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OZET

Farelerde Agn olusumunda Nitrik Oksid’in Rolii

Santral sinir sisteminde yeni bir haberci molekiil olarak gosterilen nitrik oksid
fizyolojik ve patolojik olaylarda onemli roller oynamaktadir. NO’in biyolojik
roliiniin aragtinldifi galigmalarda ¢ogunlukla, NO serbestleyen ya da NOS enzim
aktivitesini baskilayan maddeler kullantimaktadir. “Agrida Nitrik Oksid’in rolinin
aragtinlmasi” amaciyla, bu ¢aligmada NOS enzim inhibitorii olan 7-Nitro indazol ve
Agmatin kullamlmgtir.

7 NI ve Agmatinin farelerde agn lzerine olan etkisi, Writhing ve Hot-plate
testleri kullamlarak aragtinimigtir. Farelere 20-60 mg/kg doz aralifinda i.p. yoldan
.7-NI ve Agmatin uygulandiginda, 7-NI’tin antinosiseptif etki goOsterdigi
gozlemlenirken Agmatin’in boyle bir etkisine rastlanmamigtir.

7 NI’tin antinosiseptif etki mekanizmasi, NOS enzimini inhibe etmesine bagli
olabilir.

Anahtar Kelimeler: Nosiseptif, Nitrik oksid, 7 Nitro indazol, Agmatin, Writhing
test, Hot plate test, Fare.
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ABSTRACT

The Role of Nitric Oxide in the Production of Nociceptive at Mice

Nitric Oxide (NO), indicated as a new messenger molecule in the central
.nervous system (CNS) plays an important role in physiological and pathological
phenomena. In researches where the biological role of NO is investigated, agents that
NO released or NOS enzyme inhibitors are generally used. In this study 7-Nitro
indazole which is one of the NOS inhibitor has been used for the purpose of

investigating the role of Nitric Oxide in nociceptive.

The antinociceptive effect of 7-Nitro indazole on mouse has been investigated
through Writhing and Hot-plate test. Following the administration of 20-60 mg/kg
doses of 7-NI ip. to mouse it has been determined that doses dependant 7-NI

displayed antinociceptive effect.

The mechanism of 7 NI induced antinociceptive action seems to be related to
its inhibitory effect on endogenous NO production.
Key Words: Nociceptive, Nitric Oxide, 7-Nitro indazole, Agmatin, Writhing test,
Hot plate test, Mouse.



ICINDEKILER
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
SEKILLER DIiZINI
CIZELGELER DiZziNI
1. GENEL BILGILER
1.1. Agn
1.1.1. Baglama Siiresine Gére Agn Simflandiriimast
1.1.2. Mekanizmalanna Gére Agn Siniflandinimasi
1.1.3. Kaynaklandi1 Bolgeye Gore Agn Simflandiriimasi

1.2. Agnnn Periferik Yollan1 ve Agri Uyaranlarinin Yayilmasi

1.2.1. Omurilik Dorsal Boynuz Noronal Sistemi
1.2.2. Agrinin Cikici (Asendan) Yollan

1.2.3. Serebral Korteks ve Agn

1.2.4. Antinosiseptif Inici (Desendan) Kontroller
1.3. Agn Fizyolojisi

1.4. Nitrik Oksid

1.4.1. Nitrik Oksid Sentazlar

1.4.2. Nitrik Oksid Metabolizmasi

1.4.3. Nitrik Oksidin Etkileri

1.5. 7-Nitro Indazol

1.6. Agmatin

2. AMAC VE KAPSAM

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Ilaglar ve Kimyasal Maddeler
3.2. Writhing Test ile Analjezinin Test Edilmesi
3.3. Hot Plate ile Analjezinin Test Edilmesi

3.4. Istatiksel Degerlendirme

O 00 W W W N = i a. N é, S. < 2-

e T =
EYIVBBRRNVEBTRESESL = 5



4. BULGULAR

4.1. Writhing Test

4.2. Hot Plate

5. TARTISMA

6. SONUCLAR VE ONERILER
KAYNAKLAR DizZiNi
OZGECMIS

vii

29
29
31
33
36
37
42



SSS
NA
5-HT
DA
Ach
GABA
BZ
MAOI

NO

nNOS
eNOS
iNOS
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L-NAME
L-NOARG
L-NMMA
L-NNA
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¢GS
NANK
NMDA
NADPH
icv

SF
MC
cAMP

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Santral Sinir Sistemi

: Noradrenalin

: Serotonin

: Dopamin

: Asetilkolin

: Gama-amino butirik asit

: Benzodiazepin

: Mono amin oksidaz inhibitérleri
: Endotel kaynakli gevsetici faktor
: Nitrik oksit

: Noronal nitrik oksit sentaz

: Endotelyal nitrik oksit sentaz

: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

: 7-Nitro indazol

: Arginin- nitro-l-metil ester

: -nitro-L-arginin

: -monometil-L-arjinin

: amino-L-Arginin

:Ortalama kan basinci

: Guanilat siklaz

: Coziinmiis guanilat siklaz

: Nonadrenerjik-nonkolinerjik
: N-Metil-D-Aspartat

: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
: Intraserebroventriikiiler

: Intraperitoneal

: Serum fizyolojik

: Metil seliiloz

: Siklik adenozin monofosfat
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CCK
CGRP

SNAP
SNP
DHAP

: Siklik guanozin monofosfat

: Vazoaktif intestinal Polipeptid

: Adenozin tri fosfat

: Adenozin di fosfat

: Trombosit aktive edici faktor

: Ventralis posterior lateralis

: Kolesistokinin

: Kalsitonin geni ile iligkili peptid
: Enkefalin

: S-nitroso-N-asetil-penisilamin

: Sodyum nitro prussid
:2,4-diamino-6-hidroksipirimidin



SEKILLER DiZiNi
Sekil 4.1.1. 7-NI, L-Arginin ve D-Arginin, Agmatinin farelerde Writhing testinde
kivrilma sayis: Gizerine etkisi. 31

Sekil 4.2.1. 7-NI, L-Arginin ve D-Arginin, Agmatinin Hot-plate testinde farelerin
‘ayafimi yalama siiresi iizerine etkisi. 33



CIZELGELER DiZziNi

Cizelge 1.2.1. Dogal endojen algojenik maddelerden bazilart



1. GENEL BIiLGILER

1.1. AGRI

Uluslararast Agn  Aragtirmalani Dernegi (IASP) Taksonomi Komi@esi
tarafindan yapilan tammlamaya goére “agn, viicudun belli bir bolgesinden
kaynaklanan doku harabiyetine bagli olan ya da olmayan kiginin ge¢migteki
deneyimleriyle de ilgili, hog olmayan emosyonel bir durum ve davramg seklidir.”
Agn ve nosisepsiyon birbirinin tamamen aym degildir. Nosisepsiyon bedenin bir
bolgesinde bir doku harabiyeti oldugunda, bunun nosiseptorlerle alinip, santral sinir
sistemine gotiiriilmesi ve belli bolge ve néronal yapilarda integre edilerek bu zarark
tehdit durumlarmin algilanmasi ve buna karsi gereken fizyolojik, biyosimik ve
psikolojik 6nlemlerin harekete gegirilmesidir. Agn ise nosisepsiyon icinde bir
algilanma olayidir. Agn ve nosisepsiyonun amaci organizmayi erkenden zararh bir
saldindan korumak ve ilgili savunma mekanizmalarini ortaya ¢ikarmaktir (Dékmeci,
I. 1996). Agn sadece fiziksel hasarin derecesi ile orantii degildir. Anksiyete,
depresyon, beklentiler ve diger psikolojik faktérlerden biiyiik 6l¢iide etkilenir.

1.1.1. Baslama Siiresine Gore Agr1 Smiflandirilmas:

Zamana gore agn akut (ivegen) ve kronik (siiregen) olmak iizere ikiye ayrilir:
1-Akut afn: Ani olarak baglayan, neden olan lezyon ile arasinda yer, zaman, siddet
agisindan yakin iligkinin oldugu doku hasanyla baglayip, yara iyilesmesi siiresince
azalan ve kaybolan agr tablosudur.

*Genellikle ii¢ aydan kisa siirer.

*Agn biyolojik bir semptomdur.

*Kalp atim sayisi, kan basinci, solunum artabilir.
*Pupilla dilatasyonu ve terleme olabilir.

*Kag1y davranmsi goriiliir.



* Agriya anksiyete eklenir.

*Tam kolaydir, tedavi miimkiindiir. ’

2-Kronik agri: Cogu kez nosiseptif nitelikte olup, uyarict gegtikten sonra kiginin
hayat kalitesini degistiren, psikolojik etkenlerin rolii olan kompleks bir tablodur.
*Agn bir hastaliktir.

*Uyku bozuklugu, huzursuzluk, istahsizlik, konstipasyon olabilir.

*Agn davramsi gelisir, depresyon eklenir.

*Tam komplekstir, tedavisi zordur.

1.1.2. Mekanizmalarina Gore Agnr Smiflandirilmas:

1-Nosiseptif afri: Fizyopatolojik olaylarin deri, kas, baf dokusu, i¢ organlarda
yaygin olarak bulunan nosiseptor adi verilen 6zel agn algilayicilanimi uyarmasiyla
ortaya ¢ikar. Somatik veya visseral doku hasarina baghdir. Somatik nosiseptif agr,
sizlama geklinde bigak batar gibi zonklama, basing hissi gibi tarif edilir. Ig
organlardan kaynaklanan afr obstriiksiyona bagli ise kemirici ve kramp seklinde,
organ kapsiili ve mezenteri etkilemigse sizlama, keskin ve zonklama geklindedir.
Nosiseptif agnlar opioid ilaglara ve periferik sinirleri denerve eden girigimlere iyi

yanit verir.

2-Noropatik adn _(Norojenik afr): Somatosensoriyal sistemin anormal
uyanlmasina bagh agnlar igin kullamlir. Periferik sinir travmasi veya metabolik

hastaliklar sonucu ortaya gikar.
3-Deffenterasyon apnsi; Periferik santral sinir sistemi yaralanmalar1 sonucunda

somatosensoriyal uyaranlarin iletiminin santral sinir sistemine akiginin kesilmesi ile
ortaya gikar.
4-Reaktif agri: Motor veya sempatik aferentlerin refleks aktivasyonu sonucu

nosiseptorlerin uyarilmasina bagh olarak ortaya gikar.

S5-Psikosomatik agn (psikojenik aPri): Anksiyete ve depresyon gibi psisik ve
psikososyal sorunlarin arttift durumlarda agn olarak tammlanan duygulardir.



1.1.3. Kaynaklandif) Bélgeye Gore A Simiflamasi.

1-Somatik afri:.Somatik sinirlerden kaynaklanan agn ani baglar, keskindir, iyi
lokalize edilir tanis1 kolaydir. Sinir koéklerinin yayillim boélgesinde veya kramp
seklindedir.

2-Visseral agn: Yavag baglar, kiint ve sizlayicidir, kolik veya kramp tarzindadir.
Bagka bolgelerde yansiyan agn seklinde ortaya g¢ikar. Buna 6mnek olarak kardiyak
agrimn sol kol, diafragmatik agrinin sol omuza yansimasi verilebilir.

3-Sempatik afri: Sempatik sinir sistemi aktivasyonu ile ortaya ¢ikar. Bu agnlar
yanma geklindedir (Tirkoglu, M. 1993).

1.2. Agrinn Periferik Yollan ve Agn Uyaranlarinin Yayilmasi

Miyelinli A-delta ve miyelinsiz C-lifleri nosiseptérlerin agny: iletmede
surekliligini saglarlar. Boylece uyarilar medulla spinalise kadar tagimiriar ve beyne
ulagmadan 6nce 6nemli 6lgiide modifiye olurlar. Cilt, kas ve bazi visseral dokulan
innerve eden A- delta ve C- liflerinin ¢aplar ve ileti hizlan birbirinden farkhidir (A
delta liflerinin ¢ap1 2-5um, ileti hiz1 12-30m/sn; C liflerinin ¢ap1 0.4-1.2 um, ileti iz
0.5-2.3m/sn) A—delta liflerinin uglan genellikle uyardiklan tipe gore termal veya
mekanik nosiseptorler adini alirlar. Nosiseptorlerin aktivasyonu keskin, igneleyici
ve iyi lokalize edilebilen bir afn meydana getirir. C-liflerinin uglan olan
nosiseptorler ise polimodal nosiseptdr adim alirlar. Siddetli mekanik, kimyasal, agin
sicak ve sofuk uyaranlarla aktive olurlar, dolayisiyla daha donuk, yaygin bir agn
olugtururlar. A-beta lifleri titresim, dokunma, basing duyularim iletirler. Bunlar kalin
miyelinli ve iletimin hizhh oldugu lifler olup Pasini ve Meissner korpiiskiilleri ve
Merkel hiicrelerinde sonlanirlar. Nosiseptorler mekanik tipte uyarimlarla uyanldig:
gibi “endojen algojenik maddeler” denilen biyokimyasal maddelerle de
uyarilabilirler ya da nosiseptérlerin duyarliifim arttirirlar (Cizelge: 1.2.1).



CIZELGE 1.2.1: Dogal algojenik maddelerden bazilari.

Madde Kaynag Sentezi icin Nosiseptor izerine
gerekli enzim etkisi
Potasyum Hiicre yikim1 —— Aktivasyon
Serotonin Trombosit Triptofan “
Hidroksilaz
Bradikinin Plazma Kininojen Kallikrein «
Histamin Mast hiicresi «
Prostaglandin Hiicre yikimi1 ve Siklooksijenaz Duyarlilik artigt
aragidonik asit
Lokotrienler «“ 5-Lipoksijenaz «“
Substans-P Primer aferent sinir — “
ucu
Substans-K “ —— —
(Norokinin-A)
Kalsitonin gen “ -—- Duyarhilik artig1
iligkili

peptid(CGRP)




Deriye uygulanan uyaran sonucu olusan periferik nosisepsiyon soyle geligir:
1-Mekanik uyaran direkt olarak nosiseptorii eksite eder. Bu muhtemelen ¢ok hizh bir
sekilde A-delta lifleri ile taginarak ani ve erken agn algilanmasini saglar.

2-Zararli mekanik uyaran, o bélgedeki dokularin hiicre permeabilitesini bozar ve
hiicre digina bradikinin yapan maddeler ¢ikar. Bunlarin hizh ve biyogimik reaksiyonu
sonucu bradikinin olugur. Bradikinin nosiseptorii direkt olarak aktive eder ve gevre
damarlarda vazodilatasyon yaratir. Ayrica hiicre zarlan iizerine etki yaparak

prostaglandinlerin olugmasina katkida bulunur.

3-Trombositlerden serotonin atilir. Serotonin direkt olarak nosiseptérii aktive ettii

gibi, prostaglandinlerin salgilanmasina yardimci olur.

4-Hiicre yikimu ile intrasellier potasyum iyonlarinin digant g¢ikmasi nosiseptorleri
aktive eder.

5-Direkt doku travmasinin etkisiyle, veya serotonin ve bradikininin hiicre
membranlanindaki fosfolipidler iizerine etki yapmasi sonucu prostoglandinler ve
lokotrienler serbest duruma gegerler. Burada anahtar madde aragidonik asittir ve
siklooksijenaz enzimi ile siklik endopeoksitler; buradan da prostoglandinler olusur.
Prostaglandinler hem nosiseptér duyarliliini arttinrlar hem de, lokal dolagimda
vazodilatasyonu arttirarak daha fazla algojenik madde birikmesine yol agarlar. Akson
refleksi mekanizmasi ile duyarl: hale gelen nosiseptor uglarindan néropeptidler gevre
dokuya salgilanir. Ozellikle P maddesi, Norokinin-A ve CGRP bolgede 6dem ve
yang: olaymin baglamasimi tetiklerler. P maddesi mast hiicrelerinden histamin

serbestlesmesine yol agar.

1.2.1. Omurilik Dorsal Boynuz Noronal Sistemi

A-delta ve CHlifleri omurilife girince hemen ikiye ayrilirlar ve birkag
segment yukan asagi seyrederek Lissauer Traktusunun bir kesimini olugtururlar.
Bunlarn akson kollateralleri de dorsal boynuz gri cevherinin marginal zonu (lamina

I) ile sustansia gelatinosa (lamina IT) da yer alan néronlarla sinaps yaparlar. Baz1 A-



delta liflerinin uzantilan ise daha derine lamina V hiicrelerine ulagir. Agn olaymnin
daha iyi anlagilabilmesi i¢in dorsal boynuzda bulunan néronlan ti¢ grupta incelemek

gerekir:

1-Projeksiyon néronlan (santral gecis hiicreleri): Bu noronlar eksite

olduklart zaman meydana gelen sinyal veya impulslar anterolateral aferent sisteme

geger ve agri olayi iist merkezlerde algilamir.

2-Lokal eksitator _ara néromlar; Duyusal informasyonu veya agnli sinyalleri
projeksiyon néronuna, diger interndronlara, spinal reflekslere aracilik eden motor

noronlara naklederler.

3-Inhibitér néronlar : Daha yiiksek merkezlere agnli informasyonun akigin
diizenlemede o6nemli rol alirlar. Bu ara noronlar, genis c¢apli liflerle eksite
olduklarinda, projeksiyon néronunda inhibisyon meydana getirirler. Béylece dorsal
boynuz, periferden gelen agrimn gegisini kontrol eden bir kap: gérevi yapar.

Aferent nosiseptif impulslar dorsal gri maddeye girdiSinde sunlar olabilir:

*Bazi aferent lifler interndronlar aracilifiyla motor néronlarla sinaps yaparak

refleks yolla kas spazmi yapar.

*Bir kismn interndronlar aracihifiyla sempatik noéronlarla sinaps yaparak
otonomik refleksojenik etki gosterirler, boylece agnli vazodilatasyon ve kan
akiminda artma meydana gelir.

*Cogu aferent lif de ikinci sira néronlarla sinaps yapip anterior komissuray1
caprazlaylp omurilik beyaz cevherindeki anterolateral traktuslar yoluyla yukar
cikarlar.

Projeksiyon noronlarim da iki grupta inceleyebilirizz Lamina I de yofun
olarak bulunan ve sadece A-delta ve C lifleri ile eksite olan projeksiyon néronlan
nosiseptif spesifiktir. Lamina Ive V de ise ikinci grup projeksiyon néronu bulunur.‘
Bunlar hem nosiseptorlerden hem de disiik esikli mekanoreseptorlerden lif
eksitasyonu alirlar ve hem agnlhh hem de agnli olmayan uyaranlara yamt
verdiklerinden Wide Dynamic Range = WDR néronlan adin1 alirlar (Esener, Z.
1991). Substansiagelatinosa P maddesi ve L glutamattan oldukga zengindir (Ertekin,
C. 1993).



Agn sinyallerini gegirmede baslica iki norotransmitter, dorsal boynuzda
gorev almaktadir. Glutamat agn sinyallerini gegirmede 6nemli olan transmitterlerden
birisidir. A-delta terminal uglarindan salgilandif: gibi aym1 zamanda motor néronlara
sinaps yapan I-A aferentlerinden salgilanan bir aminoasittir. Glutamat dorsal boynuz
hiicrelerinde milisaniyeler iginde kisa eksitan etkisi LIGANT-GATED Na/K
iyonlannt a¢mastyla olur. Uzun depolarizasyon etkisi ise glutamatin NMDA
reseptorinii  kullanmasiyla olur. Bir diger Onemli noérotransmitter ise
néropeptidlerdir. C-lifleri eksitasyonu ile meydana gelir ve projeksiyon hiicrelerinde
cok yavas ve uzun siireli depolarizasyona neden olurlar. P maddesi, Nérokinin-A,
Kolesistokinin (CCK) ve Kalsitonin geni ile iligkili peptid (CGRP) bu noéropeptidler
arasinda sayilabilir. P maddesi spinal kordda lamina I ve V hiicrelerinin uyariimasina
yol acgar bu nedenle P maddesinin inhibe edilmesi giiglii bir analjezik etki olugturur.
VIP, norotensin, nérofizin, oksitosin, glukagon, somatostatin, vazopressin,
anjiotensin, motilin, ve bombesin gibi diger peptidlerinde substansiagelantinosada
bulundugu saptanmigtir. A-delta ve C lifleriyle periferden (cilt, kas, viser ) yayilan
impulslann substansia gelantinozada sonlanan sinir uglarindan P maddesi
serbestlenmesine neden oldufu hipotezi ortaya atilmistir. Peptiderjik yolun (P
maddesi) de V. yatafin noronlanmin dentrik dallanmasinin post sinaptik
elementlerini uyanir. Peptiderjik yolun kendisi de mediiler enkefalinerjik
internéronlar toplulugunun inhibitér kontrolu altindadir. Aferent A-delta ve C-
liflerinin opioid reseptorleri lizerine enkefalin baglanmasi P maddesi
serbestlenmesine engel olmakta ve bunun sonucu olarak da agn mesajlarinin
yayilmas: inhibe olmaktadir (Dokmeci, I. 1996). C liflerindeki néropeptidler
ozellikle omurilife, agn olayim ve devamim bildirirken, periferdeki C-lifi ucundan
da salgilanarak periferik dokunun biitiinligini korumaya ve savunmaya yonelik

olaylan tetiklerler.

Omurilikten st merkezlere dogru agn uyarlarinin yayilmasinin segmenter
mekanizmalarla modiile ya da inhibe edildigi 6ne siirilmiigtiir. Kap1 kontrol teorisine
gore ince liflerle (A-delta ve C) gelen nosiseptif impuls arka boynuzun substansia
gelatinosasindaki (II. ve III. Laminalar) inhibitér néronun etkisini ortadan kaldirir.
Inhibitér interndronun dogal aktivitesi V. Laminadaki T hiicrelerinin aktivitesini

inhibe etmektedir. Nosiseptif uyarilar inhibitor internéronun aktivitesini suprese



ederek T hiicreleri iizerindeki inhibitor etkiyi kaldinirlar, kapi agilir ve agnh

uyaranlar {ist merkezlere gikar.

Komgsu kalin (A-beta) liflerinden gelen uyarilar ise substansiagelatinosadaki
inhibitor ara ndronun inhibe edici etkisini arttinir ve kap1 kapanir (Ince liflerle gelen
nosiseptif uyarilar yukanya gegemez). Boylece kalin liflerin uyariimastyla medulla
spinalis seviyesinde agn kontrol edilmig olur. Beyinden gelen desenden uyarilar da
kapinin agihp kapanmasimi etkiler. Bu segmenter kontrol teorisine gére biiyiik ¢apls
liflerin (A-ot) uyarilmasi nosiseptik uyarlara omurilifin baglant1 néronlarinin
yanitlanim inhibe edebilmektedir. Bu teknikten tedavide de yararlanabilmektedir.
Miyelinli A-o lifleri 6-17 um ¢apinda ve 30-100 m/sn ileti hizindadirlar. Dokusal
uyarilara duyarh olan dallanmalan periferde (cilt, kas ya da visseral ¢eper dokular )
bulunmaktadir. Diger taraftan liflerin ¢ofu bulbusa kadar uzanip dorsal kolonu
olustururlar. Klinikte dorsal kolonlarin uyariimasiyla ya da transkitan uyartyla
inhibitor etki saglanmaktadir.

1.2.2. Agrmin Cikic1 (Asendan) Yollan

Mediiller ilk baglantilan gegtikten sonra, nosiseptif mesajlar agrinin asendan
yollarim kullanarak beynin bazi bolgelerine (talamus, hipotalamus limbik sistem,
korteks) ulagmaktadir. Orada mesajin agnl karakterlerinin degerlendirilmesi
entegrasyonu ve emosyonel degisik belirtilerin gekillenmesi gergeklesmektedir.

Baslica ii¢ yol vardir: Bunlann projeksiyon néronlant g¢aprazdir ve anterior
komissurada gapraz yaparak omurilik beyaz cevherinin antero-lateral kolonunda yer
alir.

1-Spinotalamik yol: I. néronu arka kok ganglionu, II. néronu ise medulla
spinalisteki Lamina I, V ve VII olugturur. Il ndron talamusun VPL (ventralis
posterior lateralis) ¢ekirdegidir ve Brodman’in 3-1-2 nolu duyu sahasinda sonlanir.
Bu lifler agnili impulslan en hizli ileten liflerdir. Talamusun antero lateral
cekirdegine ulagan liflerin tagidifi impulslar non spesifik limbik ve kortikal

etkilenme meydana getirirler.



2-Spinoretikiiler yol: Antero lateral ¢ikici sistem iginde ilerler ve ¢apraz yapmis
dorsal boynuz aksonlarindan olugur. Bulbus ve ponstaki retikiiler ¢ekirdek gruplarina
uzanir veya kollateraller verir. Bir kisim kollateraler de kars1 yariya geger ve bilateral
inervasyon saglanir. Spinoretikiiler sistem korteksi ve subkortikal yapilan (limbik
sistem ve diensafalon) genel bir uyaniklik ig¢inde tutmak ve zararli uyarana karg:

genel bir alarm hali yaratmakla gorevlidir.

3-Spinomezensefalik yol: Dorsal boynuz lamina I ve V -deki nosiseptif projeksiyon
ndronlar anterolateral sistem iginde yer alarak yukariya mezansefalik periaquaduktal
gri cevhere dek yiikselir burada mezansefalik baglantilarla sinaps yapar. Bu yolun
periaquaduktal bolgeye baglant1 yapmasi nosisepsiyon bakimindan ¢ok onemli
goriinmektedir. Ciinkii burada analjezik etki saglayan enkefalinerjik néronlar vardir.
Bu bolge hipotalamus, limbik sistem ve korteksle baglantihdir. Periaquaduktal gri

cevher antinosiseptif mekanizmalarin tetiklendigi en 6nemli bolgelerden birisidir.

Beyin sap1 retikiiler formasyondaki hiicrelerin biyitk ¢ogunlugu nosiseptif
uyartya cevap verir. Bu sistemin sensoriyal fonksiyon kadar nosisepsiyona kargi
otonomik ve motor cevaplan da igerdigine inamlir. AZrinin hoga gitmeyen,
emosyonel komponenti muhtemelen beyin sap1 ve talamusdan limbik yapilara giden
bu néronlarn difiiz projeksiyonlarindan kaynaklamir. Agn algilanmasinda talamus

bir entegrasyon iglemi yapar.

1.2.3. Serebral Korteks ve Agn

Serebrumda agn ile ilgili boltimler; birinci ve ikinci duysal alanlar, frontal lob
ozellikle 9 ve 12. alanlan ve posterior parietal blgelerle beynin bu bolgelerini
birbirine baglayan asosiyasyon lifleridir. Postsantral girus (birinci duysal alan)
ozellikle hizli agrinin temsil edildigi yerdir. Agn idraki komponenti ile agn lokalize
edilebilir. Batma, zonklama, yanma seklinde klasifiye edilebilir. Bu bolgenin
lezyonlaninda bozulma ile birlikte bir hipoaljezi ortaya ¢ikabilir. Bu kortikal bolgenin
agrinin diskriminatif boyutuyla ilgili oldugu s6ylenebilir. Frontal loblar ve limbik
sistem; emosyonel deneyimlerle ilgili hos olmayan duyu seklinde algilanir. Temporal

lobda agn hafizas1 geligir hipotalamusda ise agrniya cevap olan hormonlar salgilanir.



Nosiseptif aferentler hem agrili uyaranlan talamusa gotiiren projeksiyon néronlanyla
hem de eksitator internéronlarla sinaps yapar. Posterior pariyetel ve frontal bolgeler
agrinin sembolizasyonu ile ilgilidir. Ornegin dominant hemisferde posterior pariatal
bolge lezyonunda kisi agrili uyaranlan algilayabildigi halde uygun davrams 6megi
gosteremez. Buna agr1 asembolisi denir. Frontal lobun 9. ve 12. alanlan ile talamus
arasindaki iligkilerin kesilmesi halinde agnli uyaranlar algilanir, ama kigi bunlardan
yakinmaz. Kiiltiirel deferler anksiyete, dikkat, telkin ve gegmis deneyimler agn
esifini ve afriya kargi reaksiyonlari saptayan etkenlerdir. Agn olayinda kismen
kortikal mekanizmalarla ortaya ¢iktif1 ve frontal lobun bu islevlerde rol aldi
distiniilmektedir.

1.2.4. Antinosiseptif Inici (Desendan) Kontroller

Agn olay1 hem nosiseptif hem de nosiseptif olmayan sinyallerin aktivitesine
duyarli bir olaydir. Ozellikle endojen opioid peptidlerin kesfi ile agrili impulslara
kars1 spinal ve supraspinal diizeyde enkefalinerjik ve monoaminerjik bir inhibisyon
varli1 gosterilmigtir. Bunlar ii¢ grupta incelenebilir:

1- Mezensefalik periaquaduktal gri cevherde yer alan enkefalinerjik (EK) noronlar
serebral korteks ve hipotalamus ile baglanti igindedirler. Muhtemelen endorfin
tagimaktadirlar. Endorfin hipofiz 6n lobundan ACTH ile birlikte salgilanir, opiat
reseptorlerine baglamir. Agn fizyolojisinde en 6nemli endorfin beta endorfindir.
Enkefalinerjik mezensefalik noronlar bulbusta niikleus rafe magnus ve niikleus
retikiilaris gigantoselliilaris de bulunan serotoninerjik noronlarla sinaps yaparlar.
Boylece diensefalik endorfin ve mezansefalik enkefalin noronlari, bulbustaki
serotonin néronlarini eksite ederler (Ertekin, C. 1993).

2- Pons ve bulbus iizerindeki temel nérotransmitter noradrenalindir (Ertekin, C.
1993). Noradrenalinin intratekal injeksiyonu analjezi olusturdugundan, spinal kordda
bu transmitterin inhibitér roli oldugu duginilmektedir (Dokmeci, I. 1996).
Noradrenalin néronlan kismen diensefalik endorfin noronlan ile iligkilidir ve dorsal

boynuz nosiseptif néronlar {izerine etkileri inhibit6rdiir.
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3- Bu analjezi grubunda enkefalinerjik noronlar 6nemli rol oynarlar. Dinorfin tastyan
noronlar bu bolgede yogundur. Dinorfin hipotalamus, periaquaduktal gri madde,
mezensefalik retikiiler formasyon, dorsal boynuzda bulunur. Intratekal dinorfin
enjeksiyonu derin ve uzun bir analjezi saglar. Lokal enkefalinerjik néronlar hem C
lifleri ve hem de delta liflerinden gelen kolleterallerle eksite olur ve boylece hem
presinaptik bir mekanizmayla hem de postsinaptik olarak projeksiyon néronunda
inhibisyon meydana getirirler. Spinal enkefalinerjik néronlar ayrica serotonin ve
noradrenalin tagiyan inici inhibitor sistemlerin eksitasyonu ile primer aferent

sinapslar iizerinde inhibisyon olustururlar.

Tim bu antinosiseptif etkiler K+ iyonu membran iletkenligini arttirarak ve
hiperpolarizasyon meydana getirerek ortaya ¢ikar. GABA, somatostatin ve bombesin
gibi néropeptidler de inhibitor etki olusturur. GABA ve enkefalin kisa siireli;
endorfin, enkefalin, somatostatin ise daha uzun siireli inhibisyon meydana
getirmektedirler (Ertekin, C. 1993).

1.3. Agn Fizyolojisi

Agn yapict stimuluslann ilgili duyusal sinir uglarinda elektriksel aktiviteye
yol agmalan stirecine TRANSDUKSIYON denir. Transdiiksiyondan sonra ikinci
adim TRANSMISYON dur. Ug ana néronal komponentten sorumludur:

1-Impulslan transdiiksiyon yerinden spinal korda ileten periferik duyusal
sinirler

2-Spinal korddan beyin ve talamusa gtkan noron dizisi
3-Talamus ile korteks arasindaki resipral baglantilar

Agn transmisyon noronlanim kontrole yonelik noronal aktiviteye AGRI
MODULASYONU denir. Son sireg PERSEPSIYON ise tam olarak

anlagilamamgtir,
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1.4, Nitrik Oksid

Science dergisinde 1992 yilinda yilin molekiilii seklinde tanimlanan NO, iki
atom igeren molekiil agirlif1 30 olan, gaz yapisinda , biyolojik membranlardan kolay
difiize olan, yan1 6émrii 3-50 saniye gibi farkli siireler olarak bildirilen, dayaniksiz
kiigiik bir molekiildiir (Moncada et al. 1991).

Furchgott ve Zawadski ilk kez 1980 yilinda EDRF nin (endotel kaynakli
gevsetici faktor ) vaskiiler tonus iizerine olan etkilerini gosterdiler. Bu aragtirmacilar
yaptiklari galigmalarinda, intakt perfiize tavsan aorta kesitlerinde, noradrenalin ile
olugturulan vazokonstriiksiyonun asetilkolin verilmesiyle diizeldigini, fakat endoteli
cikartilmig aortta, vaskiiler diiz kasin gevsemesinin kayboldugunu goézlemlediler
(Furchgott and Zawadski 1980). Asetilkoline bagimh endotel varhginda damar diiz
kas gevsemesi, prostosiklin yaptmim bloke eden siklooksijenaz inhibitorlerinden
etkilenmemekteydi. Bu aragtirmacilar EDRF olarak tammladiklar nonprostonoid-
vazodilatér bir maddenin varligim kamtladilar. Bu faktér uyanlmamig endotel
tarafindan bazal durumda salimiminin oldugu ve bir gok vazodilatér farmakolojik ve

nonfarmakolojik uyarilar tarafindan yapiminin arttinldig gézlemlendi.

NO salintmina neden olan faktorler sunlardir: asetilkolin, histamin, adrenalin,
serotonin, vazopressin, bradikinin, prostasiklin, VIP, P maddesi, kalsitonin geni ile
iligkili peptid, insiilin, o adrenerjik reseptorler, kalsiyum iyonoforlart akima bagl
sirtinme stresi, pihtilagsma sirasinda olugan trombin, trombosit agregasyonu

esnasinda aktive edilen trombositlerin saltverdikleri ATP ve ADP, oksitosin ve PAF.

NO vaskiiler diiz kasta vazodilatasyonu indiikleyen ikincil mesajc1 olarak rol
oynar. Guanilat siklaz enzimine baglanarak onu aktive eder. Guanilat siklaz enzimi,
GTP’den GMP yapimim katalize ederek sarkoplazmik retikulumda Ca-ATPaz igin
regiilator olan fosfolamban’t fosforile eder. Ca-ATPaz, intraselliier Ca
konsantrasyonunu azaltir. Sonugta miyozin hafif zincirlerinin de fosforilasyonuna ve

diiz kasta gevsemeye neden olur (Radomski et al. 1987-a).

EDREF nin etkisinin cGMP artigin1 stimiile eden nitrovazodilatérlere benzedigi

ve EDRF’nin NO olabilecegini gostermiglerdir (Ignarro et al.1988). Daha sonra
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Palmer ve arkadaglan da biyosentezin yanisira 6zel bir kimyasal tayin yontemi olan
kemiliiminesans: kullanarak, NO ve EDRF’nin aym bilesik oldugunu séylediler
(Palmer et.al 1988).

NO birbirinden bagimsiz iki monooksijenizasyon reaksiyonu ile L-Arginin
aminoasidinden nitrik oksid sentaz (NOS) enzimi aracilifiyla sentezlenir. NOS’lar,
NO ve sitrullin yapim igin L-arginin terminal guanidin nitrojenlerinin beg
elektronunu, molekiiler oksijen kullanarak okside ederler. Burada FAD (Flavin
adenin diniikleotid), FMN (Flavin adenin mononiikleotid) hem kalmodulin ve BH4
(Tetra hidrobiopterin) kofaktor olarak yer alir. L-Arginin invivo NO sentezi igin
yasamsal bir substrattir (Moncado et al. 1991; Knowles and Moncado, 1994).

1.4.1. Nitrik Oksid Sentazlar

NOS’lar invivo L-Arginin’den NO yapimim katalize eder. NOS enziminin
NADPH diforaz enzimi ile aymi enzim oldugu bildirilmis ve NADPH diaforaz
boyama teknigiyle NOS’un dokulardaki dagihmi gosterilmistir. NOS organizmada
ti¢ degisik tipte tamml%nabilir (Hecker et al. 1990; Knowles and Moncada 1992).

1-Noronal NOS (nNOS): Beyin hiicrelerinde, periferik sinir sisteminde, medulla
spinaliste ve adrenerjik kolinerjik olmayan sinirlerin sitozollerinde bulunur (Bredt
and Synder, 1990). Noronal hiicrenin glutamat gibi agonist bir madde ile uyariimas,
hiicre i¢i kalsiyum artmasina ve nNOS enziminin aktivasyonuna neden olur. nNOS
ile olugturulan NO az ve gabuk salimr. Molekiil agirlii 160 Kda dir. Kalsiyum ve

kalmoduline bagimli olarak caligir.

2-indiiklenebilen NOS (iNOS): Diiz kas hiicresinde, hepatositlerde, kondrositlerde
endotel hiicresinde iNOS saptanmugtir (Charles et al. 1993). iNOS igeren hiicrenin
sitokin veya endotoksinlerle uyarilmasi, enzim sentezini indiikler ve L-Arginin’den
NO ve L- sitrullin olugur. Sitotoksik ve sitostatik etki gésterir. Molekiil agirlifi 130
Kda dir. Kalsiyum ve kalmoduline bagimh degildir. Molekiil agirhig: 130 kDAdur.
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3-Hiicresel NOS (hNOS): Yapisal olarak nNOS’a benzer. Molekiil agirlig, 135-155
kDA olan bir izoenzimdir. Endotel hiicrelerinde ve trombositlerde bulunur. Kalsiyum
ve kalmoduline bagiml: galigir.

P maddesi, trombin, asetilkolin, bradikinin gibi agonistlerin endotel
hiicresinde reseptoriine baglanmas:1 ile reseptér uyariimadan bir takim fiziksel
uyarilarla hiicre iginde kalsiyum artar ve hNOS ‘un aktivasyonuna ve NO sentezine
neden olur (Moncada et al. 1991). Damarlarda NO’in siirekli olarak saliverildigi ve
dilatatér bir tonus saglandigi kabul edilir (Palmer et al.1988).

Nitrik oksit hedef hiicrede ¢6ziiniir guanilat siklaz enziminin hem grubuna
baglanarak veya diizenleyici siilfidril gruplarim s-nitrozilleyerek enzimi aktive
etmektedir. Coziniir guanilat siklaz, alfa beta alt Unitesi olan heterodimer
yapisindadir. NO ile ¢GS nin aktivasyonu cGMP diizeyinin yiikselmesine neden olur
.cGMP ise dogrudan cGMP ile uyarilan kanallari, cGMP bagimli proteinkinazlari
veya siklik niikleotid fosfodiesterazlan etkileyerek, NO etkilerinin olugmasim saZlar
(Furuyama et al.1993).

1.4.2. Nitrik Oksit Metabolizmasi

NO, endotel hiicrelerinden yan 6mrii saniyelerle 6lgiilebilen bir bilesik olarak
salmir. NO’in belirgin bir boliimiiniin damar diiz kaslarina difiize oldugu bir
kisminin ise damar igine serbestlestigi diginiilmektedir. Bu NO, limene yakin
trombositlerle etkilesir, difer taraftan ¢6ziinmiis oksijen ve oksijen radikalleri ile
reaksiyona girerek, nitrit ve nitratlara déniigserek inaktive olur.

NO, damar diiz kas hiicrelerinde ve trombositlerde ¢oziinmiis quanilat siklazi
aktive eder. Enzimden ayrilan NO, nitrite doniigiir ve plazmaya oradan da alyuvarlara
geger. Burada nitrit hemoglobin ile reaksiyona girerek, nitrata indigenir. Kan akim
i¢inde difiize olan NO’in bir kismu direkt alyuvarlara geger ve oksijene-hemoglobin
(HbO2) den gelen oksijen ilavesiyle nitrata doniisiir ve bobrekler yoluyla atilmasi
saglanir. NO vendz kan igine salindiinda non-oksijenize hemoglobin ile birlegerek,

nitrozohemoglobin  (HbNO) olusur.  Venéz  kamn  oksijenlemesiyle,

14



nitrozohemoglobin oksijenle reaksiyona girerek nitrat agifa ¢ikar (Knowles and
Moncada, 1994).

NOS ve ¢GS enzimleri NO sentezinde 6énemlidir. Bu enzimleri etkileyen
agonist ve antagonist maddelerden; S-nitroso-N-asetil-penisilamin (SNAP), sodyum
nitro prussid (SNP), 3-morfolino-sidononimin (SIN1) NO donérleri olarak, L-
Arginin deriveleri ise NOS enziminin yarigmali inhibitorii olarak kullaniimaktadir.
NOS enziminin aktivasyonunu engellemenin diger bir yolu tetrahidrobiopterin
sentezini engellemektedir (Gross and Levi, 1992). 2, 4-diamino-6-hidroksipirimidin
(DHAP), N-asetil-5-hidroksitriptamin, n-metoksiasetil-5-hidroksitriptamin,
tetrahidrobiopterin sentezini engelleyerek, bloke eden maddelerdir (Smith et al.
1992).

Metilen mavisi, NO “in ¢GS ‘nin hem grubuna baglanmasini engeller ve ¢GS
enzimini inhibe ederek NO sentezini inhibe etmig olur (Pearce et al. 1990 ). Ayrica
metilen mavisi NO yikiminda rol alan stiper oksit anyonu olusumunu saglayarak da
NO yikimim arttirdi@ bilinmektedir (Mayer et al. 1993).

NO etkilerini arttiran nedenler; elektriksel uyan, kan akiminda artig, hipoksi,
sitokrom C, L-Arginin fazlalif:.

NO etkilerini azaltan nedenler ise; hiperoksi, pirogallol, demir, hemoglobin,
riboflavin, hidrokinon

1.4.3. Nitrik Oksidin Etkileri

Santral sinir sistemi : SSS’nde serebral damar endotel hiicreleri, immiinolojik
olarak uyanlabilen mikroglia ve astrositler, NANK sinirler ve glutamerjik néronlar
olmak tlizere dort kaynaktan saglanan NO hipotalamus, orta beyin, hipokampus, ve
kortekste aktivite gosterir (Moncada et al. 1991; Prado et al. 1992).

Normalde inaktif olan NOS, presinaptik veya postsinaptik reseptérlerin
uyanlmasiyla aktive olur. Aktivasyon igin major uyar, kalsiyuma gegirgenligi fazla
olan iyon kanal1 ile birlesen NMDA reseptorlerinin uyanlmasidir (Okado 1992).

Postsinaptik reseptorlerin  serotonin, bradikinin, asetilkolin, noradrenalin gibi
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norotransmitter ve néromodiilatdrierle uyariimasi, kalsiyumun hiicre i¢ine akimim
veya serbestlesmesini saglar. Artan hicre i¢i kalsiyumu ise nNOS’1 aktive eder.
Sentezlenen NO i¢in hedef madde ¢oziinir guanilat siklazdir. CGS’in uyarilmast
c¢GMP diizeyinde artiga neden olur. Bu ise ¢cGMP bagimh protein kinazlan
aktiflemektedir (Francis and Corbin 1994). Bu olay sadece serebellar purkinje
hiicrelerinde bulunmaktadir. Retinal bipolar hiicrelerde ise, cGMP, ¢cGMP aracil
kanallar ile etki olugturur.

Nitrik oksit, ¢GS diginda demir siilfir grubu igeren gesitli enzimlere de
baglanarak, onlarin aktivitelerini engeller (Nathan,1992). Fakat bu etkiyi
gosterebilmesi igin, yiiksek yogunlukta ve ortamda uzun siireli bulunmas: gerekir.
NO’in aktivitesini diizenledifi 6nemli bir enzim, aragidonik asitten prostoglandin

tromboksan ve prostasiklin sentezinde hiz kisitlayici siklooksijenaz enzimidir.

NO santral sinir sisteminde cesitli noérotransmitterlerin salinimimi diizenler.
Endojen bulunan (Prast & Philippo 1992; Bugnon et al. 1994) veya NMDA
reseptorlerinin uyarilmasiyla agiga ¢ikan NO’in sinaptik aktiviteyi degistirerek
ndrotransmitter salinimini diizenledigi ortaya ¢ikmustir (Hanbauer et al. 1992). NO’in
norotransmitter salinimina olan etkisi arttirma, azaltma veya degistirmeme geklinde
olabilir (Schuman & Madison 1994; Garthwaite & Bouton 1995). Bu etki presinaptik
etkinlige, NO yogunlufuna ve beyin bolgesine gore degisir. Nitrik oksit,
norotransmitter salimimini presinaptik yiizde kalsiyumun hiicre igine akimimi ve
sinaptik vezikiillerin protein yapisim degistirerek etkilemektedir (Schuman and
Madison, 1994). NMDA reseptorlerinin uyarilmas: sonucu sentezlenen NO, aym
zamanda NMDA reseptorlerini negatif yonde etkileyerek, NMDA reseptorleri i¢in
“negatif feed back™ mekanizmas: olusturur (Manzoni and Bockaert 1993).

Nitrik oksit, SSS’de serebrovaskiiler tonusun diizenlenmesi ve ani vazodilatér
yanit olusumunda rol almaktadir (Faraci and Brian ,1994).

Ogrenme ve hafizanin olasi mekanizmalanndan biri olan sinaptik plastisite,
gereginde sinaptik baglantimin  seklinin ve uzunlufunun degistirilebilmesidir
(Chapman et al 1992). Nitrik oksit, sinaptik plastisitenin iki modeli olan uzun siireli
potansiyalizasyon (LTP)’nun hipokampusta, uzun sireli depresyon (LTD)’un

serebellumda olugmasinda rol alir (Rosenbahum, 1992).
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Agn duyumsanmasinda ise NO, SSS’ de ve medulla spinaliste gérev alir
(Babbedge et al. 1993-b; Moore et al .1993-b). Lumbal arka kokteki NMDA
reseptorlerinin uyarilmasi ile termal hiperaljezi ve agn olustugu bildirilmigtir (Meller

et al. 1992). Nitrik oksitin olusumunun engellenmesi veya ¢GS’ in inaktivasyonu ile

analjezik etki saglandifi ©One siiriilmiistir (Babbedge et al. 1993-b, Moore et
al.1993).

Nonadrenerjik-Nonkolinerjik _fleti ;:NO’da oldugu gibi, nonadrenerjik-
nonkolinerjik sinirlerin de ¢GS"1 uyarmasi, baz1 dokularda L-Arginin analoglar ile

NANK iletinin bloke olmasi ve en énemlisi NOS enziminin bu otonomik sinirlerde
gosterilmesi NO’in NANK sinirlerde noérotransmitter olarak goérev yaptifim
distindirmigtiir (Bredt et al. 1990; Nichols et al. 1992). Ancak heniiz bu sinirlerin
uyarilmast ile salinan NO veya yikim firiinleri olan nitrit ve nitratlar biyokimyasal
olarak olgiilememigtir (Wiklund et al. 1993). NANK sinirler motor sinirlerdir ve NO,
ATP, VIP, GABA, kolesistokinin, P maddesi, nérokinin A ve B, néro peptid Y,
enkefalinler, somatostatin bu sistemde etkili haberci molekiillerdir.

Adrenerjik ve kolinerjik olmayan sinirlerin uyanmasi ile eksitatér ve
inhibitér  yamtlar olugur. L-Arginin/NO yolaginin inhibitér yamt olugturmasi
nitrerjik ileti olarak adlandinlir. Nitrerjik innervasyon gastrointestinal sistem,
genitoliriner sistem, solunum sistemi, penil ve serebral arterlerde bulundugu
bildirilmigtir (Kenton and Ward, 1992). Inhibitér ileti; NANK innervasyon ile
saglanir. Bu iletide ATP, VIP, GABA ve NO rol alir.

Gastrointestinal sistemde gevseme, yutkunma, alt ozefajinal sfinkterin
gevsemesi, yeme sirasinda mide fundusunun gevsemesi gibi fizyolojik reflekslerden
nitrerjik ileti sorumludur (Synder, 1992; Kenton and Ward, 1992 ). Uriner sistemde,
mesane ve liretrada NANK ileti saptanmigtir. Mesane iglev bozuklugu, detriissor kasi
sfinkter uyumsuzlufundan L-Arginin/NO yolaginin etkili oldugu dﬁsﬁnﬁlmﬁsiﬁr
(Garcia-Pascual et al. 1991).

Uretrada kolinerjik, nonadrenerjik ve NANK innervasyon mevcuttur. Uretral
gevsemenin artmastyla ortaya ¢ikan inkontinens tipleri, NOS enzim inhibitorleri
kullanilarak tedavi edilmigtir.
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Genital sistemde; penil ereksiyon sirasinda diiz kas ve damar gevsemesi
nitrerjik inhibitor ileti aracilifiyla olmaktadir (Moncada et al. 1991). Nitrerjik ileti ilk
defa Ignarro tarafindan korpus kavernozum bantlarinda gosterilmistir (Ignarro et al
1990 ). Impotans tedavisinde izlenmesi gereken yol, yeni NO donérii olabilecek ilag
ve yontemlerin gelistirilmesidir (Ignarro et al. 1990 ).

Immun Sistem ;: 1990 yilinda, domuz endotel hiicre kiiltiiriinde lipopolisakkarit ve
gama interferon ile uyanlan kalsiyumdan bagimsiz galigan indiiklenebilir NOS
varhg saptanmstir. Imminolojik uyan ile makrofajlar, nétrofiller, hepatositler,
endotel hiicreleri, damar diiz kas hiicreleri, astrosit ve mikroglia hiicrelerinde
bulunan iNOS enzimi aktive olur (Radomski et al. 1990).

Makrofajlarin endotoksin ve sitokinlerle uyarilarak sentezlenen NO, invaziv
mikroorganizmalar, tiimor hiicreleri ve kismen viicut hiicreleri igin sitotoksik ve
sitostatik etki olusturur (Hibbs et al. 1988). Viicut hiicrelerinin de etkilenmesi,
immunolojik olaylarda goriilen lokal ve sistemik doku hasarini agiklar (Moncada et
al.1991).

Immunolojik uyan ile iNOS enzimi aracilifiyla sentezlenen NO’in, T hiicre
¢ofalmasim inhibe ettifi (Hoffman et al. 1990) makrofajlarda viral replikasyonu
engelledigi (Croen 1993), hepatositlerde total protein sentezini baskiladigi (Kronche
et al. 1993), noronlarda ve oligodentritlerde hiicre lizisine neden oldugu
bildirilmektedir (Merrill et al. 1993).

iNOS enzimi glukokortikoidler ile inhibe edilir, glukokortikoidlerin eritem ve
6demi Onleyici etkileri bu inhibisyona baglanabilir (Radomski et al. 1990).

Kardiyovaskiiler Sistem : Nitrik oksidin kardiyovaskiiler sistemdeki en 6nemli rolii
kan akiminin ve kan basincimin diizenlenmesindeki roliidiir. Damar endoteli, damar
tonusunu ayarlamak igin NO gibi vazoaktif madde olusturur. Endotel bir
mekanoreseptor gibi, damar igindeki akim ve basinc: algilayarak damar tonusunu
ayarlar (Vanhoutte and Shimokawa ,1989).

Damar endoteli diger bir gorevi olan non-adheziv damar i¢ yiizeyini
antikoagiilan, fibrinolitik ve antitrombotik mekanizmalarla saglar. Endotel kaynakh
NO, trombosit adezyonu ve agregasyonunu inhibe eder (Azuma et al. 1986; Furlong
et al .1987). Hiicresel NOS enzimi ile sentezlenen NO, adezyonu cGMP aracilifiyla
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engellerken; agregasyonu ise, CAMP ve cGMP aracilifiyla engeller (Radomski et al.
1987-b; 1987-¢c). NO ve PGI2 farkli mekanizmalanina ragmen trombosit
agregasyonunu sinerjik olarak inhibe ederler.

Damar endoteli viicutta vazoaktif, prokoagiilant ve fibrinolitik ajan tireten en
bilyiikk ve en aktif parakrin organdir. Endotelin yapisinda ve fonksiyonundaki
anormalliklerin, bir ¢ok vaskiiler hastahfin patogenezinde etkili oldugu
bilinmektedir. Esansiyel hipertansiyon, ateroskleroz, koroner kalp hastalif,
impotens, diyabet gibi patolojilerde NO sentezi azalmig veya yikimi artmugtir (Linder
et al.1990; Panza et al.1990; Moncada et al.1991). Nitrik oksitin yetersizligi
damarlarda var olan dilator tonusun azalmasina ve yerini konstriiktér tonusun
almasina neden olur. Bu patolojiler organik nitratlar gibi NO iizerinden etki gosteren
droglarla tedavi edilirler.

Organik nitratlara karsi cesitli patolojilerde artiy, NO yetersizliginin ¢GS
miktarindan olugturdugu artiy (up-regilasyon) ile agiklanabilir (Moncada et al.
1991). Organik nitratlara kars: geligen tolerans ise, NO etkisine karg1 ¢GS enziminde

gozlenen duyarlilik azalmasi (desensitizasyon) sonucudur.

Sepsiste ortaya c¢ikan hipotansiyonun tedavisinde veya terapotik amagla
sitotoksinler kullanildifinda olugabilecek yan etkilerin énlenmesinde, iNOS enzim
inhibitorlerinin yardimei olabilecegi bildirilmektedir (Nava et al .1991).

Pulmoner hipertansiyon tedavisinde, inhalasyon yoluyla uygulanan NO’in
yararll olabilecefi ve sistemik etki olugturmadan lokal etki saglanabilecegi
bildirilmigtir (Frostel et al. 1991; Johns, 1991).
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1.5. 7-Nitro Indazol

SSS’nde noéronal bir haberci molekiil olan Nitrik oksid’in fizyolojik ve
patalojik olaylarda 6nemli gérevleri vardir. NO ¢ok kisa yan omirlii, reaktif bir gaz
molekiilii oldufundan invivo oOlgimi zor olmaktadir. NO’in biyolojik roliiniin
aragtinldif) ¢aligmalarda, NO serbestleyen ya da NOS enzim aktivitesini baskilayan
maddeler kullaniimaktadir,

7-Nitro indazol, beyin ve spinal kord’da NO fonksiyonlarim aydinlatmada
kullanilan yararl bir madde olmustur (Moore et al.1993-a). 7-Nitro indazol, sigan
serebellar NOS enziminde L-NAME ve L-NMMA ’nin giiciine benzer bir gekilde etki
gosterir. 10 mg/kg 7-NI, serebellum, serebral korteks, hipokampus ve adrenal bezde
NOS aktivitesini altmig dakika bariz gekilde inhibe etmigtir. Fakat olfaktor bulbus ve
mide fundusundaki NOS aktivitesini degistirmemistir (Babbedge et al. 1993-a).

7-Nitro indazol’in farede antinosiseptif etkisinin zamana gore degisimi,
serebellumdaki NOS inhibisyonu ile ey zamanhidir. Maksimium antinosiseptif
aktivite ve NOS inhibisyonu, i.p. uygulamadan 18-30 dakika sonra gbzlenmigtir
(Moore et al.1993-a). 7-NI, sadece analjezi igin degil, nérodejeneratif hastahiklar gibi
NO iiretiminin fazla oldugu samilan SSS bozukluklarinda da yararl olabilir.

7-NI, 10 ve 50 mg/kg dozlarda, fareye i.p. uygulandifinda doza baZimli
antinosiseptif etki gostermigtir. Yine bu dozlarda iirethan anestezili farelerde
ortalama arteryel basinci arttirmamigtir. 7-NI, kardiyovaskiiler yan etkileri olmayan
santral NOS inhibitorlerinin iyi bir baslangi¢ noktas: olabilir (Moore et al. 1993-b).

7-NI'uin(1, 3, 5, 20, 60, 80, 100, 125 mg/kg) i.p. tek enjeksiyonlar1 erkek
sicanlarda, hem nigral hem serebellar NOS aktivitesini doza bagimli bir gekilde
azaltmigtir. 20 ve 80 mg/kg dozlarinda sedatif etki g6zlenmis, 7-NI’lin sedatif etkisi,
beyin NOS inhibisyonundan en azindan kismen bagimsizdir (Connop et al 1994).
160 mg/kg 7-NI, DBA/2 farelerde righting reflex kaybiyla birlikte, ciddi bir ataksiye
neden olmustur (Smith et al. 1996).

Dzoljic ve ark (1996) 2.5-50 mg/kg i.p. 7-NI'iin siganlarin uyku tizerindeki
etkilerini incelemigler, 7-NIiin pitozis, righting refleks kayb1 ve EEG amplitiinde
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diisme yaptifini belirtmiglerdir. Derin uyku ve REM uykusunu azaltmigtir.
Intraventrikiiler L-Arginin kullamlmas: ile bu etkiler kismen antagonize edilmigtir
(Dzoljic et al. 1996).

7-Nitro indazol farede pentobarbital ile olusturulan uykuda, uykuya dalig
siiresine bir etkisi oldugu gérilmemis fakat uyku siiresini uzatmugtir. Bu bulgular
NO’in uykuyu diizenlemede 6nemli bir rol oynadifim gostermektedir (Erden ve
ark.1997).

7-NI antikonviilsan etkisini, NO ve L-sitrullin gibi iki endojen konviilzan
ajam bloklayarak gostermektedir (Smith et al. 1996).

NMDA reseptoérlerinin, 6grenmenin temelini olugturdufuna inanilir. n NOS,
LTP (Uzun Siireli Potansiyalizasyon) indiiksiyonu esnasinda NO tretmektedir. 7-NI,
LTP’nin indikksiyonunu engeller. L-Arginin bu etkiyi ters gevirir. NMDA reseptor
antagonistleri ve NOS inhibitorleri aracilifiyla LTP’nin bloklanmasi, 6grenme ve
hafiza iizerinde etki yapabilir (Doyle et al.1996).

NO, eksitator nérotransmitterlerin salinnmini modiile eder. NO donérlerinin
kullanilmas: striatum, hipokampus ve medulla oblangatada aspartat, glutamat ve
GABA salinimim artirir. Iskemi esnasinda NMDA sa',hnmas1, noroprotektif olabilir.
Iskemide agin dopamin salinimu, striatumdaki néronal hasarin patojenezinde major
bir faktordiir. Muhtemelen 7-Nitro indazol gibi nNOS inhibitorleri, iskemik dopamin
salintmim azaltir, bu da néronal hasar miktarini azaltabilir (Kahn et al 1997).

Zagvazdin ve ark. (1996) 7-NI'iin eNOS enzimini inhibe edebildigini
s6ylemislerdir. Urethan anestezili siganlarda yaptiklan ¢aligmalarda 50 mg/kg i.p. 7-
NI’in ortalama arteryel kan basincimi arttirdifim  fakat kalp atim hizim
degistirmedigini, gostermiglerdir. 7-NI, baz1 fokal beyin iskemi ¢aligmalarinda 25
mg/kg dozda noroprotektif bulunmug, dozun S50 mg/kg’a ¢ikarilmasiyla etki
kaybolmugtur. Muhtemelen yiiksek doz 7-NI, vaskiiler NOS iizerine zararl etkiler
olusturmaktadir (Zagvazdin et al. 1996).

Invivo olarak 7-NI asetikolin yanitlan {izerinde etkili degildir. 7-NI, NOS
enziminin nispeten noronal izoformu igin selektiftir. Ancak bazi kosullar altinda, 7-
NI’iin iNOS enziminide inhibe edebildigi gosterilmistir (Faraci and Brian,1995). L-
NAME’in insanda siirekli vazopressor etkileri vardir. Halbuki, 7-NI’iin hem si¢an
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hem de fare beynindeki NOS’1 kan basincini arttirmaksizin, inhibe edebilmesi klinik
olarak dnemini ortaya koymaktadir.

nNOS enziminin, penisi innerve eden noéronlarda lokalize oldugu ve
ereksiyonun onemli bir mediatorii oldufuna inamilmaktadir. 7-NI’tin siganda 5-
50mg/kg dozlarinda ereksiyonun doza bagimli bir inhibit6rii oldugu gosterilmigtir.
Etkinin reversibl 6zellifinden dolayi, priapism tedavisinde klinik kullanimi olabilir
(Spiess et al. 1996).

1.6. AGMATIN ( quanido butylamine )

Li ve arkadaglan, agmatinin HPLC ve protein presipitasyon yontemlerini kullanarak
inek beyninde varligim1 kanitladilar. Daha 6nce agmatinin sadece diyet yoluyla veya
bakteriler aracilifiyla wiicutta bulundufu samiliyordu. Fakat sigan beyninde L-
arginini agmatine doniistiiren Arginindekarboksilaz (ADC) enziminin saptanmasi
agmatinin memelilerde iiretildiini gostermistir (Li et al. 1994; Raash et al. 1995).

ADC enzimi mitokondri i¢ membraninda bulunur ve substrat olarak arginini
kullanmaktadir. Bir ¢ok fizyolojik ve patolojik olayda rolii olan NO, NOS enzimi

vasitasiyla L-argininden sentezlenir. L-Arginin pasif diflizyonla hiicreye alinmakta
ve mitokondride bulunan ADC enzimi vasitasiyla agmatine doniigmektedir. Agmatin
sentez edildikten sonra ayni yerde bulunan I2 reseptorlerine ya da hiicre memraninda
o2 adrenerjik reseptorleri veya ozellikle I1 resptorleri baglanir ya da ekstraselliier
alana salimir. Agmatin ADC enzimini negatif feed back mekanizmasiyla etkileyerek
kendi sentezini kontrol edebildifi gosterilmigtir (Regunathan et. all 1996; Reis et all.
1998).

Agmatin sigan beyninde noronlanin presinaptik membranindan ve sifir adrenal
kromofin hiicrelerinden kalsiyuma bagli olarak depolarizasyonla salindi
gosterilmigtir.

Agmatin reuptake ve enzimatik indirgenme olarak iki yolla inaktive olmaktadir.

Ekstraselier Ca azalmasi uptake’i artinr. Imidazolin reseptorlerini etkileyen
idazoksan, fentolamin gibi ilaglar uptake’in nonkompetetif inhibit6riidiir.(Re1s et all
1998). Agmatin metabolizmas1 hakkindaki bilgilerimiz yetersizdir. Agmatinin
metabolik yikimi dokuya spesifite gostermektedir. Bobrekte, diamin oksidaz ile
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okside, beyinde agmatinaz ile hidrolize olmaktadir. Agmatinaz enzimi memelilerde
mitokondride bulunur. Agmatinin sentezi baglanmasi ve bioaktif molekiillere
yikiminin mitokondride gergeklesmesi sebebiyle, intraselliier agmatin/ imidazolin

reseptor sistemi ortaya attimigtir (Sastre et all 1996).

Agmatinin NO iizerine etkileri tartigmalidir. Agmatin siganlara sistemik enfiizyon
seklinde verilirse hipotansiyona neden oldugu goriilmistiir. Bu etkiyi muhtemelen
kan damarlarimn duvar hiicrelerini direkt etkileyerek, vazodilatasyon sonucu
olugturur. Morissey ve arkadaglari, sigir pulmoner arter endotel hiicre kiiltiirlerini
kullanarak agmatinin, endotelial nitrik oksit iretimini ¢ kat artirdigim
belirlemiglerdir (Monsey et all 1997). Bu artiy idazoksan tarafindan inhibe
edilmekte, fakat yohimbin ile etkilenmemektedir. Agmatin endotelial nitrik oksit
salinimint arttirdigi halde, indiiklenen veya noronal nitrik oksit salimmmina etkisi
olmadigi, hatta bunlarin salimmim inhibe eftigi belirlenmistir (Galae et all 1996;
Gilad et all 1996).

Agmatinin sigan hipokampus néronlarinda ve fare hipokampal hiicre kiiltiirlerinde

NMDA reseptérlerini 6nemli élgiide inhibe ettigi saptanmigtir(Yang et all 1997).

Kolesnikov ve arkadaglari, agmatinin tail flick analjezi testinde etkili olmadigim,
ancak morfin analjezisine toleransin geligmesini 6nledigini saptadilar(Kolesnikov et
all). Kartal ve arkadaglari da agmatinin siganlarda morfin yoksunluk semptomlarim
azalttigim gostermislerdir (Kartal ve arkadaglar 1997).
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2. AMAC VE KAPSAM

Nosiseptor ve cevresinde olusan endojen algojenik maddelere kargi, bunlarin
sentezini inhibe eden maddeler kullanmak agn tedavisinin temel prensiplerinden
biridir. Bu agrilara romatizmal agrilar, migren agrlan, post operatif agnlar 6rmek
verilebilir. Narkotik analjezikler ya da opioid analjezikler; agn liflerinin serbest
uclarmin reaktivitesini ya da duyarlibfini modiile ederler. Medula spinaliste P
maddesinin aracilik ettigi nosiseptif mesajlarin iletimini inhibe ettikleri ya da
serotoninin aracihk ettifi desenden inhibitérlerin kontrollerini giglendirdigi
bilinmektedir (Ertekin C.; 1993 ).

Santral sinir sisteminde yeni bir néronal haberci molekiil olarak kabul edilen
NO’in, nérotransmitter salimim ve geri almmm diizenledigi, gesitli fizyolojik ve
patolojik olaylarda rol oynadi: ileri siiriilmektedir.

Santral sinir sisteminde NO sentezi i¢in baglica uyariy1 saglayan NMDA
reseptorleri, agn olayinda rol oynarlar. NMDA resept6r antagonistlerinin hayvan
modellerinde antinosiseptif etki sagladifi bildirilmektedir. Buradan yola ¢ikarak
NO’in de bu olaylarda roliiniin olabilecegi diigiiniilmiiy ve NO’in biyolojik roliiniin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda kullanilan NOS enzim inhibit6rii 7-Nitro

indazol kullamlmgtir.

Yapilan caligmalarda NOS enzim inhibitérii olan L-NAME‘in 10-50 mg/kg
dozlarinda analjezik etki gosterdigi bulunmugtur (Moore et al. 1993-b).

Bu ¢aligmada NOS inhibitorii olan 7-Nitro indazol ve Agmatin kullamlarak
farelerde Writhing test ve Hot-plate testi ile agn olusjumunda NO’in roliiniin

aragtinimasi amaglanmigtir.
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3. GEREC VE YONTEM

Deney Hayvam

Bu aragtirmada her iki cinsten 20-30 g. agirhfindaki, 256 adet Balb-C tiirii fareler
kullamldi. Denekler 2242 C° 151 ve %55+5 nem igeren, 12 saatlik aydinlik-karanlik
siklusta serbest beslenmeye birakilarak barindirildi. Deneyler giindiiz 09:00-17:00

saatleri arasinda yapildi.

3.1. Deneylerde Kullamlan flaclar ve Kimyasal Maddeler

Bu galigmada 7 Nitro Indazol (Sigma), L-Arginin ile D-Argininin (Sigma) ve
Agmatin (Sigma), %1’lik asetik asit kullamlmugtir. Tlaglanin farkli dozlan hayvan
bagina 0.1 ml/25g olacak sekilde verilmistir. 7 NI demineralize su ile hazirlanan %
0.25 lik metil seliloz go6zeltisi iginde sonifikatér yardimiyla ¢oziilmigtiir. L-Arginin
ve D-Arginin serum fizyolojik i¢inde ¢dzilmiistiir. flaglarin farkli konsantrasyonlan
deneyden hemen oOnce hazirlanmig ve biitiin ilaglar intraperiteonal olarak

uygulanmugtir.

3.2. Writhing Test ile Analjezinin Test Edilmesi

Analjezi testleri Hendershot ve Forsaith’in tamimladif: “Writhing test’e” gére
yapildi (Hendershot, L.C. and Forsaith 1959) %1 “lik asetik asit soliisyonun 10ml/kg
voliimiinde, i.p. injeksiyonla farelerde “writhing sendrom™ denilen kivrilma nébetleri
olusturuldu. Hayvanlarin gerginlik, uzama ya da kivriimalan (sirtin kemer seklini
almasi, abdominal kaslarda gerilmenin olugmasi, viicudun uzamas: ve bacaklarin
ekstansiyonu ) asetik asit injeksiyonundan 5 dakika sonra baglayan, 10 dakikalik
periyod boyunca sayildi.

25



Deney:

Ilk asamada kontrol gruplarina 0.1ml/25g olacak sekilde metil selilloz. ve
serum fizyolojik injekte edildi. Otuz dakika sonra % 1’lik asetik asit verilerek
olusturulan kivrilma nébetlerinin sayis1 kaydedildi.

Ikinci asamada 20, 40, 60 mg//kg dozlanindaki 7-Nitro indazol farelere
uyguland: ve her doz i¢in 30 dakika sonra verilen %1°lik asetik asit ile olusturulan
kivrilma nébetlerinin sayis1 kaydedildi. Bu agamada 7-NI'iin maksimum analjezik
etkinin ortaya ¢iktig1 doz 60 mg/kg olarak degerlendirildi.

Ugiinci asamada, L-Arginin ve D-Arginin (100 mg/kg) injekte edilen
farelere, 30 dakika bekletildikten sonra % 1’lik asetik asit soliisyonu injekte edildi ve
5 dakika sonra deneye alinarak 10 dakika boyunca kivrilma sayis1 kayt edildi.

Dordiincii agamada ise 100mg/kg dozda injekte edilen L-Arginin’den 10
dakika sonra 60mg/kg 7-NI uyguland: ve %1°lik asetik asit ile olusan kivrilma sayis1
kayit edildi.

Beginci agama olarak 100 mg/kg dozda D-Arginin kullamld: ve 10 dakika
sonra 60mg/kg dozda 7-NI injeksiyonu yapilarak %1°lik asetik asit ile olusan
kivrilma say1s: kayit edildi.

Altinc1 agsamada 20, 40, 60 mg/kg dozlarda agmatin injekte edildikten 30
dakika sonra % 1’lik asetik asit soliisyonu injekte edildi ve 10 dakika boyunca
kivrilma sayis1 kayit edildi.

Deney Gruplan

1.Serum Fizyolojik (Kontrol) (n=12)
2 Metil Seliiloz (Kontrol) (n=10)
3.20 mg/kg 7-NI (n=10)

4.40 mg/kg 7-NI (n=10)

5.60 mg/kg 7-NI (n=10)

6.100 mg/kg L-Arginin (n=10)

7.100 mg/kg D-Arginin (n=10)

26



8.L-Arginin-60 mg/kg 7 NI (n=10)
9.D-Arginin-60 mg/kg 7 NI (n=10)
10.20 mg/kg Agmatin (n=12)
11.40 mg/kg Agmatin (n=12)
12.60 mg/kg Agmatin (n=12)

3.3. Hot Plate ile Analjezinin Test Edilmesi

Eddy ve Leimbach’in 1953’de tanimladify gibi ilag injeksiyonu yapilan
fareler 55140,5 C° kadar 1sitilmig metal yiizey tzerine birakilarak 1 dakika boyunca
gozlemlendi (Eddy and Leimbach 1953). Kronometre ile farenin 6n veya arka
ayafin yaladig siire kaydedildi.

Deney

Birinci agamada kontrol gruplarina metil seliiloz.ve serum fizyolojik injekte
edilerek 30 dakika beklendi ve 55 C°’ye kadar 1sitilmig metal iizerine birakilarak 6n
veya arka ayaklarini yalama siireleri kaydedildi.

Ikinci asamada 20, 40, 60 mg/kg dozlarindaki 7-NI farelere i.p. uyguland: ve
fareler 30 dakika. sonra metal yiizey Uzerine birakildi. Bir dakika boyunca
g6zlemlenerek bir kronometre ile 6n veya arka ayaklarim yaladig siire kaydedildi.

Uglincti agamada 100 mg/kg dozunda L-Arginin ve D-Arginin ayr gruplara
injekte edildikten 30 dakika sonra deneye alinarak yalama siiresi kaydedildi.

Dérdiincii agamada ise; 100 mg/kg dozda verilen L-Argininden 10 dakika
sonra 60 mg/kg dozda 7-NI injeksiyonu yapildi. 30 dakika beklendikten sonra

deneye alinan farelerin ayak yalama siireleri kaydedildi.

Besinci agama 100 mg/kg dozda D-Arginin injekte edildikten 10 dakika sonra
60 mg/kg dozda 7-NI injeksiyonu yapildi ve 30 dakika sonra ayak yalama siiresi
kaydedildi.

Altinc1 agamada 20, 40, 60 mg/kg dozlarda Agmatin injekte edildikten 30
dakika sonra ayak yalama siireleri kaydedildi.
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Deney Gruplan

1.Serum Fizyolojik (Kontrol) (n=12)
2 Metil Seliiloz (Kontrol) (n=10)
3.20 mg/kg 7-NI (n=10)

4.40 mg/kg 7-NI (n=10)

5.60 mg/kg 7-NI (n=10)

6.100 mg/kg L-Arginin (n=10)
7.100 mg/kg D-Arginin (n=10)

8. L-Arginin-60 mg/kg 7 NI (n=10)
9.D-Arginin-60 mg/kg 7 NI (n=10)
10.20 mg/kg Agmatin (n=12)
11.40 mg/kg Agmatin (n=12)
12.60 mg/kg Agmatin (n=12)

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Deney sonuglar aritmetik ortalama + standart hata olarak sunuldu. Gruplar
arasindaki farkin anlamlilif1 tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve bunu takiben
Tukey-Kramer testi ile degerlendirildi.

p degerinin 0,05” den kiigiik olmas: halinde ortalamalar aras: farkin anlamli
oldugu kabul edildi.
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4. BULGULAR

7 NI ve Agmatin’in antinosiseptif etkisini aragtirmak igin Writhing ve Hot-
plate testleri uygulanmgtir.

4.1, Writhing Test

Farelere 0.1 ml/kg olacak sekilde intraperitoneal olarak metil seliiloz injekte
edilmis, serum fizyolojik ile metil seliloz arasinda anlamli bir farkhilik
saptanmamugtir. 20, 40, 60 mg/kg dozlarda 7NI’tin kivrilma sayisim kontrollere
(metil seliiloz) gore azaltt1Z1 goriilmiistir.

*20 mg/kg dozda 7-NI’iin kontrol grubuna gore anlamh bir farkhihig saptanmamugtir.

*40 mg/kg dozda 7-NI kivrilma sayisin1 kontrol grubuna (Metil seliiloz) gére anlamli
olarak azaltmigtir (p<0,001). 40 mg/kg dozda 7-NI 20 mg/kg 7-NI’e goére kivrilma
sayisin1 anlamli olarak azaltmigtir (p<0,05).

*60 mg/kg dozda 7-NI’iin kivrilma sayisim kontrollere gore maksimum azalttig
saptanmistir (p<0,001). 60 mg/kg dozda 7-NI, 20mg/kg 7-NI ve 40 mg/kg 7-NI’e
gore kivrilma sayisin1 anlamh olarak azaltmigtir.(p<0,001)

*Tek basina L-Arginin ve D-Arginin kivrilma sayisinda anlamh bir degisiklige
neden olmamuigtir.

*60 mg/kg dozda gériilen analjezik etkinin L-Arginin ile geri déniip donmeyecegi
ilaglarin kombinasyonu yapilarak denenmigtir. 7-NI uygulamasindan 10 dakika &nce
verilen L-Argininin 7-NI’iin analjezik etkisini ortadan kaldirdify gorilmagtiir. L-
Arginin’in etkisinin NO olusumuna bagl olarak m1 ya da Arginin’in direkt etkisiyle
mi oldugunu anlamak amaciyla D-Arginin kullamlmigtir. D-Arginin ise 7-Nitro
indazoliin etkilerinde bir degisiklige neden olmamugtir. 60 mg/kg 7-NI ve 100mg/kg
D-Arginin kombinasyonu kontrol grubuna gore anlamlidir (p<0,001).

*20, 40, 60 mg/kg dozlarda injekte edilen Agmatin’in herhangi bir analjezik etkisine
rastlanmamgtir (Sekil:4.1.1.).
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[ 100mgkg L-Ag (10)
10— (B 100mgkg D-Arg (10)
J [ - Arg+60 7-NI(10)
[ D-Arg+60 7-NI(10)
8 -

I 20rmgkg Agrmatin (12)
80 ] 40mgkg Agmain (12)
[E53 60mgikg Agmatin (12)

Kivrilma Sayist
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Sekil 4.1.1: 7-NI (20, 40, 60 mg/kg), L-Arginin, D-Arginin (100 mg/kg) ve Agmatinin (20, 40, 60 mg/kg) farelerde Writhing Testinde
kivrilma sayisi tizerine etkisi. (Parentez igindeki rakamlar “n” sayisim gostermektedir).
* p <0.001 Kontrol degerlerine gore
#p<0.05 20 mg/kg 7-NI grubuna gore
##p<0.001 20 mg/kg 7-NI grubuna gore
+p<0.001 40 mg/kg 7-NI grubuna gére




4.2. Hot Plate

Farelerde ilaglarin analjezik etkilerinin gosterilmesi amaciyla uygulanan Hot-

Plate testinde, 7-NI yalama siiresini kontrol grubuna goére anlamli uzatmigtir.

Farelere 0.1 ml/kg olacak sekilde serum fizyolojik ve metil seliiloz injekte
edildi. Serum fizyolojik ve metil selillozun ayak yalama siiresinde anlamli bir fark
bulunamamigtir. 40, 60 mg/kg dozlarda 7 NI farelerin ayaklarini yalama siiresi

uzamigtir.
*7NI’un 20 mg/kg dozda hot-plate iizerinde analjezik etkisi g6zlenmemistir.

*40 ve 60 mg/kg dozlarda 7-NI'iin analjezik etkisi kontrol grubuna gore anlamlidir
(p<0.001). 40 ve 60 mg/kg 7-NI, 20 mg/kg 7-NI grubuna gore farelerin ayak yalama

siirelerini anlamli olarak uzatmigtir (p<0.001).

*Tek bagina L-Arginin ve D-Arginin farelerin ayak yalama siireleri iizerinde anlaml

bir etkisi olmamugtir.

*7-NI ile goriilen bu etkinin L-Arginin ile geri doniip donmeyecegi 7 NI ile L-
Arginin kombinasyonu olusturularak test edilmistir. L-Arginin’in 7NI ile
kombinasyonu 7NI’un etkilerinin geri dénmesine neden olmugstur. D-Arginin ile
yapilan kombinasyonda ise 7-NI’iin etkileri goriilmeye devam etmigtir, kontrol

grubuna goére anlamlidir (p<0.001).

*20, 40, 60 mg/kg dozlarda uygulanan Agmatinin analjezi iizerinde bir etkisi
saptanmamugtir.(Sekil: 4.2.1.)
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ST (12)

I MC (10)

I 20m g/kg 7-NI (10)
I 4om g/kg 7-NI (10)
I 60m g/kg 7-NI (10)
[C1100mg/kg L-Arg (10)
SJ [ 100m g/kg D-Arg (10)
L-Arg+60 7-NI (10)
I D-Arg+60 7-NI (10)

B 20mg/kg Agmatin (12)
il ## * [J40mg/kg Agmatin (12
0 ¥, Bl 60m g/kg Agmatin (12)

Ay agimi y alama siiresi (sn)

Sekil 4.2.1: 7-NI (20, 40, 60 mg/kg), L-Arginin, D-Arginin (100 mg/kg) ve Agmatinin (20, 40, 60 mg/kg) Hot-Plate testinde farelerin
ayagini yalama siiresi izerine etkisi. (Parentez igindeki rakamlar “n” sayisim gostermektedir).
* p<0.001 Kontrol degerlerine gore

# 7 p<0.001 20 mg 7-NI grubuna gore
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5. TARTISMA

Deney hayvanlarinda agn meydana getirmek ve ilaglarin analjezik etkilerini
incelemek igin gesitli testler gelistirilmigtir. Bunlar arasinda en sik kullanilanlar
siganin kuyruguna radiant 1s1 ve basing seklinde standardize edilmig “agrili” stimulus
uygulanmasi, farelerin sabit bir sicaklifa kadar isitilmig metal yiizey iizerinde
birakilmasi (hot-plate testi), kobaylarin kesici diglerinin pulpasina yerlestirilen
elektrotla elektriksel stimiilasyon yapilmasi ve siganin ayak tabanina (pengesine)
karagenin enjekte edilmesidir. Son test (penge testi), inflamatuar reaksiyonun
incelenmesine de olanak verir. Sigan pengesinde yapilan incelemelerde, agn
meydana gelmesinde, lokal prostaglandin ve prostasiklin olugmasi (periferik etki)
yaminda afnli impulsun SSS’ne iletilmesi sonucu, adi gegen eikozanoidlerin
sentezinin artmasinin ve ndronlarin agnya duyarlik esiginin diigiiriilmesinin (santral
etki) rol oynadig: ileri siiriilmiistiir (Ferreira, S.H. 1983). Bu deneysel yontemlerle
yapilan incelemeler, inflamatuar reaksiyona bagl agrinin, dokularda iki ayn tipte
agn mediyatorleri tarafindan duyusal sinir u¢larimin (nosiseptérlerin) sinerjistik bir
sekilde stimiile edilmesine bagh oldugunu géstermigtir.

Dokularda olusan agr mediyatorlerin bir tipi, sinir ucunu dogrudan
uyarmaktadir. Bunlara aljezik mediatérler ad: verilmektedir. .Histamin ve serotonin
gibi otakoid aminlerle bradikinin, P maddesi ve anjiyotensin gibi otakoid peptidler
bunlarin baghca ornekleridir. Agn mediyatérlerinin ikinci tipi tek baglarina agn
olusturmazlar, fakat duyusal ve sinir u¢larimn aljezik etkenlere karg1 duyarlilifim
artinrlar ve onlarin agn yapici etkilerini giiglendirirler; bu ikinci tip mediatérlere
hiperaljezik agn mediatérleri denilir.

Aljezik ve hiperaljezik etkenlerin agn ile iligkisi, bu maddelerin belirli
konsantrasyonlardaki soliisyonlarim insan cildinde istii agilmis vezikiil tabanina
sirmek suretiyle etrafli olarak incelenmistir. Ama gurasi da vurgulanmahdir ki
hiperaljezi durumu tek bagina agnli bir durum degildir; bunun somut 6rnegi giines
yaniklandir. Giines yamgina ugramis cilt bolgesinde genellikle agr1 yoktur, fakat agri
yapici etkenlere duyarlilik ¢ok artmigtir. Aljezik bir etken olan bradikininin dokuda
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prostaglandin sentezini stimiile edip indirekt olarak hiperaljezi de yaptig

saptanmugtir.

NOS inhibitérii olan L-NAME morfinden bagimsiz analjezi olugturmaktadir.
Bu da kismen arginin tarafindan geri ¢evrilir. L-NAME agn kesici etkisini 1.C.V.
verilmesini takiben santral sinir sisteminde gostermektedir. L-NAME damar
endotelindeki NOS’u inhibe etmesiyle kan basincinda uzun siireli artiglara neden
olmaktadir. Bu olay L-NAME’in insanlarda analjezik olarak kullaniimasini engeller.
Farelerde 7-NI cerebellar NOS’u inhibe eder (Moore&Babbedge, 1993-b). NOS’u
inhibe ettii tartigtlan 7-NI’iin kimyasal oOzellikleri kanitlanamamigtir. Pirazol
halkasindaki iki bitigik nitrojen atomunun varlif guanidin L-Arginin yapisiyla bazi
benzerlikler tagir. Bu sebepten dolayr NO’in farmakolojik 6zelliklerini aragtirmak
i¢in 7-NI"tin uygun olabilecegi diigiiniilmigtiir. Sunulan bu ¢aligmada ve daha 6nceki
caligmalarda 7-NI ve L-NAME, farede benzer analjezi (Morgan et all.1992) ve
farede cerebellar NOS’u inhibe etmek igin benzer bir etki gostermektedir
(Moore&Babbedge 1993-b).

L-NAME’in tersine 7-NI ortalama kan basincinda bir artisa neden olmaz. Bu
sonuglar bize selektif olarak cerebellar NOS enziminin ilk potent inhibitoriiniin 7-NI

oldugunu gostermektedir.

TNI’in kardiyovaskiiler sistem zerindeki etkileri diger c¢aligmalarla
kanitlanabilirse klinikte kullamilabilecek bir sonug¢ ortaya ¢ikabilir (Moore 1993).
Omegin cerebellar NOS inhibitériiniin gelistirilmesi sadece afn kesici etkisi igin
degil, NO’in fazla iiretiminin yol ag¢tifina inamlan santral sinir sistemi
bozukluklarinin  tedavisinde de terapdtik bir kullammi  olabilecegini
dusiindiirmektedir.

Sunulan bu ¢aligmada; 40, 60 mg/kg dozlarda verilen 7-NI farenin kivranma
sayisini azaltmig ve farenin 6n veya arka ayaklarim yalama siiresini uzatmgtir. Ték
bagina 100 mg/kg L-Arginin ve D-Argininin analjezi {izerine bir etkisi olmadi
gorilmils fakat 7-NI ile yapilan kombinasyonda L-Arginin’in 7-NI’iin analjezik
etkisini geri déndiirdiigii saptanmugtir. Bu bulgu, deneysel olarak 7-NI’iin analjezik
etki profili gosterdigi anlamina gelmektedir. Bu etkinin NO aracihifiyla olup
olmadifini anlamak igin L-Arginin ve D-Arginin ile yapilan kombinasyonlarda L-
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Arginin verilmesi ile 7-NI’in etkileri ortadan kalkarken, D-Arginin ile 7-NI’iin
etkilerinde geriye doniis olmamugtir. Bu bulgulara dayamlarak 7-NI ile gézienen
etkilere NO inhibisyonunun aracilik ettigi diigiiniilebilir.

Agn duyumsamasinin olugsmasinda NO, SSS’de ve medulla spinaliste gérev
almaktadir (Babbedge et al. 1993-b; Moore et al. 1993-b). Lumbal arka kokteki
NMDA reseptorlerinin uyarilmast ile termal hiperaljezi ve agn olustugu bildirilmistir
(Meller et al. 1992). Nitrik oksitin olugumunun engellenmesi veya ¢oziiniir guanilat
siklazin inaktivasyonun analjezik etki sagladifi one siiriilmigtir (Babbedge et al.
1993-b;Moore et al.1993-b).

Yine bir NOS inhibitorii olarak bilinen Agmatinin NO tzerindeki etkisi,
muhtemelen kan damarlaninin duvar hiicrelerini direkt etkileyerek, vazodilatasyon
sonucu olusturur. Agmatin endotelial nitrik oksit salimmmm artirdifi  halde
inditklenen veya néronal NO salintmina etkisi olmadifi, hatta bunlarnn salinimini

inhibe ettii belirlenmistir (Galae et all 1996; Gilad et all 1996). Uygulanan bu doz
arahfinda Agmatinin herhangi bir analjezik etkisi bulunamamgtir.

L-NAME de oldugu gibi 7-NI farede analjezik etkiye neden olmasi, NO’in
agn olusumunda o6nemli bir rol oynadifi hipotezimize giicli bir destek
saglamaktadir.

Yeni NOS inhibit6rlerinin  analjezide  kullamlmalan  acisindan
degerlendirilmeleri ve nitrik oksit’in agndaki roliiniin daha ileri c¢aligmalar ile
aydinhifa kavusturulmasiyla analjezide yeni ufuklar agabilecegi diigiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Son zamanlarin onemli aragtirma alanlarindan birini olusturan NO immun
sistem, NANK ileti, kardiyovaskiiler sistem, gibi c¢esitli sistemlerde varlif:
kanitlanmis olup, bir ¢ok fizyolojik ve patolojik olaylarda rol aldig: saptanmigtir.

NOS enziminin damar endotelinde bulunan konstitiif izoformundan bagka,
endotoksinler ve sitokinler tarafindan sentezi aktive edilen indiiklenebilir NOS
izoformunun varli§i makrofajlar gibi iltihap hiicreleri iginde gosterilmigtir.
Indiiklenebilir NOS tarafindan sentez edilen NO’in afn mediatérii olarak potansiyel
6nemi vardir. Ayrica NO, siklooksijenazi direkt olarak stimiile ederek proinflamatuar
prostaglandinlerin sentezini artirir. Yapilan bir ¢ok aragtirmada, NOS inhibit6rlerinin
analjezik etki gosterdigi bildirilmigtir. NMDA reseptor antagonistleri analjezik etki
gosterdigine gore, NMDA uyariimas: ile salinan NO’in inhibisyonu da analjezik etki
olusturabilir, diigincesiyle basladifimiz caliymamizda, elde ettifimiz sonuglar
oldukg¢a yeterlidir. Ancak halen kullamlan analjezik-antiinflamatuar ilaglarin
etkisinde NOS veya NO ile etkilesmesinin rol oynadigina dair bir kanit yoktur.

7-NI 20-60 mg/kg doz aralifinda analjezik etki gosterdigi halde Agmatinin
analjezik etkisi saptanmamistir. Yaptiimiz aragtirmalar ve literatiir bilgisi 1515inda,
yeni NOS inhibitorlerinin analjezideki roliiniin, daha ileri ¢aligmalar ile aydinliga
kavusturuimastyla,  farmakolojik  tedavide yeni ufuklar  agilabilecegi
disiiniilmektedir.
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