinin 6l¢imii yoluyla
arastirdik.

Sicanlar 2, 4, 8 hafta beslenen gruplara ayrildi. Kontrol grubu disinda kalan siganlarin
siyatik sinirlerinin 2 - 1/3 kismui sikica baglandi. Noropatik agri belirtecleri olan allodini ve
hiperaljezi dlciimleri 3 giin ara ile yapildi. Iki hafta beslenen grupta allodini olusmamasina
karsin, 4 ve 8 hafta beslenen gruplarda belirgin olarak gozlendi. Termal hiperaljezi ise siyatik
sinir ligasyonu yapilmis gruplarin higbirinde ortaya ¢ikmadi. Her beslenme periyodunun
sonunda hayvanlara anestezi verilerek intrakardiyak kan ornekleri alindi. Siyatik siniri
baglanmis siganlarin, asimetrik dimetilarginin, simetrik dimetilarginin, L-arginin ve L-
homoarginin diizeyleri kontrol gruplarina gore farkli bulunmadi.

Sonuglarimiz parsiyel siyatik sinir ligasyonu yapilarak olusturulan noéropatik agrili
siganlarin; plazma asimetrik dimetilarginin, simetrik dimetilarginin, L-arginin ve L-

homoarginin diizeylerinin degismedigini gdstermektedir.

Anahtar sozciikler: Noropatik agri, parsiyel siyatik sinir ligasyonu, asimetrik dimetil

arginin, nitrik oksit.
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SERUM ASYMMETRIC DIMETHYLARGININE LEVELS IN
NEUROPATHIC RATS

SUMMARY

In this research, we investigated whether plasma asymmetrical dimethylarginine levels
change in neuropathic rats.

Rats were divided into three groups of 2-, 4-, and 8- week feeding duration. Partial
sciatic nerve ligation was made by tightly tying 1/3 to 4 of the dorsal portion of the sciatic
nerve. Neuropathic pain symptoms, allodynia and hyperalgesia, were measured every 72
hours. Allodynia was prominent in the 4 and 8-weeks fed groups while it was not observed in
the 2-weeks fed ones. Thermal hyperalgesia was not seen in any of the groups with sciatic
nerve ligation. At the end of every feeding period, intracardiac blood samples were taken
from the rats under anesthesia. No significant difference in asymmetrical dimethylarginine,
symmetrical dimethylarginine, L-arginine, and L-homoarginine levels were found, between
the control and sciatic nerve-ligated rats.

Our results show that asymmetrical dimethylarginine, symmetrical dimethylarginine,
L-arginine, and L-homoarginine levels do not change in rats with sciatic nerve ligation, in

contrast to our hypothesis.

Keywords: Neuropathic pain, partial sciatic nerve ligation, asymmetrical

dimethylarginine, nitric oxide.

46



10.

11.

12.

KAYNAKLAR

Onal A. Agr1, Onal A (Editdr) Algoloji. Istanbul: Nobel Tip Kitapevleri, 2004. s.1-20.

Erdine S. Néropatik agri. Erdine S (Editor). Agr1 sendromlar1 ve tedavileri. Istanbul:
Sanovel Ila¢ San. 2003. 5.207-8.

MacFarlane BV, Wright A, O’Callaghan J, Benson HAE. Chronic neuropathic pain and
its control by drugs. Pharmacol Ther 1997;75:1-19.

Watson CP. The treatment of neuropathic pain: antidepressants and opioids. Clin J Pain
2000;16:49-55.

Woolf CJ, Mannion RJ. Neuropathic pain: aetiology, symptoms, mechanisms, and
management. Lancet 1999;353:1959-64.

Benedetti F, Vighetti S, Amanzio M, Casadio C, Oliaro A, Bergamasco B, et al. Dose-
response relationship of opioids in nociceptive and neuropathic postoperative pain. Pain
1998;74:205-11.

Bennett GJ, Xie YK. A peripheral mononeuropathy in rat that produces disorders of pain
sensation like those seen in man. Pain 1988;33:87-107.

Kim SH, Chung JM. An experimental model for peripheral neuropathy produced by
segmental spinal nerve ligation in the rat. Pain 1992;50:355-63.

Seltzer Z, Dubner R, Shir Y. A novel behavioral model of neuropathic pain disorders
produced in rats by partial sciatic nerve injury. Pain 1990;43:205-18.

Devulder JE. Could nitric oxide be an important mediator in opioid tolerance and
morphine side effects? J Clin Anesth 2002;14:81-2.

Snyder SH, Bredt DS. Nitric oxide as a neuronal messenger. Trends Pharmacol Sci
1991;12:125-8.

Ulugol A, Arikan E, Dost T, Dokmeci D, Karadag CH, Dokmeci I. The role of nitric
oxide in the protective effect of insulin against pentylenetetrazole-induced seizures in

47



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

mice. Neurosci Res Commun 2000;26:87-91.

Tsikas D, Boger RH, Sandmann J, Bode-Boger SM, Frolich JC. Endogenous nitric oxide
synthase inhibitors are responsible for the L-arginine paradox. FEBS Lett 2000;478:1-3.

Kielstein A, Tsikas D, Galloway GP, Mendelson JE. Asymmetric dimethylarginine
(ADMA) — A modulator of nociception in opiate tolerance and addiction? Nitric Oxide-
Biol Ch 2007;17:55-9.

Ogawa T, Kimoto M, Sasaoka K. Occurrence of a new enzyme catalysing the direct
conversion of NG,NG-dimethyl-l-arginine to I-citrulline in rats. Biochem Bioph Res Co
1987;148:671-7.

Bode-Boger.SM, Scalera F, Ignaroo LJ. The L-arginine paradox: Importance of the L-
arginine/asymmetrical dimethylarginine ratio. Pharmacol Therapeut 2007;114:295-306.

Meller ST, Gebhart GF. Nitric oxide (NO) and nociceptive processing in the spinal cord.
Pain 1993;52:127-36.

Meller ST, Pechman PS, Gebhart GF, Maves TJ. Nitric oxide mediates the thermal
hyperalgesia produced in a model of neuropathic pain in the rat. Neuroscience 1992;50:7-
10.

Ulugol A, Aslantas A, Karadag HC, Bulbul ED, Tuncer A, Dokmeci I. The effect of
combined systemic administration of morphine and L-name, a nitric oxide synthase

inhibitor, on behavioral signs of neuropathic pain in rats. Neurosci Res Com
2002;30:143-53.

Bhargava HN. Nitric oxide synthase inhibition blocks tolerance to the analgesic action of
k-opiate receptor agonist in the rat. Pharmacology 1998;52:86-91.

Kolesnikov YA, Pick CG, Pasternak GW. NG-nitro-L-arginine prevents morphine
tolerance. Eur J Pharmacol 1992;221:399-400.

Pasternak GW, Kolesnikov YA, Babey AM. Perspectives on the N-methyl-D-
aspartate/nitric oxide cascade and opioid tolerance. Neuropsychopharmacol 1995;13:309-
13.

Xiong Y, Lu R, Li YJ, Deng HW. Elevation of an endogenous inhibitor of nitric oxide
synthase in diabetic rat serum. Acta Pharmacol Sin 1997;18:511-4.

Loeser JD, Melzack R. Pain: an overview. Lancet 1999; 353:1607-9.

Ozyigit F, Ulugol A. The effect of minocycline alone and in combination with morphine
on mechanical allodynia and thermal hyperalgesia in neuropathic mice. Recent Res.
Devel. Neurosci. 2009;3:147-55.

Ertekin C. Agrimin ndroanatomi ve nérofizyolojisi. Yegiil I (Editor). Agr1 ve tedavisi.
izmir 1993.5.1-17.

Ozyalgin SN, Koltka K, Uyar M. Akut agr1 genel bilgiler. Ozyalgin SN (Editor). Akut
agr1. Ankara: Glines Kitapevi; 2005. s.1-24.

Raj PP. Agn taksonomisi. Erdine S (Editoér). Agri. 3. Basim. Istanbul: Nobel Tip
Kitapevleri; 2007. s.19-25.

48



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.
46.

Devor M. Sinir hasart ile iligkili agri mekanizmalari. Erdine S (Editor). Agri. 3. Basim.
Istanbul: Nobel Tip Kitapevleri; 2007. 5.27-36.

Erdine S. Agr1 mekanizmalar1 ve agriya genel yaklagim. Erdine S (Editor). Agri. 3.
Basim. Istanbul: Nobel Tip Kitapevleri; 2007. s.37-48.

Dworkin RH, O’Connor AB, Backonja M, Farrar JT, Finnerup NB, Jensen TS, et al.
Pharmacologic management of neuropathic pain: Evidence-based recommendations. Pain
2007;132:237-51.

Jensen TS, Baron R. Translation of symptoms and signs into mechanisms in neuropatic
pain. Eur J Pharmacol 2001;429:1-11.

Dworkin RH, Backonja M, Rowbotham MC, Allen RR, Argoff CR, Bennett GJ, et al.
Advances in neuropathic pain: diagnosis, mechanisms, and treatment recommendations.
Arch Neurol 2003;60:1524-34.

Vadalouca A, Siafaka I, Argyra E, Vrachnou E, Moka E. Therapeutic management of
chronic neuropathic pain: An examination of pharmacologic treatment. Ann N Y Acad
Sci 2006;1088:164-86.

Zimmermann M. Pathobiology of neuropathic pain. Eur J Pharmacol 2001;429:23-37.

Nicholson B. Gabapentin use in neuropathic pain syndromes. Acta Neurol Scand 2000;
101:359-71.

Edward MG, Michail MS (Ceviri:N.Liileci) Agr1 Tedavisi. Klinik Anesteziyoloji.
Istanbul: Nobel Tip Kitabevleri 2002. s.274-86.

Stannard C. Noropatik ve santral agri (Ceviri: I Karacan). Karacan I, Ozaras N
(Editorler). Agri’da 1.Basim. Istanbul: Istanbul Tip Kitapevi; 2007. s.293-315.

Zimmermann M. Ethical guidelines for investigations of expermental pain inconscious
animals. Pain 1983;16:109-10.

Wall PD, Devor M, Inbal M, Scadding JV, Schonfeld D, Seltzer Z, et al. Autotomy
following peripheral nerve lesion: Experimental anesthesia dolorosa. Pain 1979;7:103-13.

Chaplan SR, Bach FW, Pogrel JW, Chung JM, Yaksh TL. Quantitative assessment af
tactile allodynia in the rat paw. J Neuroscience Methods 1994;53:55-63.

Seltzer Z, Beilin B, Ginzburg R, Paran Y, Shimko T. The role of injury discharge in the
induction of neuropathic pain behavior in rats. Pain 1991;46:327-36.

Cemen B, Turgut M, Tiirkéz Y, Aygiin AD, Goziikara EM. Nitrik Oksit (NO) ve Nitrik
Oksit Sentaz (NOS)'in Fizyolojik ve Patolojik Ozellikleri. T Klin Pediatri 2001;10:226-
36.

Davies MG, Fulton GJ, Hagen PO. Clinical biology of nitric oxide. Br J Surg
1995;82:1598-610.

Boger R.H. The pharmacodynamics of L-arginine. J Nutr 2007;137:1650-5.

Sarela A, Mathie RT. The role of nitric oxide in surgical practice. Surgery 1996;14:154-
49



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

6.

Radomski MW, Palmer RMJ, Moncada S. Glucocotricoids inhibit the expression of an
inducible, but not the constitutive, nitric oxide synthase in vascular endothelial cells. Med
Sci 1990;87:10043-7.

Dzau VJ. Tissue angiotensin and pathobiology of vascular disease: A unifying
hypothesis. Hypertension 2001;37:1047-52.

Yilmaz I, Ulugol A. The effect of nitric oxide synthase inhibitors on the development of
analgesic tolerance to dipyrone in mice. Int J Neurosci 2009;119:755-64.

Boger RH, Ron ES. L-arginine improves vascular function by overcoming the deleterious
effects of ADMA, a novel cardiovascular risk factor. Altern Med Rev 2005;10(1):14-23.

Boger RH, Vallance P, Cooke JP. Asymmetric dimethylarginine (ADMA): a key
regulator of nitric oxide synthase. Atherosclerosis Supp 2003;4:1-3.

Valtonen P, Karppi J, Nyyssonen K, Valkonen VP, Halonen T, Punnonen K. Comparison
of HPLC method and commercial ELISA assay for asymmetric dimethylarginine
(ADMA) determination in human serum. J Chromatogr 2005;828:97-102.

Miigge A, Hanefeld C, Boger RH. Plasma concentration of ADMA and the risk of
coronary heart disease: rationale and design of the multicenter cardiac study.
Atherosclerosis Supp 2003;4:29-32.

Jerzy Betowski, Anna Kédra. Asymmetric dimethylarginine (ADMA) as a target for
pharmacotherapy. Pharmacol Rep 2006;58:159-78.

Ulugol A, Dokmeci D, Guray G, Sapolyo N, Ozyigit F, Tamer M. Antihyperalgesic, but
not antiallodynic, effect of melatonin in nerve-injured neuropathic mice: possible
involvements of L-arginine-NO pathway and opioid system. Life Sci 2006;78,1592-7.

Decosted I, Woolf CJ. Spared nevre injury: an animal model of persistent peripheral
neuropathic pain. Pain 2000;87:149-58.

Ulugol A, Karadag CH, Ipci Y, Tamer M, Dokmeci I. The effect of WIN 55,212-2, a
cannabinoid agonist, on tactile allodynia in diabetic rats. Neurosci Lett 2004;371:167-70.

Hargreaves K, Dubner R, Broun F, Flores C, Joris J. A new and sensitive method for
measuring thermal nociception in cutaneous hyperalgesia. Pain 1988;32:77-8.

Teerlink T, Nijveldt RJ, Jong S, van Leeuwen PAM. Determination of arginine,
asymmetric dimethylarginine, and symmetric dimethylarginine in human plasma and
other biological sample by high-performance liquid chromatography. Anal Biochem
2002;303:131-7.

Sindrup SH, Jensen TS. Efficacy of pharmacological treatments of neuropatic pain : an
update and effect related to mechanism of drug action. Pain 1999;83:389-400.

Jensen TS, Gottrup H, Sindrup SH, Bach FW. The clinical picture of neuropatic pain. Eur
J Pharmacol 2001;429:1-11.

Serpell M. Anatomy, physiology and pharmacology of pain. Surgery 2006;24:350-3.

50



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Wieseinger H. Arginine metabolism and the synthesis of nitric oxide in the nervous
system. Prog Neurobiol 2001;64:365-91.

Dowdall T, Meert TF. Behavioral evaluation of symptoms of allodynia and hyperalgesia
in rats with a tibial and sural nerve transection. J Neuropath Pain & Symp Pall 2005;1:29-
37.

Mao J, Price DD, Mayer DJ. Experimental mononeuropathy reduces the antinociceptive
effects of morphine: Implications for common intracellular mechanisms involved in
morphine tolerance and neuropathic pain. Pain 1995;61:353-64.

Mao J, Price DD, Mayer DJ. Mechanisms of hyperalgesia and morphine tolerance: A
current view of their possible interactions. Pain 1995;62:259-74

Mayer DJ, Mao J, Holt J, Price DD. Cellular mechanisms of neuropathic pain, morphine
tolerance, and their interactions. Proc Natl Acad Sci 1999;96:7731-6.

Heinzen EL, Pollack GM. Pharmacodynamics of morphine-induced neuronal nitric oxide
production and antinociceptive tolerance development. Brain Res 2004;1023:175-84.

Yoon YW, Sung B, Chung JM. Nitric oxide mediates behavioral signs of neuropathic
pain in an experimental rat model. NeuroReport 1998;9:367-72.

Abbasi F, Asagmi T, Cooke JP, Lamendola C, Mclaughlin T, Reaven GM, et al. Plasma
concentrations of asymmetric dimethylarginine are increased in patients with type 2
diabetes mellitus. Am J Cardiol 2001;88:1201-3.

Xiong Y, Lei M, Fu S, Fu Y. Effect of diabetic duration on serum concentrations of
endogenous inhibitor of nitric oxide synthase in patients and rats with diabetes. Life Sci
2005;77:149-59.

Altinova AE, Arslan M, Sepici-Dincel A, Akturk M, Altan N, Toruner FB.
Uncomplicated type 1 diabetes is associated with increased asymmetric dimethylarginine
concentrations. J Clin Endocrinol Metab 2007;92:1881-5.

Lin KY, Ito A, Asagami S, Kimoto M, Tsuji H, Reaven GM, et al. Impaired nitric oxide
synthase pathway in diabetes mellitus. Circulation 2002;106:987-92.

Ulugol A: Modulatory role of symmetric dimethylarginine (ADMA) in cannabinoid
tolerance and dependence. Med Hypotheses 2009;73:213-4.

Steel JH, Terenghi G, Chung JM, Na HS, Carlton SM, Polak JM. Increased nitric oxide
synthase immunoreactivity in rat dorsal root ganglia in a neuropathic pain model.
Neurosci Let 1994;169:81-4.

51



SEKILLER LISTESI

Sekil 1. Nitrik oksit sentezi

Sekil 2. Nitrik oksit sentezi ve sentezde rol alan molekiiller

Sekil 3. Nitrik oksitin dnemli rolleri

Sekil 4. ADMA ile ilgili yayimnlarin yillara gore artigi

Sekil 5. Protein arginin metil transferaz enzim tipleri ve {iriinleri

Sekil 6. Metilenmis arginin tiirevleri

Sekil 7. Ornek kromatogram

Sekil 8. Grup I allodini gelisiminin gdsterilmesi

Sekil 9. Grup I hiperaljezi gelisiminin gosterilmesi

Sekil 10. Grup II allodini gelisiminin gdsterilmesi

Sekil 11. Grup II hiperaljezi gelisiminin gosterilmesi

Sekil 12. Grup III allodini gelisiminin gosterilmesi

Sekil 13. Grup III hiperaljezi gelisiminin gosterilmesi

Sekil 14. Gruplara gore plazma ADMA diizeylerinin dagilinm

Sekil 15. Gruplara gore plazma SDMA diizeylerinin dagilimi

Sekil 16. Gruplara gore plazma L-arginin diizeylerinin dagilinm

Sekil 17. Gruplara gore plazma L-homoarginin diizeylerinin dagilimi

Sekil 18. Grup I plazma ADMA, SDMA, L-arginin ve L-homoarginin
diizeyleri ile siyatik siniri baglanmis ve kontrol gruplar1 arasindaki
korelasyon ve regresyon

Sekil 19. Grup II plazma ADMA, SDMA, L-arginin ve L-homoarginin

52

15
16
17
18
19
20
27
30
30
31
31
32
32
33
34
35
35

36



diizeyleri ile siyatik siniri baglanmis ve kontrol gruplar1 arasindaki
korelasyon ve regresyon

Sekil 20. Grup III plazma ADMA, SDMA, L-arginin ve L-homoarginin
diizeyleri ile siyatik siniri baglanmis ve kontrol gruplari arasindaki

korelasyon ve regresyon

53

37

38



OZGECMIS

1977 yilinda Bulgaristan’in Sumnu sehrinde dogdum. Ilkokulu Bulgaristan’da,
ortaokulu Tuzla Lisesi ortadgretim kisminda, liseyi Tuzla Teknik Lisesi Bilgisayar
Boliimiinde okudum. 2004 yilinda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesinden mezun oldum.

Fakiilteyi bitirdikten sonra aymi yil ilk gdérev yerim olan Edirne ili Havsa ilgesi
Serbettar Saglik Ocaginda goreve basladim. Burada 3 yil pratisyen hekim olarak calistiktan
sonra 2006 yilinda halen gorev yapmakta oldugum Havsa 2 Nolu Aile Saghigi Merkezi - 48

Nolu Aile Hekimligi biriminde goreve basladim ve halen bu birimde gorev yapmaktayim.

54



EKLER



EK-1

T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARARLARI

Oturum Say131:Tﬂ9 Karar Tarihi: 17. 11.2008

KARAR NQO: 2008/09.02

Yiriiticiilugiinii Tip Fakiiltesi 68retim tiyesi Prof. Dr. Ahmet ULUGOL’n yaptig1 ve doktora
dgrencisi Dr. Emin HAFIZOGLU nun tezi olarak planianan TUHDYEK-2008/047 protokol nolu
“Noropatik sicanlarda serumn asimetrik dimetilarginin (ADMA) diizeyleri: akut ve kronik [1-arginin”
baglikh ¢alisma hakkinda goriigtildi, aragtirmanin amag, yaklasim, gereg ve yontemler dikkate
ahnarak incelenmesi sonucunda: Hayvan Haklar Evrensel Bildirgesi ve etik kurallara uygun olarak
hazirlandiina ve ¢aligmanin yapilabilecegine meveudun oy birligi ile karar verilmistir,

Unvani/Ad/Soyadi Ara,gtlrma ile Toplanty imza
iski Katihmt
Yrd.Dog.Dr. Burhan AKSU O var ATevet _%
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Byok O hayir T
Yrd.Dog. Dr. Hayati ARDA Ovar W evet : /,/
Fen-Edebiyat Fakilltesi Ofretim Uyesi | (ivok O hayir

7 ]
Vet.Hek. Ziya CUKUR Ovar Oevet / F
AR
Veteriner Hekim Oyvok Oh ian /&/
yo ayir , I Vaalll

Hilseyin KOC O var O evet \S\J\/@JQ\
Sivil Toplum Orgta Uyesi Sivi Uye Oyok T hayir ' WW

Ttyas OZMEN O var O evet

Sivil Uye Oyok O haywr

Yrd Dog.Dr. Beytullah OZKAN O vér Sevet %
Fen-Edebiyat Fakiiltesi égretim Uyesi Byok O hayir 7
Yrd.Dog.Dr. S. Arzu VARDAR O var Bevet

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Hyok O hayir V
Dog. Dr. Nilda TURGUT O var 'grevet 1 )

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi “dyok O haymr
f
Yrd.Dog¢.Dr. Rusen COSAR-ALAS O var O evet

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Dyok O hayir A

Yrd.Dog.Dr. Y. Atakan SEZER Ovar s(evet
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Kyok O haywr LY'/

T




EK-2

™ AKYA UNIVERSITESI PROJENO _:  2008/118

. BILIMSEL ARASTIRM A PROJELERI SOZLESMESI |PRJ NiTELiGi: Doktora

[y
[]

PROQJE BASLIGI

Noropatik Siganlarda Serum Asimetrik Dimetilarginin (ADMA) dtizevleri: Akut ve Kronik L-arginin
Uygulamasimin Etkisi
PROJE PERSONELI

N
1

Adh ve Soyadi Unvam Telefon (Is)
Proje Yoneticisi :  Ahmet ULUGOL Prof. Dr. Tel: 2353925

Aragtirmacilar  : Emin HAFIZOGLUiW Dr. Fax: 2353925

()
1

PROJE BUTCES]

Teghizatin Tanimi  : Detay listesi ektedir. Fiyath (YTL)

03.2 Tiketime Yonelik Mal ve Malzeme Alimlar

15.000

03.3 Yolluklar

(3.5 Hizmet Alimlan

03.7 Menkul Mal, Gayrimaddi Hak Alim,Bakim ve Onarim Giderleri

06.1 Mamul Mal Alimlari

TOPLAM ODENEK

15.000

=N
]

PROJENIN GELISIMI ;

1.Projenin Kabul Tarihi: 31/10/2008 4. 1. Rapor Tarihi  :14.05.2009 Sonug :
2. Prajenin Baglama Tarihi : 14.11.2008 5. 11 Rapor Tarihi Sonug :
3.Projenin Bitis Tarihi: 13.11.2009 6. 111 Rapor Tarihi : Sonug :
4.Projenin Siiresi:12 ay 7.1V, Rapor Tarihi : / /200.. Sonug
8 Sonug Raporu Tarihi: 13.11.2009 Sonug :

th
)

ILGILI BOLUM VE FAKULTE : Trp Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Daly

PROJENIN UYGULANMASI :

[
T

L. Bu proje 2547 sayih YOK Kanununun 4684 sayili Kanunla degisik 58.maddesi gerefince, Yiksekdgretim Kurumlar Bilimsel Aragtirma Projeleri

Hakkinda Yénetmelik ve Trakya Universitesi Bilimscl Araghrma Projeleri Uygulama Yonergesi ¢ercevesinde yritilr

2. Proje siresinde ve harcama fasttlannda Rektirluk onayr alnmadan degisiklik yapitamaz,

3. Proje Yoneticisi her 6 ayin sonunda gelisme raporuny, Bolim Bagkanlig ve flgili Dekanhik veya Enstitd Mudiirlug aracilii ile Rektorlige itetmekle
yikimiodir,

4. Projelerden ahnan teghizat tim 8gretim oyeletinin kollanimma agiktr,

§. Bir ay gegtigi halde gelisme raporu verilmemis veya stiresi bitmis olup siire uzatimi talebinde bulunulmarmg projeler iptal edilir. Bakiye sdenck, BAP
Komisyonu tarafindan kabul edilecek yeni projelere tahsis edilir veya difer projelere aktanlir,

Ad ve Soyadi Imza Tarih

Proje Yoneticisi : Prof. Dr. Ahmet ULUGOL 1% Loy Wed

Komisyon Bagkam
...... /.. 12008

Prof.Dr. Timur KIRGIZ,

Rektor Yardimeist




