EXPERIMENTAL AND CLINICAL STUDIES DENEYSEL VE KLINIK CALISMALAR

Deneysel siyatik sinir hasarinin rejenerasyonunda
tramadoliin etkisi
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SUMMARY

Effect of tramadol on regeneration after experimental sciatic nerve injury

Abnormal impulses in peripheral nerves play a critical role in neuropathic pain syndromes. The voltage-gated Na*
channels that underlie the action potential are main targets for clinically useful drugs in the pain therapy. Systemic
tramadol has been shown to have clinical efficacy against some forms of neuropathic pain. Therefore, we
investigated the mechanisms of action of tramadol by an in vitro model by sucrose-gap technique. Tramadol
produced concentration-dependent and frequency-dependent decrements in CAP amplitude. Also, injured nerves
were more sensitive to tramadol. Tramadol decreased the amplitude of the delayed depolarization and the
hyperpolarizing afterpotentials. In conclusion, blocking potencies of small concentration tramadol on the delayed
depolarization and hyperpolarizing afterpotential in regeneration period may be contributed for understanding of the
action mechanisms of tramadol on neuropathic pain therapy.
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OZET

Noropatik agrt sendromlarinda, periferik sinirlerdeki anormal impulslar 6nemli rol oynamaktadir. Noropatik agri
tedavisinde kullanilan ilaglarin ana hedefi aksiyon potansiyelinde rol oynayan voltaj bagimli Na* kanallaridir. Sistemik
tramadol uygulamasinin, néropatik agriya neden olan bazt durumlarin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir.
Calismamizda, tramadolun etki mekanizmasi stikroz gap teknigi kullanilarak in vitro modelde arastirildi. Tramadol
konsantrasyon ve frekansa bagimli olarak bilesik aksiyon potansiyelinin (BAP) genliginde azalmaya neden oldu.
Ayrica, hasarls sinirlerin tramadola daha duyarli oldugu gozlendi. Tramadol gecikmis depolarizasyon ve hiperpolarize
edici ard potansiyellerin genliginde de azalmaya yol acti. Sonug olarak, néropatik agr tedavisinde kullanilan
tramadoliin, dusik konsantrasyonlarda rejenere olan sinirde gecikmis depolarizasyon ve hiperpolarize edici ard
potansiyeller tizerindeki etkileri, bu ilacin etki mekanizmasinin anlasilmasina katkida bulunabilecegi kanisina varildr.

Anahtar kelimeler: Tramadol, sinir yaralanmasi, gecikmis depolarizasyon, hiperpolarize edici ard potansiyel
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Giris

oropatik agrinin (akson ya da miyelin ha-
N sart sonrasinda ortaya c¢ikan agri) gideril-

mesi icin tramadol son zamanlarda kulla-
nilan bir ilactir (Dworkin ve ark. 2003, Apaydin ve
ark. 2000). Tramadoliin analjezik etkisinin, 6zel-
likle santral sinir sistemindeki opioid reseptorler
araciligiyla gerceklestigi bildirilmektedir (Desme-
ules ve ark. 2000, Raffa ve ark. 1992).

Tramadol hidroklorid sentetik p-opioid reseptor
agonistidir, ayni zamanda serotonin ve norepinef-
rinin noronal geri alintmint inhibe ederek mono-
aminerjik etkiye sahiptir (Lehmann 1997). Trama-
dol zayif bir opioid olarak kabul edilmektedir ve
p-opioid reseptor afinitesi morfinden 6000 kez da-
ha azdir (Raffa ve ark. 1992). Tramadolin saglam
periferik sinir demetlerinde iletim bloguna etkile-
rinin olup olmadigini konu alan daha 6nceki ca-
lismalarimizda, tramadolin bilesik sinir aksiyon
potansiyellerini konsantrasyona ve uyarim frekan-
sina bagl olarak farkli derecelerde bloke ettigi ve
periferik sinir demetlerinde lokal anesteziklere
benzer bir etki mekanizmasina sahip olabilecegi
gozlenmisti (Mert ve ark. 2003, 2002).

Periferik sinirlerden biri olan siyatik sinirdeki ezil-
me tipi yaralanma modeli, tramadoliin analjezik
etkisinin nasil oldugunun ortaya konulmasi acisin-
dan yardimci olabilir. Tramadolun yaralanma son-
rast rejenere olan sinir demetlerindeki etkilerinin
belirlenmesi, bu ilacin etki mekanizmalarinin acik-
lanmasina 6nemli katkilar yapabilecektir.

Stikroz-gap teknigi ile rejenere olan sican siyatik
sinirlerinde yapilan bu calisma, tramadoliin tonik
ve frekansa bagl etkisini arastirmak amaciyla di-
zenlenmistir.

Materyal ve Metot
Deney bayvani ve cerrabi uwygulamalar

Hayvan calismalart icin etik kurul onay: alinarak,
arastirmalarda 220-250 gram agurliklarinda olan di-
si Wistar tiirQ sicanlar kullanildi. Sicanlarin sol ba-
cak siyatik sinirlerine yapilan cerrahi islemler Tip
Bilimler Deneysel Arastirma Merkezi (TIBDAM)
ameliyathanesinde veteriner hekim kontroliinde
gerceklestirildi. Sicanlarda anestezi, intraperitonal
olarak ketamin (80 mg/kg), xylazine (2,5 mg/kg)
ile saglandi. Aseptik sartlar altinda, siyatik sinir or-
ta uyluk diizeyinde yaklasik 1 em’lik bir kesi ile
ortaya c¢ikarildt ve forseps kullanilarak 30 saniye
sure ile ezildi (Sekil 1). Daha sonra, kesi 4.0 ipek
sutir kullanilarak kapatild.

34

Siyatik sinir preparatimin bazirlanmasi

Cerrahiden sonraki 15 ve 38. giinlerde, sicanlar
servikal dislokasyon ile oldurtldikten sonra siya-
tik sinirleri hizli bir sekilde ¢ikartilarak %95 O, +
%5 CO,lik gaz karisimu ile gazlandirilan Krebs ¢o-
zeltisine yerlestirildi. Sinirin kilifinin soyulmasinin
ardindan sinir demeti ayni ¢cozelti icerisinde yak-
lasik 45 dakika bekletildi.

Elektrofizyolojik kayitlarda kullanilan
aletler ve cozeltiler

Sinirlerin uyarimt ve elektriksel sinyallerin kayit-
lanmasinda Grass S48 stimulator ve stimulus izo-
lasyon birimi (SIUS), Grass P16 AC/DC mikro-
elektrot amplifikatorii, Hitachi VC-6523 dijital sto-
rage osiloskop kullanildi. Kaydedilen sinyaller PC-
LAB 818 A/D kart1 ile dijitize edilerek bilgisayara
aktariddi. Birlesik aksiyon potansiyeli (BAP) tize-
rindeki ol¢im ve analizlerde ACK100W yazilimi
kullanild.

Deneyler sirasinda Krebs ¢ozeltisi ve izotonik siik-
roz c¢ozeltisi (320 mM Siikroz) kullanildi. Cozelti-
ler deiyonize ve bidistile su ile hazirland: ve bu-
tin cozeltiler %95 O, + % 5 CO, ile gazlandirildu.
Cozeltilerin pH'lart gerektiginde NaOH ve HCI
kullanilarak 7.4'e ayarlandi. Arastirilacak test ¢o-
zeltisi olan tramadol konsantrasyonlart Krebs ¢o-
zeltisi icerisinde hazirlandi.

Stikroz-gap teknigi (sekil 2)

Stikroz-gap aparati: Pleksiglas kullanilarak yapi-
lan stikroz-gap aparatt 4 havuzcuktan olusmakta-
dir. A havuzcugunda; bir cift platin uyan elektro-

Sekil 1: Forsepsle sinirde 2 mm’lik yaralanma
olusturulmast
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Sekil 2: Stkroz-gap kayitlama tekniginin semasi.

du ve Krebs ¢ozeltisi, B havuzcugunda; Krebs ve-
ya test ¢cozeltisi, C havuzcugunda; izotonik stikroz,
D havuzcugunda; izotonik KCI bulunmaktadir. Si-
likon-vazelin (1:1) yag karisimiyla havuzcuklar
birbirinden izole edildi. B ve D havuzcuklar ara-
sindaki potansiyel farki agar-jel Ag-AgCl elektrot-
larla olctildd. Tum c¢ozeltiler 1-2 ml/dak hizla per-
fize edildi.

Sinir demeti, Krebs ¢ozeltisi icerisinde yaklasik 45
dakika bekletildikten sonra, sinirin yarali kismi
test bolmesine gelecek sekilde stikroz-gap apara-
tina yerlestirildi. Yaklasik 30 dakikalik dengelen-
me periyodu sonrasinda BDP’ler ve BAP’lar
kaydedilmeye baslandi. Deneylerde sinir demeti,
50 ps streli maksimalin 1.5 kati buyukligiinde
elektriksel kare pulslarla uyarildi. Kontrol kayitla-
r1 almirken (ilagsiz); sinir tonik olarak dakikada
bir, tek pulslarla ve fazik olarak tekrarlanan puls-
larla (10, 40 ve 100 Hz puls trenleri ile, her tren-
de 20 puls olacak sekilde) uyarildi.

Kontrol kayitlari alindiktan sonra test havuzcugu-
na arastirilacak test ¢ozeltisi konuldu ve sinir de-
meti tonik olarak uyarilarak 30 dakika stiresince
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Sekil 3: Calismalarda Olciilen ve degerlendirilen
parametreler.
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kayit alindi. Bu slre sonunda olg¢iilen BAP, fre-
kansa-bagli olmayan yanit (tonik yanit) olarak de-
gerlendirildi. Daha sonra sinir, fazik olarak yukari-
da anlatilan protokole gore uyarild:t ve frekansa
bagli yanitlar (fazik yanit) kaydedildi.

Calismalarda siikroz-gap kayitlama teknigiyle to-
nik ve fazik uyarim sonrasinda kaydedilen veriler
Sekil 3'te gosterilen parametrelerin ol¢tilmesi ve
hesaplanmasi sonrasinda degerlendirilmistir. Sira-
styla; VCAP; bilesik aksiyon potansiyel genligi,
VDel-dep, delayed depolarizasyonun genligini
gostermektedir. Hiperpolarize edici ard potansi-
yeller (HAP) basalden daha negatife sapan maksi-
mum deger olarak olcildi. HAP siiresi ise ba-
salden sapma ve tekrar donts arasinda gecen siu-
redir. Ayrica, bu ¢alismada uyarim frekansina bag-
l1 olarak BAP genliginde meydana gelen frekansa
bagli bloklar (FDB); kontrol degerinin (dinlenim
periyodu sonrasinda veya 30 dakikalik ila¢ uygu-
lamast sonrasinda tek bir uyartyla kaydedilen
BAP) normalize edilmesiyle (% 100) kontrole gore
% degisimler seklinde gosterildi.

Tonik etki BAPkon ile BAPton (30 dak. ila¢ uygu-
lanmasi sonrasindaki BAP) arasindaki degisimler-
den, fazik etki BAPton ile BAPfaz (frekans uygu-
lamasinda kaydedilen son BAP) arasindaki degi-
simlerden belirlendi. fla¢ uygulamalarinda, fazik
etkiyi belirlemek icin BAPton degerleri kontrol ka-
bul edildi, boylece uyarim frekansinin tonik inhi-
bisyon sonrasinda meydana getirdigi ilave inhibis-
yonlar belirlendi.

Her bir deneysel ¢alisma grubu i¢in bulunan orta-
lama degerler ort + SEM olarak ifade edildi. Ista-
tistiksel analizler Student’s t testi ve Post hoc Tu-
key’s testi (grup ici Olctimler) ile degerlendirildi.
Onemlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

Bulgular

15 giinliik rejenere olan sinirlere (postop-15)
tramadoliin etkisi

Postop-15 grubunda, 4-AP uygulama 6ncesi 8.2 +
0.5 mV olan ortalama BAP genligi, 4-AP uygula-
masinin ardindan yaklasik % 51.2 artarak 11.1 +
0.3 mV’a yukseldi (p<0,05).

0.5 mM tramadol uygulamasi tonik uyarim sartla-
rinda BAP genliginde % 19.1 + 0.6’lik bir azalma-
ya (tonik blok) neden oldu. Ayrica tramadol BAP
yari-genislik stiresini de (HW) % 68.2 + 1.3 oranin-
da genisletti. Tek uyarimlar sirasinda gozlenen ve
HAPtonik olarak isimlendirilen hiperpolarize edi-
ci ard potansiyel (1.8 + 0.1 mV) genligi tramadol
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Sekil 4: Postop-15 sinirlerde 4-AP sonrasi olusan BAP,
HAPtonik ve bunlara tramadoliin etkisi.

uygulamasi sonrasinda degismedi (p>0,05) (Sekil
4).

100 Hz'lik yiksek uyarim frekansi, tramadolin
yoklugunda 9% 48.8 + 0.5’liik BAP genlik bloguna
neden olurken, tramadol varliginda bu blok
(FDB) % 68.5 + 0.7 degerine yiikseldi. 100 Hz uya-
rim sonrasinda meydana gelen HAPfazik (1,2 +
0.03 mV) genligi tramadoliin etkisiyle % 30.2 +
0.4 azaldi (Sekil 5).

38 giinliik rejenere olan sinirlere (postop-38)
tramadoliin etkisi

Yaralanmadan sonra 38 giin boyunca iyilesmeye
birakilan sicanlardan izole edilen rejenere olmus
siyatik sinir demetlerinde yapilan calismalarda ka-
yitlanan BAP’larin postop-15 grubundan kayitla-
nan BAP’lardan oldukc¢a farkli oldugu belirlendi.
Ozellikle, hizli K* kanallarinin etkisini ortadan kal-
dirmak ic¢in uygulanan 4-AP sonrasinda delayed
depolarizasyonun (gecikmis depolarizasyon=Del-
dep) olustu. BAP’in hemen ardindan olusan bu
potansiyel yavas kinetik ozelliklere sahip olan Na*
kanal akimlar ile olusmaktadir. Olusan gecikmis
depolarizasyonun genligi 24.9 + 1.5 mV, suresi ise
55.2 + 2.6 ms olarak belirlendi.

Tramadol uygulamasi BAP genliginde % 10.2 + 0.2
azalma meydan getirirken, Del-dep genligini % 5.5
+ 0.2 oraninda azaltti. 2.3 + 0.1 mV genlikteki
HAPtonik aktivitesi tramadol uygulamasindan et-
kilenmedi (p>0.05) (Sekil 6).

Sekil 5: Postop-15
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Tramadoliin ortamda bulunmadigi durumda
% 17.5 = 0.3'lik BAP genlik bloguna neden olan
100 Hz uyarim frekans uygulamasi, tramadol var-
liginda %35.1 + 0.6lik bir bloga neden oldu
(p<0.05). 100 Hz'lik uyarim sonrasinda meydana
gelen HAPfazik genligi 3.9 + 0.2 mV’tur. Tramadol
bu genligi % 7.8 + 0.3 azaltt1 (p<0.05) (Sekil 7).

Tartisma

Kurbaga, sican gibi deney hayvanlarinin periferik
sinirleri, voltaj kenetleme, akim kenetleme ve siik-
roz-gap gibi elektrofizyolojik kayit teknikleri kul-
lanilarak, anestezik ve analjezikler, cesitli toksinler
gibi farmakolojik ajanlarin etkilerini belirlemek
amactyla kullandmaktadir (Mert ve ark. 2003,
2002). Miyelinli sinir liflerinin, Na™-K" pompast ile
birlikte, cesitli iyon kanallarini iceren, fizyolojik
olarak aktif, kompleks molekil yapili bir membra-
nt bulunmaktadir (Eglen ve ark. 1999). Na® kanal-
lari aksiyon potansiyelinin olusmasinda ve yayil-
masinda belirleyici rol oynar (Catterall 2000). Sinir
lifi membranlarinda tek tip yapt gosteren Na” ka-
nallarinin aksine, aksiyon potansiyelinin repolari-
zasyonu evresinde rol oynayan K" kanallar farkli-
lik arz etmektedir (Rasband ve Trimmer 2001).

Periferik sinir demetlerinin yaralanmasi sonrast,
yaralanmanin siddetine ve sekline bagli olarak
tam veya kismi iyilesmenin oldugu yapilan pek
cok calismada gosterilmistir. Hizli K* kanallarinin
internodal araliklarda (paranodal/jukstaparano-
dal) yerlesim gosterdikleri ve miyelin kilif tarafin-
dan izole edildikleri bilinmektedir (Gordon ve
ark. 1991). Yaralanma sonrast, iyilesme stirecinde,
once tamamen ortadan kaldirilan miyelin yapi, si-
re¢ icerisinde tekrar olusmaktadir (Stoll ve Muller
1999). Yaralanmadan sonraki 15 giinde miyelin
yapt tam olarak olusmadigi icin hizli K™ kanallarin-
dan disariya dogru olan sizinti seklinde de tarif
edilebilecek bir K" akimi meydana gelmektedir.
Normal sartlarda zarin dinlenim durumunda tutul-
masint saglayan K* akimlari, miyelinin hasarlan-
mast durumunda zarin depolarize olmasini 6nle-
yerek aksiyon potansiyelinin olusmasini engelle-
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Sekil 6: Postop-38 sinirlerin tonik uyarimlar sirasinda
tramadolin BAP, Del-Dep ve HAP Uzerine etkisi.

mekte veya aksiyon potansiyelinin olusumuna
katkida bulunan, acilan Na® kanal sayisint azalta-
rak daha kucik genlikli BAP olusmasina neden
olabilmektedir (Narahashi 2000).

Tramadol p reseptodr agonisti, serotonin ve norad-
renalin geri alinim inhibitort, santral etkili bir
analjeziktir (Desmeules 2000, Lehmann 1997). N6-
ropatik agrinin tedavisinde trisiklik antidepresan-
lar ve karbamazepin halen ilk siralar paylasmasi-
na ragmen, tramadoliin de uygulanabilecegi bildi-
rilmistir (Dworkin ve ark. 2003, Apaydin ve ark.
2000, Desmeules 2000). Sicanlarda intaperitoneal
tramadol uygulandiginda, tramadolin doza ba-
gimli olarak lezyon bulunan ve bulunmayan sinir-
lerde antinosiseptif etkiye neden oldugu, analjezik
etkinin lezyonlu sinirlerde daha belirgin oldugu,
periferik noropatilerde tramadoliin bazt semptom-
lar1 azaltabilecegi belirtilmistir. Olusan bu etkinin
naloksanla parsiyel olarak inhibe edilmesi, trama-
doliin etki mekanizmasinda nonopioid mekaniz-
malarin da rol oynadigint distindirmustir (Apay-
din ve ark. 2000). Tramadolin, lokal uygulandi-
ginda analjezik etkinliginin oldugu bilinmektedir.
Yara yerine infiltre edildiginde, analjezik etkinligi-
nin kisa sireli oldugu belirtiimektedir. Tramado-
lin intradermal enjeksiyonu lidokaine benzer lo-
kal anestezik etki olusmustur, ayrica propofol uy-

A) ns

Sekil 7: Postop-38
sinirlerde 100 Hz lik
uyarim frekansinin
tramadolli ve
tramadolsiiz
durumlardaki etkisi. |
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B)

gulamasina bagli agriyr onledigi de gosterilmistir
(Pang ve ark. 1998, 1999). Tramadol sinir iletimi-
ni bir lokal anestezik gibi bloke etmektedir, ancak
bu etkisi bir lokal anestezik olan lidokainden da-
ha zayiftir ve yaklasik 1/4 oranindadir. Bununla
birlikte, tramadoliin lokal anestezik etkisinin me-
kanizmasi halen tam olarak aciklanamamistir
(Mert ve ark. 2002).

Tramadolin rejenere olan sinirdeki etkisinin daha
ayrintih bir sekilde ortaya konulabilmesi i¢in mi-
yelin hasart sonrasinda ortaya c¢ikan hizli K" kanal-
larinin bozucu etkisinin, bu kanallar icin spesifik
bir blokor olan 4-AP tarafindan ortadan kaldiril-
mast gerekmektedir (Nonaka ve ark. 2000). Hizlt
K* kanallarinin sinir iletimi ve BAP olusumundaki
olumsuz etkilerin 4-AP ile ortadan kaldiridmasiyla
tramadoliin sinir iletiminde BAP tizerindeki etkile-
rini daha dogru olarak arastirmak mimkin ol-
mustur.

Bu calismada, saglam sinirlerde BAP Uzerinde
herhangi bir degisiklige neden olmayan bir trama-
dol konsantrasyonu secilmis olup (0.5 Mm), bu
konsantrasyon hentiz rejenerasyonu yeni baslayan
postop-15 grubunda etkili iletim bloklarina neden
olmustur. Buna karsilik, rejenerasyonun ilerleyen
asamasinda olan postop-38 grubunda olusturdugu
iletim bloklarinin daha zayif oldugu dikkati ¢ek-
mektedir. Frekansa bagli iletim bloklari da ayni
sekilde gelismistir. Bu bulgular yaralanma sonrasi
henliz gelisimini ya da onarimini tamamlamamis
sinirlerin dustk tramadol konsantrasyonuna daha
duyarlt olabilecegini ve miyelinizasyonun gelis-
mesiyle birlikte bu duyarliligin azalabilecegini
gostermektedir.

Yaralanma sonrast 38. giindeki sinir demetlerinde
4-AP uygulamasi BAP sonrast, yavas Na” kanalla-
rinin aktivitesini gosteren gecikmis depolarizas-
yon olusumuna neden olmustur (Sakai ve ark.
1998). Tramadoliin gecikmis depolarizasyonu kis-
mi bloke edici etkisi, tramadoliin sadece agri gi-
derici bir amacgla degil aynt zamanda yaralanmis

4-AP
C) Tramadol
)l 15mVv
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sinirlerin tedavilerinde de kullanilabilecegini dii-
stindirmektedir. Cunki, agr tedavisinde sinir ile-
timini bloke etmek, sinir hasarinin rejenerasyonda
ise iletimi bozucu etkileri ortadan kaldirmak
amaclanmaktadir.

Ayrica, yiksek frekansli uyarimlar sonrasinda
meydana gelen HAP aktivitesinin tramadol tarafin-
dan azaltulmasi da 6nemlidir. HAP sinirde memb-
ran potansiyel etkinligini de yansitabilen bir olu-
sumdur (Mcintyre ve ark. 2002). Yiksek HAP ak-
tivitesi uyarilabilirligi ve dolayisiyla da sinir ileti-
mini olumsuz yonde etkileyen bir durumdur. Du-
siik konsantrasyonda tramadoliin HAP aktivitesini
azaltict etkisi, yine tramadolliin yaralanma sonrast
iyilesme stirecindeki sinirlerde tedavi edici bir
ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Sonuc olarak, ylksek konsantrasyonlarda sinir ile-
timini bloke ederek analjezi saglamak amactyla
kullanilan tramadoliin, yaralanma ve/veya bir ha-
sar sonrasinda iletim karakteristigi degismis sinir-
lerde de tedavi amaciyla diisik konsantrasyonlar-
da kullanilabilecegi kanisina varidmuistir.
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