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. GIRIS VE AMAG:

Gaz halinde kiicik reaktif bir molekdl olan NO, organizmada hicrelerin
cesitli fonksiyonlarina igtirak etmektedir. Nitrik oksit'in (NO) santral ve periferik
sinir sistemindeki sinaptik iletimde rol oynadigina dair yeterince kanit

bulunmaktadir.

Kan damarlarnin gerimini mediye edigi, trombosit agregasyonunda
inhibisyon yapmasi, makrofajlarda timorisidal ajan olarak etki etmesi, hem
santral hem de periferik n6rotransmitter_ etkinlije sahip olmasi ve glutamat
toksisitesini modille etmesi gibi etkilerinin yanisira prekirsér, donor veya
antagonistlerinin deney hayvanlarindaki nosiseptit proseslerde olugturdukiari
degigikliklerin  belilenmesiyle  periferik  ve santral kaynakll agri

mekanizmalarindaki rolieri aragtirmacilarin dikkatini gekmigtir.

Piridoksin, Bg vitamini olup, bilinen etkilerinin yanisira deneysel olarak

analjezik etkileri gésterilmis ve Klinik olarak da kullanimi olan bir maddedir.

Bu calismanin amaci, farelerde p-BK ile olugturulan kivranma aljezi
modelinde Piridoksin’in olusturdugu antinosisepsiyona L-afjinin: NO-sGMP

yolaginin katkisini incelemekiir.
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I.GENEL BiLGILER

1. AGRI
i.1.1. Girig

Etimolojik olarak adn sbzclglu ‘ceza, ceza vermek’ anlamina gelen
‘poine, poene’ kelimelerinden tﬂretitmigtirm. Nedeni de, adrinin eski ¢adlarda
kizdinlmig tannlar tarafindan verilmis bir ceza olarak yorumtanmasidir. Bugln
‘Uluslararast Agn GCalismalari Demeginin ilgili komitesince yapilan agrl
tanimlamasi genel kabul gérmektedir51. Buna gére agdr, insanlarda gergek veya'

olas| bir doku zedelenmesi egliginde hoga gitmeyen duyumsal veya duygusal bir

olgu olarak tanimlanmaktadr.

Agn doku zedelenmesine yanit olarak beliren, uyanikhiga ve stimulustan
kagmaya ybnelten, hog olmayan bir duygudur. Agrihr uyaranlarla ilgili bilgiyi

periferden beyne ileten yolak 20. ylzyildan itbaren anlasiimaya baglanmlgttrm.

Agri basit bir fiziksel duyumsama dedildir. Adn hissine, hastalarin
uyanmiara kargi duyusal reaksiyonlar ve ruhsal durumlar esglik etmektedir.
Adniyi tiplendirme ve siniflandirma galigmalan gesitli sonuglar vermigtir. Agri
subjektif bir duyu olarak en az bes kategoride sinflandiritabilir. Buna gore agrilar
niteliklerine, kaynaklarina, stirelerine, giddetlerine ve nedenierine gore
sintflandiriabilir. Niteliklerine gére agrilar, batici (miyelinli deita A tipi sinir lifleri
aracihgiyla), yanici ve sancili (miyelinsiz C tipi sinir lifleri araciligiyla) olmak
{izere lge ayrlifar. Kaynakiarina gbre agnlar somatik, viseral, yansiyan ve

psikojenik - fonksiyonel olarak sinflandiriliiar. Gerek kaynaklarina, gerekse



kaynaktaki nedenlerine bagli olarak ortaya gikan agn tipler, tedavi agisindan
farkli klinik yaklagimlara geteksinim gosterirler. Agnlann diger simflama
ydntemleri arasinda yaygin olarak bagvurulan kriterler, onlarin sire ve giddetine
gére yapilmakiadir. Silrelerine gére agrilar, akut ve kronik olarak giddetletine

gore ise kolik, kiint ve kemirici tiplemeleriyle degerlendirilirler.

Akut agrinin genellikle nedenleri agiklanabilir ve bir koruma fonksiyonu
olarak ekstérnal uyarilara karsl veya internal malfonksiyonun habercisi ofarak
ortaya giktikiarl klinik olarak bilinmektedir. Akut agrida, semptomlarin gesitliligine
baglt olarak otonom sinir sistemi hiperaktivitesi bulunur ve hastalar tarafindan da
yorumlanabilecek iyi bir baglangig zamani vardir. Kronik agn ise, dayanikli ve
alti aydan daha uzun streli bir agri kalibi olarak algilanmaktadir. Otonom sinir-
sisteminin agri kalibtyla uyum saglamasi agnya iligkin objektif fiziksel sinyallerin
ortadan kalkmasina neden olabilir. Kronik agrisi olan hastalar, bu kogullarda
hastalikiarnni  yorumlayamayabililer. Ancak sonugta hastalarda efektif ve
davranigsal degigikliklerle beraber geligen bir depresyon durumu ortaya ¢ikabilir.
Organizmanin hasari bildirme yolu olan agrn duygusu, irritasyon bélgesinde érltce
periferik olarak baglayan ve takiben santral ¢dz0mlemeyle sonuglanan bir dizi
zincirieme fizyolojik ve psikolojik reaksiyonu igerir. Bu bakimdan agrinin periferik

ve santral komponentierini bilmek gerekmektedir.
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I1.1.2.AGRININ PERIFERIK VE SANTRAL MEKANIZMALARI

i.1.2.1. Periferik Agn

Nosisepsiyonun petiferik néronal mekanizmalarinda rol oynayan baglica

komponentler agrt reseptorleri ve agn sinir lifleridir.
I.1.2.1.1. Agri reseptorleri

Adrl - reseptéfleri nosiseptif somatik duyularin iletimesi sonucunda

uyarani algilayan ve agn sinir liflerinin serbest uglarinda bulunan yapilardr.

Deri ve diger dokulardaki adri reseptdrleri ¢iplak sinir uglarnin
olusturdugu nosiseptérierdir. Bu reseptorler derinin ylizeyel tabakalarinda ve
periost, arter duvar, falks ve tentoryum gibi dokularda yaygin -olarak

bulunmaktadir. Derin dokularda ise agri reseptorlerinin sayisi daha azdir®™,

Nosiseptorler zarar ya da yararll olabilecek mekanik, kimyasal ve termik
uyarilara cevap veren, agrit uyaranlar igin Ozellesmis reseptérlerdir. Bu
uyaraniarin agrisiz dizeydekilere cevap veren deri reseptétleri, uyaran ne kadar

siddetli olursa olsun agn duyumu olugturmaz.

Nosiseptdrter igin yeterli uyarinin egik diizeyi bilinmemesine kargin agrili
uyaran ile travmatize edilen hicrelerden agr mediyatdérl olarak adlandirilan
histamin, serotonin, kinin peptidler, prostaglandinler gibi endojen humoral

maddelerin saliverildigi ve béylece nosiseptdr aktivasyonu oldugu gésterilmigtir.



1.1.2.1.2. Agn sinir lifleri

Dig uyaran, reseptor membraninda depolarizasyona yol agar ve bu sinir
impulsuna dénlsglr. Bu slireg, transdilksiyon olarak adlandirilir. Sinir impuisu
petiferik sinir aksonlar ile iletilir. Periferik sinir aksonlari, cevaplarina, miyelin

kapsamlarina ve lletim hizlarina gore 3 sinifa ayrhir.

1. A-B lifleri: 6-22 p caph kalin miyelinlerdir ve hizla iletilirler (33-75
m/saniye). Dislk siddetli. mekanik stimulus ile uyarihfar. Uyaran giddeti
arttiinda desarj frekanslar artmaz. Bilinci agik bireylerde A-p afferentlerinin

elektrikle uyarimi agriya yol agmaz.

2. A-deita liflerl: 2-5 pum caplh ve ince miyelinlidirler. lletim hizlar yavagtir

ve 5-30 m/saniyedir.

3. C lifleri: Caplar 0.3-3 pm dir ve ince miyelinlidirler. iletim hizlar ise 5-

30 m/saniyedir.

Agniyi lleten aksonlarin gogu miyelinsiz C lifieri ile A-delta lifletinden

olusur. A-beta liflerinin orani daha dt]gﬁktt‘.‘:r“'aﬂ.

Somatik duyular 6zel duyulardan farkh olarak, vicuttan duyusal
enformasyonu toplayan sinirsel mekanizmalardir. Mekanoreseptif, termoreseptif
.ve nosiseptif olmak tzere baglica ¢ somatik duyu tipi bulunmaktadir. Det,
subkitan doku ve fasiyadaki nosiseptérler yogun mekanik uyarana yanit veren

mekanoreseptorler, siddetli st ve mekanik uyariya yanit veren mekanotermal
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nosiseptérler ise mekanik, termal ve kimyasal uyariya yanit veren polimodal

. « , 64,8,1
nosiseptdrlerdir .

Mekanik nosiseptorler, A-delta yiiksek esikll mekanoreseptorlerdir.
Siddetli mekanik stimulus ile uyarilirlar. Ancak 1si veya agrl olusturan kimyasal

uyaranlara yanit vermezler. Yiksek egikli mekanoreseptétierin alici alanlart 1
mrivden kiigtik 3-20 noktadan olugur. Bu reseptif alanlar gdvdede 1-80m2, ylzde
12 mm? ylizeylere dagiimiglardir. Normal 1si ile uyarimamalarina karsin

yineleyen siddetli 1sI uyarimiyla sensitize oluriar.

Polimodal nosiseptif afferentler, 1 g'dan fazla basing, 45-53°C 1s1 ve
kimyasal maddelerle uyartabilmektedir. 1-17 mmZlik 1-2 noktadan olusan

reseptif alanlar vardir. Isi ve kimyasal uyarimin siddeti arthikea bogalim

frekanslar artar.

Miyelinli mekanotermal nosiseptérler A-delta liflerinin ¢iplak uglaridir.

Reseptif alanlari 5 mmzaen kiigliktlr. Bazilan soguk ile uyarlIabilmektedir64'3'1'.

*Arka Boynuz

Primer afferent nosiseptorler omurilije arka kok ile girerler. Lissauer

traktusunda yol alirlar ve birkag spinal segmentte omurilik gri maddesine girerler.

Omurilk gri maddesi sitolojik olarak bir ser laminaya ayriir.
Nosisepsiyonda lamina |, il ve V 6nemlidir. Lamina | A-delta primer afferent
nosiseptérierin sonlandigi bélgedir. Bu laminadaki hlcrelerin codu nosiseptif

spesifiktir ve noxious rangedeki uyarilara yanit vetirler. Lamina I’e nonnosiseptif



primer afferentierden de input gelir. Nosiseptif spesifik ve wide dynamic range

hiicrelerinin blyik bir kismi kontrlateral orta beyin ve talamusa projekte olurlar.

Lamina li, (Substansiya gelatinosa) primer afferent nosiseptdrlerin
miyelinsiz C liflerinin sonlandigi bélgedir. Az sayida A-delta lifi de aimaktadr.

Lamina Il ndronlarinin bir kismi supraspinal bélgelere projekte olurlar.

Lamina V bazi A-delta liflerinden direkt input alir. Burada wide dynamic
range (WDR) néroniar hakimdir. Lamina | ve II've uzanan dendritleri vardir. Cve
A-delta primer afferent nosiseptérierden direkt famina | ve Il'den ise indirekt girdi

aI|r1’46.

Viicudun somatik segmentlerinden gelen duyusal enformasyon, omurilik-
arka kéklerinden girer, arka kordon sistemi ve spinotalamik sistem halinde ve bﬁ ‘
sistemler igindeki (¢ ayri demet halinde kortekse dogru uzanir. Arka kordon
sisteminde somatik iletiyi, ventral spinotalamik demetler yapar. Bunlar kalin
duyusal beta A tipi téller olup omurilik arka kékiinden girerler. Arka kordona
gegerek omurilik boyunca talamusa kadar uzanirlar ve mekanoreseptif somatik
duyulardan olan dokunma, basing, vibrasyon gibi taktil duyularin taginmasina

aracilik ederler,

Spinotalamik sistem, somatik duyu iletimiyle ilgili difer sistemdir. C tipi
miyelinsiz ve delta A tipi miyelinli ince duyu telleri ve kolateralleri bu sistemin her
iki demetini olusturmaktadir. Bu sinir telleri, omurilik arka boynuzundan gegerier.
Kolateral tarafa c¢aprazlanarak én ve vyan kordon olarak, omurilik

boyunca talamus ve koriekse ulagirlar. Sistem igerisinde bulunan birinci



demete neospinotalamik yolak (lateral) denir.  Nosisepsiyonun  direkt

yoludur.

Spinoretikilodiensefalik polisinaptik yolak sistemin indirekt nosisepsiyon
yoludur. Agnli uyanm C telleri araciligiyla iletilir. Bu yolak bulbus ve
mezensefalonun retikiiler formasyonunda sonlanir. Spinotalamik sistem agrinin
yanisira gidiklanma ve kaginma gibi agn tlrevi duyular ile sicak ve soguk Is
duyular, viicut yuzeyinde gok az lokalize edilen ve siddet farklarini gok az
ayirabilen kaba dokunma basing duyular ve cinsel duyularin taginmasini saglar.
Yukarda da belirtildigi Gzere viicut ylizeyine kuvvetli agrili uyaran uygulandigi
zaman baglica iki tip agn duyumu olugur. Bunlar delta A tipi liflerdeki
nosiseptérierin aktivasyonu sonucu olugan hizl, iyi lokalize edilen batic1 agn (Tip
1) duyumu ve C liflerindeki nosiseptérierin aktivasyonu sonucu olusan Yyeri
belirsiz, kint, yant;raa'duyumuyla beraber giden yavas, gecikmis agn (Tip 2)
duyumudur. Hizli batici agn ile (Tip 1) yavas gecikmig adn (Tip 2) duyumlari
beyindeki biling merkezlerine farkli yollarla ulagir ve ayrigimlari da buna gore
s6zkonusu olur. Yukardaki bélimde anlatilan 'neospinotallamik yol hizli agn
lifletiyle taginan aksiyon potansiyelleri beyine iletmektedir. Bu sinir lifierinin kliglik
reseptif alanlan bulunur ve liflerin fonksiyonu da hizh adn olusturan yerin
kodlanmasi olarak &zetienebilir. Yavag agn lifleriyse spinoretikiilodiensefalik
polisinaptik yolla taginmaktadir. Bu sistemin kolateralieri agri duyumuna eslik
eden emosyonel algilar olugturmak lzere retikiler formasyondan geger ve bu

yol yavag agriyla beraber giden giddetli hoghutsuziuktan sorumiudur.



Il.1.2.2. Santral agr

Adr duyumsamasindaki santral mekanizmalar periferk agr kadar iyi
_béliminde santral sinir_sistemine_tagindigi diigliniimekle beraber bu bdlimdn
~denerve edilmesi. kronik. .agry. kaldirmada pek bagaril oIﬁmamaktadw. Bu
girigimle agrinin kaldinlamamas! anterolateral traktuslar diginda paralel agr
yollar varligina bagi gibi gériinmektedir. Diger bir olasilik olarak da, kronik agr,
santral  sinir sistemihqleki adrt merkezlerinin  spontan  aktivitesinden
kaynaklanabilir. Bu spontan aktivite, stirekli agr girigi. ylizlinden olugan yansiyan
devreleri ve agn gitisi dursa da degarjin durdurulamadi§ini distindGrmektedir.
Diger yandan spontan aktivite denervasyon, agin duyariigin sonucunda da
olusabilmektedir. Bu durum bir néronun normal siﬁaptik girisi kaldinididinda
dolagimdaki  nérotransmitterlere  kargt  duyariginin-  artmasi  olarak
tanimlanmaktadir. Kronik agr tedavisi beyindeki adr bélgesinin cerrahi olarak
kaldjrllmaSI ya da agn yollannin aktivitesini agn‘ boélgelerine projekte eden
inhibitér yollarin aktive edilmesiyle azaltma esasina dayanir. Periferik olarak
ortaya c¢lkan ve algilanan aﬁnnm omurilik anterolateral bolimi igerisinde
santrala taginmasi ve diskriminasyonu agri iletiminde esas olan baglica ki yol
aracilifiyla gergeklestirilir. Bunlar asendan (gikan) ve desandan (inen) agn

yollaridir. Sekil 1 ve 2 bu yollar tanimiamaktadir.
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Maculs cbicngals -
{rosirad huam)

Medula obicngats
(haical Dowm)

Spenal Word-sacvial

- ~~Sekil 1.Lateral spinotalamik traktus.Agrinin ¢ikan yollan



Sekil 2. Agrinin inen yolu: Frontal korteks ve hipotalamustan orta
beyinde perakvaduktal gri maddeye (PAG), PAG'dan rostral
ventral medullaya (RVM) ve RVM’'den dorsalateral pontin
tegmentuma (DLT) ve dorsalateral funikulus (DLF) yoluyla

omurilik arka boynuzuna ulasgir.
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* Citkan Agn Yollar

Nosiseptif bilgiyli beyin sapi ve talamusa aktaran arka boynuz
néronlarmin aksonlari spinal gri maddede orta hatta g¢apraziagirlar ve
anterolateral ak maddede yukari dogru yol alan spinotalamik trktusa katilarak

agsagdidan gelen lifleri lateralle iterler.

Lamina | hllcrelerinden ylikselen aksonlarn %80i spinotalamik traktusa
katiimadan spinal kordun dorsolateral bollimlnde yer alir. Bu aksontarin ¢ogu
beyin sap! dizeyinde sonlanirlar ve bilingli agri algilamasinda gérevii degildirler.
Adny azaitmak i¢in yapilan geleneksel kordotomide bu aksonlar korunur. 6-18

ay agrinin geri dontisl dorsolateral yolun iglevi olabilir.

Anterolateral hosiseptif yol ki sisteme ayriabilir. Direkt spinotalamik
sistem agrlylé ilgili ayirdedici duyuyu talamik diizeye iletir. Spinoretikl‘.'llotalami_k
sistem ise beyin sapinda sonlanir. Medullanin retik(ler formasyonunda nuklieus
gigantosellllarise ulagirlar. Dorsolateral arta beyinde pe-r.'fakvaduktal gri madde

nitkleus kineiformis ve parabrakiyal bélgede sonlanitar.

Retikiiler formasyondaki somatosensoriyal sonlanmalar topografiik
dagihm gostermezler ve duyu ayinmini ve lokalizasyonunu saglamazlar.

Uyanikhidin strdlrdlmesindde veya otonomik yanitlarin yénlendiriimesinde rol

oynadiklari dﬁgﬁnﬁlmektedir1’46.
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* Talamik Cekirdekler

Spinotalémik traktus talamusun kaudal ucunda medial ve lateral
demetlere ayrilir. Topografik olarak lateral demet posterior grupta
ventroposterolateral (VPL) gekirdekte sonlamir. VPL gekirdedin lezyonlarinda
analjezzi elektrikle uyariminda ise agri ortaya gikar. VPL niklleus arka boynuzun
I ve Vinci laminalarindan input aimakta ve nosiseptif spesifik ve WDR néronlari

icermektedir. Bu ndronlarin aksonlari somatosensoriyel kortekse projekte olurlar.

Spinotalamik  traklusun medial demeti talamusun intralaminar
gekirdeklerinden santral Iatefél ve busmedius nlkleuslarina brojekte olurlar.
Submedius spinal kordun lamina ] nosiseptif ndronlarindan - girdi alir
ve orbitofrontal kortekse projekte olur, Santral lateral ¢ekirdege inputlar spinal
derin laminalardan gelir. Bu n6ronlarin genis karmasik reseptif alanlari vardir ve
vicudun iki tarafindan gelen uyarilarla eksite olurar. Santral lateral nikleus
ayrica medilier retikiler formasyondan.da afferentler alir. Santral lateral nikleus

korteksin gesitli bdlgelerine lifler yollar.
* Agnmn inen Yollari

Arka boynuzdaki hilcreler beyinden gelen inhibitdr etki altindadir. Orta
beyinde periakvaduktal gri maddenin uyarimi analjeziye yol agmaktadir. Bu
analjezi serotonin ve dopamin konsantrasyonuna baghdir ve monoaminlerin
azalmasiyla analjezi ortadan kalkmaktadir. Noradrenalin artigi ise analjezik etidyi
éniemektedir. Periakvaduktal gri madde hlcreleri rostral ventral medulianin
gcekirdeklerinde ilk sinapslarini yapariar. Daha sonra omuriligin dorsal boynuzuna

ézellikle de V'ingi laminaya ulagirlar. Bu bélgelerin Ggiinde de ylksek yogunlukta
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endojen opiyat peptidler ve opiyat reseptorleri bulunmakiadir. inen rafe spinal
ndronlarin godu serotonin igerir. Siganlarda rafe magnus noronlarinin servikal
ornurilikde sonlanan balimiintin %80-90in1 lumbosakral korda projekte olanlarin
ise %50-80ini serotonin igermektedir. Bu hiicreloerin aksonlari dorsolateral
fasikiils ile asafi ineder ve arka boynuzun | il ve Vinci faminalarinda

sonlaniriar. Rafe spinal yol serotoninetjik etkiyle adriy1 inhibe etmektedir.

Agn modiilasyonunda rol oynayan bir diger desandan yol ponsta lokus
seruleustan baglayan ve arka boynuzda noradrenerjik innervasyonla analjezi

o . . 46,29
saglayan sistemdir 2%,

Endojen agrnnin gerek iletim gerek diskriminasyon ve gerekse
kontrollinUn sadlancigl - | B - . - yol agnda kapi

kontrol teorisi olarak da aniimaktadir.
I.1.3. Agn mediyatérierl

Agn mediyatdrleri endojen nosiseptif ve inflamatuvar cevabin ndronal
iletiimesinde etkin olan humoral maddelerdir. Aljezik mediyatérler ve hiperaljezik
agr mediyatérieri oimak Uizere baglica iki kategoride siniflanmaktadir. Aljezik
mediyatdrier duyusal sinir uglarindaki nosiseptorleri stimile ederler. Bu grup
endojen maddeler otakc;id, amin ve peptidlerden olugutar. Higeraljezik agr
mediyatdrieri ise nosiseptbrierin duyarlilagmasina (fonksiyonel up regiilasyon)

neden olup agn yapici etkiyi giglendirir. Prostasiklin, prostaglandin Ep gibi

eikazonoidler bu tipte olan agn mediyatdrlerindendir.
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Doku zedelenmesi ve inflamasyonu izleyen hiperaljezi, kismen
nosiseptorlerin duyarlilagmasina dayanir. Dokunun zedelenmesi, inflamasyona
araciik eden veya hizlandiran bazi kimyasal maddelerin lokal olarak
saliveriimesine sebep olur. Bu kimyasa! maddeler prostaglandinier, Idkotrienler,
histamin, bradikinin, serotonin, tromboksan, PAF (trombosit aktive edici faﬁér)
ve setbest radikallerdir. Bu maddelerin saliverildidi yerler, mast hicreleri, damar
yataklar ve diger hiicrelerdir. Sirasiyla dnce histamin, kisa slre sonra bradikinin
ve daha sonra da prostagiandinter ve diger eikazonoidler salinir. Bu endojen
aljezik maddeler travma, inflamasyon, artrit, eklem tlimorieri ve kronik iskemi
nedeniyle olugan hiperaljezi ve 'agrlda rot .oynaﬂar._ Erj_dojen maddelerin
olusturdugu uyarici etki, kismen noéiseptif sinir membrani (zerindeki
' direkt etkilerine, kismen de vazodilatasyon veya vazokonstriksiyon..seklindeki
vaskler etkileti nedeniyle lokal képitler dolagimi ve permeabiliteyi arttirmalarina

baghdir™®,

Néron digt dokulardan saliverilen aljezk maddelerin yanisira bazi
ﬁosiseptif sinir uglarinin P maddesi denilen bir polipeptid icerdigi ve bu
maddenin de inflamasyon ve agrda rol oynadig: gdsterilmistir. Sinir liflerinin
uyarimasi, periferik sinir uglarndan P maddesi salimmi sonucu kapiller
“permeabilite artig1, lokal 6dém ve vazodilatasyona sebep olur. Aksan refleksi ve
sempatik reflekslere bagli olmayan zararl bir uyarya bagh lokal reaksiyonilar,
petiferik sinir uglarindan P maddesi saliveriimesiyle agiklanmaktadir. Ayrica
ekiem, komea, dis pulpas! gibi dokularda da gesitli duyariklarda nosiseptorier

meveuttur®4&4°.
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Son yillarda nosiseptdrlere spesifik bir peptid olan CGRP (kalsitonin geni
ile ilgili peptid) ‘nin insanda gugll bir vazodilatasyon olusturdugu one
stirtimistir. CGRP'nin  infeksiyon bélgesinde uzun siireli vazodilatasyon

olugturmasi, norojenik vazodilatasyon mediyatétlerinden biri  olabilecegini

dustndirmektedir. Ancak aljezi potansiyeli bilinmemektedir".

interlokin-8 ve tlimér nekroze edici fakté')r‘ (TNF-o) nosiseptorlerin

duyarllagmasina sebep olan diger endojen mediyatérlerdendirm’”.

Son yillarda nosiseptdrlerin duyaritiiklarinin sikik AMP ve siklik GMP
arasindaki denge tarafindan kontrol edildigi, endotel kokenli gevsetici
faktorlerden (EDRF) birl  olarak tanimlanan  nitrik ‘oksitin  (NO)
stimulasyonuna bagh olarak siklik GMP dizeylerini yikselttidi, bu nedenle de

agn mekanizmalarinda rolil olabilecedi gdsteriimigtir,
II. 1.4. Deney hayvanlarinda agn olugturma metodlan

Bagta agr tammiamasi yapilirken, agrinin potansiyel doku hasariyla
seyreden duyusal ve emosyonel hog olmayan ve yanisira, zararll bir uyaridan
otomatik olarak geri ¢ekilmeyi saglayarak koruyucu bir fonksiyon gosteren
subjektif bir duygu oldugu ifade edilmigti. Bu tanimlama insanlardaki agrinin
anlagilabilmesi agisindan dogru olmakla beraber deney hayvanlar igin
yetersizdir. Hayvanlarda agriyla ilgili sézel tanmtim olamayacagl igin agri
tanimiamasi ancak fizyolojik veya davranigsal dedisikliklerin bir yansimasi olarak

ayirdedilebilmektedir. Deney hayvanlari, ayni veya benzeri agrh uyarilarda,

. . o . A7
insanlarda olugan motor davranig ve fizyolojik cevaplann aynilarini sergiler .



Adri, gerek tanimlamasi ve gerekse dlgliimesi zor olan bir prosestir. Bu
bakimdan, deney hayvanlarinda olugturulan bir agri modeli hayvanin viicudunda
rahatsiz edicl bir uyariya kargi tepki reaksiyonu cinsinden Slgliebiimektedir. Bu
tepki reaksiyonlar otonomik, farmakolojik yanitiar olabildigi gibi davranigsal

degisikliklerin skorlanmasi bigiminde de tamimlanabilmektedir.

Hayvanlarda uygulanan nosiseptif uyarinin tipine gére yéntemler 4

kategoriye ayrilirlar, Bunlar

1. Mekanik uyari testleri

2. Termal uyar testleri

3. Elektriksel uyar testleri

4. Kimyasal uyari testleridir.

Hayvanlarda bir davranig incelenmesi modelinde kullamlacak agri

olugturucu uyarinin segimi son derece -6nemlidir. Bu uyaricinin baglica nitelikleri

soOyle siralanabilir:

1. Uyariciyla dogal, hizli baglayip hizh seyreden ve skorlanabilecek

(sayiiabilecek) bir uyari olugmasi,

2. Uyarinin, primer afferent sinir liflerinin simirh gruplarini eksite etmesi ve
agnli uyarinm bulundugu bélgede segici olarak duyarli olan reseptorieri aktive

etmesi,

3. Acl veren uyarnin, agn duyarhk bolgesinde doku hasarina neden

olmamasi



Tablo 1. mekanik, termal, elektriksel ve kimyasal uyari testleriyle ilgili bilgileri

Tablo 1. Deneysel %mﬁ Modelleri

Kategori Olgiilen Analjezi Tipleri Deney hayvani Uygulama ve Cevap
Modeli sliresi
Mehanih Narkelik Kuyruk silastirma  Fare Kuyruk kikiine Farenin geriye
(Tail clip) arter pensi, 30 dénip pensi
dakika ¢ikarma gabasi
Randall Sellilo Fare, sigan Pencge plantar Hayvanda agnya
: yiizeye veya karg: cirpimma
kuyruk kiikiine veys aiyaklama
basing
- uygulanmast
Termal uyare Narkolik Sicak plak (Ilol Tare, sican Sicak plak tizerine  Ilayvamn
plule) hayvan ziplamas,
pengelerinin pencelerini
temasi, 40-60 sn valamasi
Istya kars: relleks
cekme
a) Radyan (T'ail Sigan, fare, tavsun  Kuyruk veya kulak, Kuyruk veya kulag
Miek) 2-4 sn 151 kaynagimdan
refleks ¢ekme
b) Sreak/ sofuk Si¢an, fare Kuyruk Kuyrugu likil
likit banyo banyodan refleks
cekme
Elekiriksel uyare Narkolik Minimum uysran Fare, sigan, kobay,  Kulak, kornes, Minimum elekirik

vollajina tolerans

maymun, kdpek

gasserian
ganglivon, dig
pulpasy

uyarana karg:
lolerans

Kimyasal uyart

Non-narkolik/
Narkolile

Krvranma- kramp

tesli (Writhing Lest)

Fare, sican

Kimyasal uysamncoyn
lakiben 20 dakika

Nosisepsiyona kargy
tolerans

ozetlemekiedir,
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Il. 2.NOSISEPTIF PROSESLERDE NiTRiK OKSIT’iN ROLU

11.2.1 Nitrik oksit

Damar endotelinden gevsetici bir faktérin salinimi, ilk kez 1980 yilinda
Furchgott ve Zawadzki tarafindan noradrenalin ile kastirilan sigan aorta
halkalarinin asetil kolin ile stimulasyonu sonrasinda gézlenmigtirza. Endotel
tabakasinin mekanik ya da enzimatik olarak uzaklagtinimasindan sonra ortadan
kaikan bu cevaba endotel hiicrelerinden saliverilen humoral bir faktdriin araciiik
ettigi gosterilerek bu madde ‘Endotel Bagimii Gevgetici Faktér-EDRF’ olarak

24
tanimlanrmugtir™.

EDRF yarn 6mri 3-50 sn arasinda degigen oldukea labil bir maddedir®?,

Cesitli tlirlerin izole arter ve ven preparatlar ile mikrodamarlarinda ylritllen
galigmalar asetil kolinin yanisira kalsiyum iyonoforu A23187, adenozin difosfat
(ADP), bradikinin, P maddesi, histamin, trombin, arakidonik asit, serotonin,
ﬁoradrenalin ve |6kotrienier gibi birgok maddenin EDRF araciligi ile gevseme
olugturdugunu géstermi§tir24. Bu gevgemelerin kullanilan agoniste, incelenen
damar yatagina ve prepeparatin izole edildidi tire gére dedigkenlik gosterdigi

bildiriimektedir®2.

ilk kez Furchgott tarafindan damar endotelinden EDRFnin salinimi
‘sandvig biyoeseyi’ metodu ile gbsteriimistir. Bu modelde EDRF'yi tagiyan intakt
endotelli c_lonér aort geridi ile dedekiér roldeki endotelsiz gerit intima tabakalar
ylizylize gelecek gekilde yerlestiriimigtin. EDRFnin salinimi ve yapisinin

aydinlatiimasina ydnelik bir bagka galigma da intakt aort endoteli {zefinden
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gelen peritizyon sivisinin, endoteli gtkarilmig vaskiler halkalarin slperflize
edilmesinde kullaniidigi kaskad biyoesey sistemidir. Bu preparatlarda dondr
aortun asetil kolin ile stimulasyonu sonucu alici dokularda gevgeme meydana

gelmigtir25’67.

Bu tip teknikletin kullaniimasi, EDRF'nin ¢ok kisa &mlrl bir madde
oldugunu ve oksijenlenmig tuz sollisyonunda yari omriindin saniyelerle ifade
edildigini ortaya ¢ikarmigtir. EDRF'nin etkilerinin hemoglobin, metilen mavisi ve
dithiothreitol hidrokinon gibi ajaniata inhibe edildigi vé ayrica bu etkilere guanilat

siklazin stimulasyonunun ve bunun sonucu olarak intraselller s-GMP dizeyinin

ylikseliginin aracilik ettigi bilinmektedir™.

Cesitli teknikler kullanilarak stiperoksit anyonlarinin (Oy) EDRFnin
yikilmasini hiziandirdigi sliperoksit dismutaz enziminin (SOD) ortama ilavesi ile

de yikimin yavagladi§ gé’)sterilmigtirss.

EDRFnin trombosit agregasyonunu da inhibe ettidi, agrege ediimig
trombositierin disagregasyonuna neden olduju ve her iki etkisinde de
prostasiklin ile sinerjik davrandifi gosterilmigtir. Aynca EDRF endotel
tabakasinda ekstraseliler matrikste ve kollajen fibrillerde de trombosit

adezyonunu inhibe eder®®!,

EDRF'nin yapisi {izerinde yapilan aragtirmalar yogunlagtikga gdzlenen

farmakolojik etkilerin godunun nitrik oksit (NO) ile benzer oldugunu ortaya
koymustur. 1987 yilinda ignarro ve arkadaglarl31 EDRFnin NO veya benzeri bir

bilesik olabilecedini 6ne stGrmiglerdir. Kaskad biyocesey sisteminde salinimi
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indiklenen EDRF ile digardan uygulanan NO’nun benzer farmakolojik profil
gbstermeleri benzer yart omir siliresine sahip olmaiar|31, trombosit
agregasyonunu ve adezyonunu inhibe ederek, agrege olan trombositleti
disagrege etmeleri, bu iki maddenin ayni oldugu gériglni ortaya koymugturea.
Palmer ve arkadaglarinin kemiluminesans metodu ile endotel hicre
kaltiiderinden NO salintmi gdstermeleri' ise bu gorigl gijglendirmigtireo. Bu

yontem ile damar endotelinden EDRF’nin etkilerine karsiik gelecek miktarda NO

saliverildigi gosterilmigtir.

Ote yandan bazi kimyasal bulgularda EDRFnin tek bagina NO
olmadidint NO'nun yanisira benzer farmakolojik  Ozelliklere  sahip

nitrozo bilegig“;inin muhtemelen S-nitrozotiollerin de EDRF cevabina aracilik ettigi

bildirilmektedir™z. .
11.2..2 NO Sentezi:

Eski galismalar NOz, NOg ve Hidroksilamin gibi bilegiklerin NO kaynagi
oldugunu éne surliyorlardt. 1988'de bir amino asit olan L-atjinin, NOnun
vaskiler endotel hiicrelerinden sentezinin preklrsorli olarak gosterildi.
Deneyden onceki 24 saat L-atdinin yoklugunda kiitdrli yapilmig endotel
hicreleriyle yapilan galigmatar bu hiicrelerden EDRF saliverilmesinde bradikinin
ve A23187'nin meydana getirdigi bir azalma oldugunu ve bunun L-arjinin ile geri
- déndUrtlebildidini, fakat D-arjininle etkilenmedigini gostermigtir. Buradan da NO

- . . 54
olugsumunun yalnizca serbest L-arjinine bagimli oldugu sonucuna vanimigtir .
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(13N) L-arjinin ile mass spekirofotometresi kullantlarak yapilan

galigmalarda NO'nun L-arjininin terminal guanido nitrojen atomundan olustugu
gosterilmigtir. Bagka caligmacilar da endotel hlcrelerinden L-arjinin tarafindan

NO, olusturuldugunu rapor etmiglerdir.

Endotel homogenatiari NADPH (nikotinamid adenin dintikieotid fosfat)
bagimh ve L-NMMA (NG monometil L-arjinin) ile inhibe edilen bir mekanizma iie
L-arjininden sitrillin olusturmaktadir. { -arjinini anyon degistirici kromatografi ile
thketilmis endotel sitozoliinde L-arjinin bagimh bir siklik GMP artig1 gorlimis ve

bu artigin ayni zamanda konsantrasyon bagimli NADPH gereksinimli olup hem
(SH) sitrdllin E]tjetimi, hem de s-GMP artigi, L-NMMA tarafindan inhibe edilmig, D-
NMMA tarafindan ise edilememigtir. Tim bu bulgular, NO ve sitrlilinin ayn
enzimatik reaksiyonun ortak Urlin(i oldugunu ortaya koymustur. Ek olarak (3H)
sitriillin oiugmasi ve s-GMP artiginin Ca*? selatorieriyle inhibe edilmis olmas,
NO sentaz adi verilen enzimin Ca'? bagiml oldugunu gostermigtir. Ayrica

endotel hilcre sitozoliinde NO sentezinin kalmadulin baglayici peptidler ve
antagonistlerle inhibe edilmig olmasi ve bu etkinin kalmadulin ile geri
déndirilmils olmast endotel hiicrelerde NO sentetazin Ca*? bagimli

stimulasyonuna kalmadulinin aracilik ettigini ortaya koymu5tur54’28'.

1802 ve mass spektrofotometresi kullanilarak yapilmig galigmalarda bu
enzimin hem NO hem de sitriline molekiler oksijen kattiginin gésteriimis

olmasi, bu enzimin bir dioksijenaz oldugunu ortaya glkarm|§t|r41.
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11.2.3 Omurilikte NO ve Nosiseptif Prosesler:

Nitrik oksit'in (NQ) santral ve periferik sinir sistemindeki sinaptik iletimde
rol oynadidina dair yeterince kanit bulunmaktadir. NO'nun §SS8’deki en Gnemli
etkileri sinaptik plastisite ve uzun donem potensiyasyonudur (Long Term

Potetiation-LTP).

Gaz halinde kiiglik reaktif bir molektil olan NO néronal membranlardan
kolaylikla gecer ve yar Omrli milisaniye ile saniye arasinda dedisir. Bu
dzelliklerin  sonucu olarak NO'nun retrograd transmitter olarak etkidigi
digtndlmektedir. Retrograd transmitter konsepti sdyle tanimlanmaktadir:
Reseptdr aktivasyonu post-sinaptik néronda NO yapimi ile sonlanmakta ve bu
hizia presinaptik norona difflize olarak eksitabilite modilasyonu ile sinaptik

baglantilarda artig yapmaktadir.

NO’nun retrograd transmitter olmasi diginda yaptldigi nérona etki etme
olasiidl veya yapidigl hiicreden komsgu bir glia veya diger néronlara difflize
olarak etki etme olasii§t veya enterik sistemde oldugu gibi klasik bir
nérotransmitter olma dzelli§i bulunmaktadir. Halihazirda NO'nun SSS'nin farkli
bélgelerindeki bu mekanizmalarin timi bazilarl veya higbiriyle etki edip etmedigi
kesin degildir>:

NO'yu olugturan enzimin (Nitrik oksit sentaz-NOS) goklu (multiple)
bigimlerinin bulundugu son zamanlarda anlagiimigtir. SSS iginde intraselller

Ca*? ile aktive edilen kalmodulin duyarli bélgeye gereksinim gosteren konstitutif

NOS'un yanisira Ca'®a gereksinim duymayan endotoksin ve sitotoksinlerle
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indlklenebilen NOS'un bulundugu da kanltianm|§t|r38. Olugum farkliliklarina

ragmen her iki NOS da kofaktor olarak NADPH teirahidrobiopterin (TBH4) ve
flavinlere (FAD/FMN) gereksinim gosterirler ve her ikisi de NO ve L-sitriilin

yapiminda substrat olarak L-arjinin ve molekUler oksiien kullaniriar.

NOS'un kofakior olarak NADPH'ya gereksinim gdstermesi nedeniyle
uzun enzim caligmalari sonucunda NADPH-diaforazin bir NOS bigimi olacagina
dair kanitiar bulunmakta olup bu bigimin substrat olarak L-arjinine gereksinimin
bulunmadidl ve Ca+'/kaimodulin bagimli 6Imad|§;| ifade edilmektedir. Bu veriler
NADPH-diaforazin bir NOS bigimi olmakla beraber NO yaplmlndé etkisinin

bulunmadi§i ve NOS gibi ayni sekilde yoénlenme veya dizenlenmesinin

bulunmadigini dijgijndﬂrmektedirsg.

Bazi aragtirmacilar galismalarinda serebellar N-metil D-aspartat (NMDA)
reseptdr alt tiplerinin aktivasyonunda s-GMP'nin labil bir madde olan NO
aracilikli yapiminin arthigini gozlemiglerdir. $0yle ki, NMDA reseptor aktivasyonu
NO yapiminda artigla sonuglanmaktadir. Bu da etki yerinden diffize olarak
solubl guanilat siklazi aktive etmekte ve intraselller s-GMP igeriginin artigina
sebep olmaktadir. Bunu takiben SSS8’nin serebellum ve hipokampus gibi pek gok
bélgesinde.ve gesitli ndronal hiicre dizisinde NMDA aktivasyonunun NO veya
NO igeren ozelliklerinin yapimi aracilig! ile Ca+' bagimh s-GMP artigina sebep
oldugu anlagiimistir, Bununla beraber NMDA reseptér aktivasyonuyla
olugturuian intraselller Ca+' miktarinin ayni néronda sentezienen NO aracilikii

GC-8 (soluble guanilat siklaz) aktivasyonunu onlemeye vyeteri oldugu

38,80

gosteriimiglir™ . Bu halde NO'nun komgu néron veya gliaya (muhtemelen
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retrograd bigimde presinaptik olarak) difflize etmesi gerektidini ve burada GC-
S'nin aktive olmast sonucu intraselller s-GMP artisinin olacagdt hipotezi teklif
edilmigtir. NOS ve s-GMP ko-lokalizasyonunun immunochistokimyasal olarak

80,3,57

gosterilmesindeki eksiklik ve ekstraselller NO'yu baglayan hemoglobinin

LTP’yi énlemesi bu hipotezi desteklemektedir.

NMDA reseptdr aktivasyonuna lligkin pek gok etki nihai olarak NO yapimi
ile mediye edili. NO da omurilikteki hiperaliezide anlamli rol oynamaktadir.
Bununla beraber bugline degin NO'nun orﬁ.‘urilikte, nas!l fonksiyon gosterdigi
veya tam olarak ne rol oynadigina iliskin bu ifadeyi destekleyen az kanit

bulunmaktadir.

Klltiirde dorsal kék gangliyon néronlarinda NO’nun olugabilecegine
iliskin kanit bulundugu varsayllmaktadir. Yanisira NOS ve NADPH diaforazi
isaretlenmis ndronlarin neonatal ve yetigkin arka kék gangliyonlarinda lokalize

2

oldugu in vivo ve invitro olarak gésterilmigtir57 73 Bu veriler 1siginda NO’nun

dorsal kok gangliyoniarinda yapildigi ve sahverildigi, bunun da néronlarin hem
periferik ve hem de santral terminailerinde oldugu varsaylimaktadir. Morris ve
arkadaglari, arka kék gangliyonlarindaki néronlar ile uydu hdcreler (glia)
arasinda bir sinyal sistemi rolli oynadiini varsaymiglardir. Bunula beraber bu
ndéronlarin santral ve periferik terminallerinde de NO’nun potansiyel bir role sahip
olduguna dair kanit bulunmaktadir. Periferde N® nitro L-arjinin metil esteti (L-
NAME) veya N®-monometil L-arjinin (L-NMMA) gibi NOS antagonistierinin

uygulanmasi intraplantar bradikinin, fosfolipaz As veya P maddesi injeksiyonuyla
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30,10,77

olugan d&demi bloke etmekte ve NO vyapiminin aktivasyonunda

N . 16
antinosisepsiyon olugturmaktadir .

NO'nun NMDA reseptdr aktivasyonu ile ilgili pek ¢ok etkiye aracilik sttigi
dilgtnullirse, L-arjinin uygulamasinin endojen NO yapiminda artiga sebep
olacad ve bunun da NMDA'nin olugturduguna benzer zaman aralijt ve
boyutunda tail-flick refleksinde fasilitasyon olugturabilecedi beklenmigtir. Bunu
destekleyen bir ¢aligmadaki bulgularla i.t. L-agininin (D-arjinin degil) NMDA
benzeri izl gegici doz bagimli termal hiperaljezi olugturdugu g&sterilmigtir49. Bu

sonuglar noksiyus isiyla kuyruk geri gekme cevabinin NMDA'ca olugturulan
termal refleks fasilitasyonunda NMDA, NO ve s-GMP'nin aracilik ettigini kuvvetle

gostermistir.

Omurilikte NMDA'ca olugturuian termal hiperaljezi serebellumdaki benzer
bir dizi olaya sebep olmaktadir. NMDA reseptdr aktivasyonu intraseliler ca®t

iceriginde artis yapmakta, bu da NOS'un ka_lmddulin duyarh bélgesini aktive
ederek serbest L-arjininden NO yapimina yol agmaktadir. NO yapildi§i yéreden
presinaptik komsu ndronlar veya gliaya difflze olmakia buralarda GC-8'yi aktive

ederek intraselller s-GMP igeridinde artiga sebep olmaktadir.

Sonug olarak, NO yapimi ve takip eden etkileri ile interfere eden itaglarin
yeni ve vyararh terapdtik analjezikler olarak etki gdsterme olasiiiklan
bulunmakiadir. TUm bu sonuglar, NO'nun sinaptik transmisyon ve &4zellikie
omurilikteki nosiseptif yapilanmalara katki saglayan yeni ve entrikali

norotransmitterlerin  ilki oldugu izlenimini vermekie ve bu sisteme ait
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bilgilerimizdeki artisin 6nlmulzdeki yillarda kronik agrimin  mekanizmasinin

. . . 61,74
anlagiimasina yardimci olacagi hususunu teyid etmektedir " .

I.2.4 inflamatuvar Agrinin Periferik Kontrollinde Nitrik Oksit'*%;

Akut inflamasyon, lokal mikrovaskilatérden sivi ve proteinlerin
ekstravazasyonuyla ve inflamatuvar bolgeye polimorfonlkleer |Gkositlerin
akimiilasyonuyla sonlanan &6dem olugumuna sebep olan kimyasal

mediyatérierin saliveriimesine baglidir.

Dokuda yabanci materyalin varlijinda veya harabiyetinde makrofajlar
alarm hicresi olarak etkinlik gosterir ve sitokinler veya klasik inflamatuvar
mediyatorlerin saliveriimesi araciliiyla yabanci bir maddenin veya zararin

varfigini sinyallerler.

Bltlin inflamatuvar agn tiplerinde agdrn reseptérlerinin duyarlilagmasi

ortak kaynaktir.

Agri reseptorlerinin fonksiyonel up-regiilasyonu kiinik olarak hiperaljezi

diye adlandirilir.

Hiperaljezi lle ilgili molekller olaylar tamamen anlagiimig olmakla beraber
intraseliler s-GMP ve Ca' konsantrasyonlarindaki artisin nosiseptorlerin

fonksiyonel up-regllasyonu ile ilgili olduguna dair kanitlar bulunmaktadir.

Bunun vyanisira duyarlilasmig nosisepidrierde bir down-regilasyon
olusturan sistem de bulunmaktadir. Devam etmekte olan hiperaljezide lokal

olarak dibiitiril s-GMP veya néronal guanilat siklazi stimule eden maddelerin
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(karbakol veya NO jeneratérler) uygulamasl direkt blokaj meydana

getirmektedir.
inflamatuvar agriyr periferik olarak kontrol eden ajaniar g tipe ayrilir:
a) TiP | (Nosiseptdr aktivasyonunun inhibisyonu):

Bunlar agik agriyi, up-reglile nosiseptorierin aktivasyonunu inhibe ederek
énlerler. inhibisyon, reseptér diizeyinde antagonizma veya eksitatdr uyaridan

kaginmayi saglama ile olur. Antihistaminik ve lokal anestezikler tip-1 ajanlardir.
b) TIP Il (Hiperaljezinin énlenmesi):

Hiperaljezi gelisimi, nosiseptor s-AMP/_Ca+2 artig! saglayan inflamatuvar

mediyatérlerin  saliverimesinin  inhibisyonu veya reseptdr dlzeyinde

antagonizma olusturan tip-2 (antaljik) ilaglarla énienebilir. Bunlar arakidonik asit/
siklooksijenaz drlnlert olan PGE; ve PGl, lle sempatomimetik aminlerdir.

Ornegin- nonsteroidal antiinflamatuvar (NSAIi) ilaglarin analjezik etkileri, lokal
olarak saliverilen prostagiandinlerin sentezini bloke etmeleriyle dolayistyla agri

reseptdrlerinin duyarlilagmasint engellemeleriyle agiklanir.
c) TiP lii{Hiperaliezinin direkt blokat):
i. Down regUiatérier (periferik opiyatiar):

Dipiron, diklofenak

Ii. indirekt down reglilatérier (Endojen periferik opiyat salivericiler):

Klonidin
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Bu maddenin analjezik etkilerinin arastirimasinda, opiyat benzeri bir

madde salivermesine bagh bir analiezi indikledigi gdsterilmigtir.

Nosiseptérler upreglile edildiginde (slregiden hiperaljezi) nosiseptor
hiperaljezisini dnleyen ilaglar (antaljikler) analjezi olugturmazlar. Diger bir deyisle

s-AMP/Ca*? akiimilasyonu bir hiperaijezik mediyatér tarafindan tetiklendiginde
ca*? saliveriimesini énleyen veya s-AMP akiivitesini inhibe eden ilaglar analjezik

etki gostermezler.

Nosiseptérlerde direkt down-regllasyon oluéturan analjeziklerin, bunu L-
arjinin: NO/ s-GMP yolagi aractidiyla otugiurduﬁuna dair artan kanitlar elde
bulunmaktadir . Bu da nitrik oksit sentaz (NOS) antagonistleri ile periferik

analjezik etkinin dislriilmesi ve guanilat siklaz aktivasyonunun inhibitdrlerince
de ortadan kaldirtimasi ile demostre edilmektedir. Yine bu maddelerin analjezik
etkileri s-GMPyi inaktive eden fosfodiesterazin spesifik inhibitdrleri lle potansiye
edilmektedir. Opiyatlar parsiyel opiyat agonistleri ve opiyat agonistleri
inflamatuvar hiperaljeziyi bloke etmektedir ve opiyatlarin etkileri, 6zgiin reseptor

antagonistieri ile bloke edilmektedir.

Ferreira grubu tarafindan yenilerde nosiseptérlerde down-regtlasyon
olusturan ilaglarin (periferik etkili opiyatlar ve dipiron) agr duyusal néronlarinda
L-arjinin: NO/ s-GMP yolagin! stimille ettigi gésterilmigtir'>'®. Analjezik olarak bu
maddelerin saf siklooksijenaz inhibitdrlerine gdre daha hizl etki baglatmas! ve
sempatomimetik aminler gibi PG digi mediyatdrlerce indiklenen hiperaljezi
durumunda yaratli olma avantajlari bulunmaktadir. $agirtict olan, stregiden

hiperaljezinin dipiron veya morfin tarafindan downreglasyonundan sonra gok
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zayif bir uyan bile 8nceki siddetli hiperaliezik durumu eski haline koymaktadir.
Bu olaya periferik adrinin hafizast (peripheral memory of peripheral pain)

denmektedir.

Opiyatlarin ve asetilkolinin lokal etkilerinin benzerlijine bagh olarak
arastiricllar L-arjinin: NO/ s-GMP yolaginda morfine bagh periferik analjezide
rolil olup olmadigini incelemiglerdir. Bir gahgmadé, Randai-Sellito stgan penge
bastng testinin bir modifikasyonu kullaniimigtir. Bu yontemle morfin analjezisinin
L-NMMA, L-NIO Veya metilen mavisi tarafindan inhibe edildigi, MY5445 ile de

potansiyelize edildigi gézlemlenmigtir.

il. 3. NOSISEPTIF PROSESLERDE ViTAMIN B; GRUBU

Vitamin Bg terimi, klasik olarak piridoksine atfedilen bir isimdir.
Bununla beraber ‘Bg'nin, vitamin By aktivitesi gosteren cesitli kimyasal

bilegikiere ad verilmesi daha dogrudur.

I1.3.1. Kimyast:

Terminolojik olarak, piridoksin tanimlamasi altinda yer alan baglica
Bg grubu vitaminler, bir alkol Grindi olarak piridoksol, aldehit yapida olan

piridoksal ve bir amin yapida olan piridoksamin’dir.
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Bu maddeler, serbest baz veya hidroklor(r tuzlan halinde, suda ve
alkolde ¢6ziinebilen renksiz kristallerdir. Normal sicaklija rezistans
gosteritler. Alkali gbzeltilerde ve ultraviyole 1s1ginda dekompoze olurlar.
Piridoksin hidrokloriir 204-206°C olan ergime noktasinda dekompoze

olma &zelligine sahiptir.
1.3.1.1. Genel izolasyonu:

Vitamin Bg'nin izolasyonu gallgmalérl ve spesifik kimyasal 6zellikleri
ilk kez Birch ve Gyorgy tarafindan gosterilmistir. Bu aragtincilarin orjinal
incelemelerinin yarnisira, izolasyona ait cesitli badimsiz raporlar da

bildirilmigtir.

jzolasyon metodlan, gesitli aragtirmacilar tarafindan, piridoksinin

agadidaki 6zelliklerine bagh olarak gergeklestiriimigtir. Bunlar:

1.Fuller topradi veya kdmrinde absorsiyon
2. Etanol veya asetonda ¢dzinuritk

3. Asit ve alkali hidrolizine stabilite

4, Adir metal tuzlaniyla ¢dkmede sorun

5. Bir asetil tirevi olugumu

8. Fosfotungustik asitle gdkme

Aragtincilar B; kaynagi olarak izolasyonda, piring, kepek ve mayay|

kullanriglardir®,




1.3.1.2. Yapisal Formiiller:

CHaOH CHa0H
HOL_ /2 CHaOH HO~~ X3 CH0P03
| W
Hsc N H:c N
Piridoksin (PN) ~ Piridoksin 5'-fosfat (PNP)
HC=0 - ) HE=0 _
uojl\/-.jcnz OH . uojl\/'\j,cnzopo;
H3C” N7 H3C” NP
Piridoksal (PL) Piridoksal 5-fosfat (PLP)
CHaNH ' CHaNMz  _
nofj,cuzou HO ' "\ -CHp0PO3
|
H3C” N7 H3C” N7 .

Piridoksamin (PM) Piridoksamin 5-fosfat (PMP)

Sekil 3. Vitamin Bg Vitaminerler
11.3.1.3. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri:

* Kimyasal ozellikler:

Piridoksin, stabil, hidroksilli, zayif azot bazi 6zellikleri gdsterir. Birch
ve Gyérgy'nin yaptidi ¢aligmalarda piridoksin, kurgun, civa, giimls veya
platin gibi agir metal tuzlar ve pikrik asit diginda, sadece fosfotungustik

asitle gdkmusgtir. Nitréz asltle inaktive olmamigtir. Mineral asitler veya sulu
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alkaliler, hidrolitik ajanlar, sicak veya soguk vitamine etki etmez. Etil nitrit
ve Fehling ¢dzeltisi gibi ajaniarin etkisine karg! dayaniklidir. Piridoksin
demir Kkloriir ile bir fenolik madde gibi reaksiyona girerek, kirmizimsi
kahverengi renk verir. Alkali g¢ozeltide piridoksin, 2, 6- diklorokinon
kloromidle hemen maviden kirmizimsi kahverengiye dénligen renk verir.

Bu, vitamin igin renk reaksiyonu testinin de esasini olugturur.
* Fiziksel 6zellikler:

Piridoksin hidrokioriir, CgH4NO3.HCI, renksiz kristaller halindedir.
Erime noktasi olan 204-206°C'te dekompoze olur. Serbest baz halindeki
CgH,1NQg, 160°C'te erir. Bilegik optikge aktiftir. Baz ve hidroklordr formlari

dekompoze olmadan hemen sublime oluriar.

Hidroklor(ir gozeltisi suda kolayca géziinlr fakat altkol ve asetonda
az ¢6zlinlr. Baz halde metanolde g¢dzlniir ve metano! gozeltisinde etil

eterle gokmez.

Piridoksin nétr ve alkali g¢ozeltilerde, igikia, hizll  bir bigimde

bozunur . 0.1N HCPde ise gok az bozunur.

Piridoksinin tautomerik ozellikleri, hidrojen iyonu
konsantrasyonunun  degdismesiyle  ultraviyole  absorbsiyonundaki
degisikliklerle gosteriimektedir. Piridoksinin pK (baz) degeri 6.2x107"

olarak butunmusgtur.
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I.3.2 Genel Bilgiler:

Niasin gibi vitamin Bg da bir piridin tGrevidir. Vitaminin alti major
bigimi tanimlanmigtir. Piridoksin (PN) primer alkol yapida, piridoksal {PL)
aldehit ve piridoksamin (PM) aminometil grubu igeren amin yapisinda bir
maddedir. Bu bilesikler piridin gekirdedindeki 4 numarall karbon atomunda
bulunan siibstiitiyenlere bagh olarak birbirlerinden farklilagmaktadirlar.
Piridoksin, tim Bg vitaminerleri igin bir jenerik tanimlayict olarak
kullanilabilmektedir. Major yapilann (piridoksin, piridoksal, piridoksamin)
5'-fosforile tlrevleri sirasiyla, piridoksin- 5'- fosfat (PNP), piridoksal- 5'-
fosfat (PLP) ve piridoksamin- 5'- fosfat (PMP) tir. Bu fosforile tlrevier, Bg
vitaminerlerinin dokularda bulunan gekilierini tanimlar. PLP, primer olarak
karaciferde sentez edilir ve Bg vitaminerlerinin plazmada bulunan
bigimlerinin % 50’'sinden fazlas| PLP bilesidi olarak saptanmaktadir. PLP,

dolagimda albumine bagh olarak bulunur.

Bg, karaciger ve iskelet kaslarinda sinith miktarda depo -edilir.
jskelet kaslarinda bulunan PLP’nin % 80'indan fazlasi, glikojen fosforilaz
enzimiyle birlegmig vaziyettedir. Karacigerde PLP baglayici proteinler de
bulunmaktadir. Bg eksikli§i olan bir diyet uygulanmasi durumunda,
 hastalarda . iig haftadan kisa siire igerisinde vitamin Bs. yetmezligi

olugmaktadir. Vitamin Bg'nin temel atihm Griin(l 4- piridoksik asit (4 PA) tir.
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Butin B vitaminlerinin oldugu gibi Bg vitaminlerinin de kaynagi
karaciger, maya, tahillar, meyva ve bitkilerdir. By igeren besin maddelerine
sicaklik uygulanmasi, Bs diizeylerinde énemli oranda digme meydana
getirir. Yetigkinlerde diyet uygulamasi vitamin Bg yetmezligine benzer
tablolar ortaya gikarabildigi gibi ilagla indiiklenen yetmezliklere de sik
olarak rastlanmaktadir. Alkolikierin % 50’sinden fazlasinda hipovitamingz

goérilebiimektedir.

Estrojen igeren oral kontraseptiflerin kulla‘mmlnda, plazma
piridoksal fosfat diizeylerinde diigme gortilebilmektedir. Bu hipovitaminéz,
oral kontraseptif kullananlarda gorilen mentél depresyon, glukoz
toleransinda yetmezlik ve malaizanin sebebi olarak sayllmaktadir. Vitamin
icin énerilen gnliik miktar, yetiskin erkeklerde 2.2. mg ve kadinlarda ise 2

mg'dir. Gebelik ve laktasyonda giinlik dnerilen doz 2.5 mg'a gikmaktadir.

Gunluk alinim dozu diyetle alinan protein miktarina bagli olarak
degiskenlik gdstermekiedir. By yetmezligi gorillen klinik durumlar arasinda,
egzema, seboreik dermatit, glossit, stomatit ve sinir sistemine iligkin
hiperirritabilite ve hiperakuzi gibi bozukluklar, anormal EKG kaliplar ve
konvliziyonlar mikrositik-hipokromik anemi ve immiinodepresyon &rnek
olarak sayilabilmektedir. Piridoksinin plazma dederleri 3.6-18 ng/mi

arasinda degigebilmektedir.
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Metabolik olarak aktif olan By vitamineri piridoksal fosfattir (PLP).
Bitin Bg bagimli enzimler PLP'yi koenzim olarak kullanirlar. PLP amino
asit metabolizmasina istirak eden 50’den fazla enzimin koenzimi olarak rol
oynar. Piridoksal fosfat donér amino asidin a-amino grubuyla kondanse
olup Schiff's baz! veya aldimin olugsmasina s'ebep olur. Bu dondér amino
asidin dekarboksilasyonunu saglayarak onun amin formuna dénistmine
veya a-ketoasidin o karbonuna amino grdbu transferiyle yeni bir amino

asidin olugumuna olanak verir.

B badimli amino asit dekarboksilazlar arasinda en énemli enzim
histidin dekarboksilazdir. Bu enzim .histidinden histamine donlgimu
katalizler. Yanisira . aromatik amino asit dekarboksilaz, dopadan
(dehidroksi fenilalanin) dopamine ve 5-hidroksitriptofandan serotonine (5
HT) dénigtiml  saglayan dnemli Bg  bagiml amino  asit
dekarboksilazlardandir. Bir diger érnek ise, glutamik asit dekarboksilaz
olup bu Bg bagimii enzim glutamik asidi, nérotransmi-tter §-aminobiitirik

aside (GABA) don(igtirmektedir.

L-dopa, parkinson hastalifinda kullanilan bir ilag olup Bg'nin L-
dopa uygulanan hastalarda olusturdugu antagonist etki, bu ilacin santral
sinir sistemi digindaki yani onun hedef dokusundan digarda B, tarafindan
dekarboksilasyonundaki artiga baglanmaktadir. L-dopa alan parkinsonlu

hastalarin vitamin By mega dozlarindan kaginmasi gerekmekiedir.
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Piridoksal fosfat ayni zamanda aminoasitlerin yan zinciri
modifikasyonunu saglayan enzimlerin katalitik etkileri bakimindan da
gereksinme duyulan bir maddedir. $oyle ki PLP transaminasyon,
deaminasyon, desliifiirasyon, dekarboksilasyon, rasemizasyon, dénliglim
ve aminoasit metabolizmasinda sentez reakslyonlart bakimindan
fonksiyon gésteren bir koenzimdir, Ek olarak Bg'ya, triptofandan
nikotinamide doénigimde, hem ve dider porfirinlerin sentezinde,
glikojenoliz olayinda, sfingolipid sentezinde ve linoleyik asitten
prostaglandinlerin preklirsérii olan arakidonik aside dénigimde de

gereksinme duyulur,

Bs yetmezli§i en gok alkolikler arasinda gdriimektedir. Gunk{
alkoliklerde barsak absorbsiyonunda bozulma oluémaktadlr. Yanisira
gebe kadinlarda yikselen estrojen diizeylerine bagh olarak triptofan
metabolizmasinda bozukluk olugsmaktadir. Bebek mamalariyla beslenen
infantlarda mamalarin yiiksek temperat(irde otoklavianmasina bagli olarak
Bs yetmezligi geligebilmektedir. lzoniazid, hidralazin, penisilamin,
sikloserin, deoksipiridoksin ve L-dopa alan hastalarda da vitamin Bg

yetmeziigi gﬁrﬁlmektedir.

Genetik olarak vitamin badimh bozukluklarda, B; mega vitamin
tedavisi, bagarnli sonuglar olugturmustur. Piridoksin bagimhligi enzim
yetersizli§ine veya PLP igin apoenzim afinitesindeki dilgmeye atfedilen

enzim aktivitesi azaimasinin sonucu olarak degerlendiriimektedir.
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Vitamin Bg'ya cevap veren baslica kiinik bozukluklar arasinda
hemosistiniiri, sistatiyoniiri, ksantUrenik asidUri, hiperoksallri ve infantil
konviilziyonlar bulunmaktadir. Glnlik olarak 1000 mg’lik oral dozlarin
uygulanmasinda herhangi bir advers yan etki bildiriimemigtir. Buna kargiik

2-6 ¢’lik B; mega dozlanyla duyusal néropati geligtigi bildirilmistir.

Vitamini ani olarak kesmenin, yetmezlik semptomlan olusturdugu
da gézlemlenmistir. Vitamin Bg ‘ya iligkin en énemli klinik iaboratuvar tayini
ekzojen PLP varlijinda ve yoklugundan in vitro olarak PLP bagimli
erltrosit transaminaz aktivitesinin élglilmesiyle saglanabilmektedir. PLP'yi
koenzim olarak kullanan aspartat transaminaz (AST) veya alanin
aminotransferazin (ALT) in vivo ansaturasyonunun, PLP eklendikten
sonra hemolizat 6rneklerinde tayini diger bir ydntemi olugturmaktadir. AST
icin 1.5'tan az ve ALT igin 1.25'ten az olan oraniar, enzimin normal
saturasyon dlzeylerini ve bu anlamda da vyeterli Bg diizeylerini
tanimlamaktadir. Vitamin Bg yetmezlii durumlarinda belirtilen enzimler
koenzim tarafindan in vivo olarak satlire edilemedigdinden aktivite oranlar

sirasiyla 1.5 ve 1.25'in (izerine gikmaktadir.

Nutrisyonel By tayinine iligkin daha eski bir yéntem triptofan
ylikleme testidir. 2-5 g'lik triptofan alimindan sonra topianan 24 saatlik
idrarda ksantlrenik asit atlimi dlgliimektedir. Vitamin Bg yetmezliginde
kint‘.‘:reninéz aktivitesi diismekte kinlirenin ve 3- hidroksikinlrenin

akOmulasyonu olugmaktadir.
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Ksantlrenik asit dahil triptofan metabolitlerinin ekskresyonunda bir
arig olugmaktadir. Metiyonin ylkieme testinde de benzer bir protokol
uygulanmakta ve kuflanilan Bg diizeyinin tayin edilebilmesi igin sistatiyonin
atilim miktart hesap edilebilmektedir. Vitamin miktaryla ilgili yaygin
kullanilan diger metodlar arasinda mikrobiyolojik ve florometrik eseyler
bulunmaktadir. Bg dizeylerinin direkt tayiniyle ilgili vitaminetlerin
fotosensitivite gdstermesi sebebiyle zorluklar igermektedir. YBSK'nin rutin
kullanima girmesiyle Bg \}itaminerlerinin idrardaki 4-piridoksik asit dizeyleri
veya vitaminerlerin plazma dizeylerinl izl olarak analiz etmek mimkiin
olmustur. Diger yandan streptococcus faecalis’ten elde edilen PLP bagiml
enzim tirozin dekarboksilazin . radyoenzimatik direkt tayini de PLP

dlizeylerini yansnmaktadlr"s'g.
11.3.3. Biyokimyasat Sistemler ve Flzyolojisi:

Daha onceki caligmalarda protein agirlikli diyetle beslenen
hayvanlarda piridoksine gereksinimin arttidi gdzlenmigtir. Bu piridoksal
fosfatin, transaminaz koenzimi olugunun bir sonucudur. Gunsalus ve
arkadaglan, gesitli aminoasitlerin dekarboksilasyonu igin gerekli olan
koenzimi piridoksal fosfat olarak tanimlamiglardir. Diger yandan, pek ¢ok
enzim sistemlerinin piridoksal fosfata gereksinim duyduklar da rapor

edilmigtir, fakat bazilar tam olarak aydinlatilamamigtir.
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Enzim sistemlerindeki  piridoksal fosfat fonksiyonlarinin
mekanizmas| (zerinde g¢ok sayida calisma yapiimistir.Organizmada
amino asidler, piridoksal (veya PLP) ve uygun bir metal varliginda
piridoksal fosfat bagimii enzimlerle katalizlenen bir dizi reaksiyona maruz

kalirlar.

Nonenzimatik piridoksal fosfat-katalize sistemlerdeki metal iyonuna
gereksinim, enzimatik sistemlerde gérilmemekiedir. Piridoksal fosfat
enzimlerindeki protein (apoenzim), nonenzimatik reaksiyonlarin metal
gereksinimietini yerine getirmektedir. Monoamin oksidaz diginda,
piridoksél fosfat bagimh enzimlerden kristal bigiminde elde edilenler
dzglin, saf etkileri bakimindan metal iyonuna gereksinim duymamaktadir.
Sigir plazmasindan elde edilen monoamin oksidaz ve bezelye fidelerinden
elde edilen saf amin oksidaz, bakir ve piridoksal fosfat igermektedir. Kristal
monoamin oksidaz, enzimatik aktivite icin gerekli olan, Cu™in 4 atomunu
icermektedir. Enzim molekiilinde bakir iyonlarinin piridoksal fosfatla
iligkisi bir selat olugsumudur. Metiyonin ve gesitli aminoasitlerin oksidatif
dekarboksilasyonunda, kristalin peroksidazin, aktivite igin piridoksal fosfat

ve Mn++ye gereksinim duydugu gosterilmistir.
* Transaminazlar:

Transaminazlar, piridoksal fosfat-katalize enzimlerin major bir

grubunu olusturmaktadir. Amino asit transaminasyonlarinin  blyUk
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godunlugu, dogada genig olarak bulunan bu enzimlerle katalizlenir.
Glutamat oksalasetat transaminaz olarak da bilinen aspartat transaminaz,
kalpte en yiiksek konsantrasyona ulagarak memeli dokulardaki

transaminazlar iginde en bol bulunani olarak saptanmigtir.
* Aminoasit Dekarboksilazlar:

Piridoksal fosfat bagimh tanimlanan ilk enzimlerdir. Bu enzimler,
glutamik asit dekarboksilaz, sistein stlfinik asit dekarboksilaz ve aromatik
L-amino asit dekarboksilaz memeli dokularda bilytk &neme sahip ve
mikroorganizmalar arasinda da yaygindir. Udenfriend ve arkadasglarinin
caligmalarr memeli enzimleri olarak tirozin dekarboksilaz, histidin .
dekarboksilaz (fnast hiicresi histidin  dekarboksilaz diginda) 5-
hidroksitriptofan  dekarboksilaz, dopa dekarboksilaz ve triptofan
dekarboksilaz, -tek enzim olarak aromatik L;aminoasit dekarboksilazl
géstermigtir.' Mikroorganizmalariin birgoﬁuﬁda bulunan L-aspartat-4-l
karboksiliyaz Achromobacter sp’den kristalize halde izole edilmigtir ve

piridoksal fosfatin rol( ¢aligiimigtir.

Glutamik asit dekarboksilazla ilgili bilgilerimizin g¢ogu, beyin
metabolizmasindaki galismalarin sonucudur. Petriferik siniflerde ve santral
sinir sisteminde konviilziyonlarin ve morfolojik degisikliklerin olugumu,
hayvanlarda Bg vitamini eksikligi veya antivitamin Bg bilesenlerinin

uygulanmas!, beyin metabolizmasinda yapilan galigmalarin sayisini
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arttirmigtir. Konvilziyon yapicl ajanlarin birgogu, sinir sisteminde bulunan
piridoksal fosfat bagimli enzimlerin katalitk etkisini inhibe ederek etki
gosterir. Sinir sisteminin metabolizmasinda, Bg vitamininin katihimi ile ilgili
calismalar glutamik asit mertabolizmasi, formasyonu, fonksiyonu ve y-
aminoblitirik asit (GABA) Uzerinde odaklanmigtir, y-aminobiitirik asit-o-
ketoglutarat transaminaz ve piridoksal fosfat bagimh enzim,  y-
aminobitirik  asiti, stksinik semialdehide gevirirken glutamik asit
dekarboksilaz, santral 'sinir sisteminde giutamik asitten y-aminobtirik asit
formasyonunu katalize eder. Roberts ve arkadaglarml-n caligmalari,
piridoksin eksikliginde, glutamik asit dekarboksilazin, y-aminobiitirik asit-
a-ketoglutarat transaminazdan daha etkil oldugunu gostermigtir. -
aminobitirik asit uygulanmasi, vitamin By eksikligini  gegici bir sire igin

kontrol edebilmektedir.:

Serotonin, adrenalin ve noradrenalin piridoksal fosfat bagimi
enzimlerce sentezlenen bilegiklerdir. Serotonin, 5-hidroksitriptofandan,
aromatik-L-amino asit dekarboksilazin (5-hidroksitriptofan dekarboksilaz)
etkisiyle sentezlenir; bUtln aminleri oksitleyen monoamin oksidazla da
metabolize edili. Sigir plazmasindan elde edilen pembe kristalize
monoamin oksidaz enzim molliinin (ki mol piridoksal fosfat icerdigi
bulunmustur. Histamin gibi diaminlerin sentezi igin, piridoksal fosfat
bagimli enzimlere gereksinim vardir. Aortik amin oksidazin etkisi igin bakir

ve piridoksal fosfata gereksinim duydugu gosteriimilgtir. Kobay
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plazmasinda, benzilamin oksidazin, piridoksal fosfat igerdigi de rapor

edilmistir.
* Triptofan Metabolizmasi:

Triptofanin, niasin prekiirsérii olmasi ve ksantiirenik asitin
tanimianmasi, bu amino asitin metabolizmasina gdsterilen iigiyi
artirmistir.  Bg  vitaminiyle etkilegmesi gosteriimig olan triptofan
metabolizmasinin, major yolaklari ve ayrntilart Henderson ve
arkadaslari, Gholson ve arkadaglar ve Coursin’in calismalarinda

bildirilmigtir.

Gosterildigi .:i]zere, piridoksal fosfat, kinlrenin transaminaz
kinﬁreninaz, aromatik-L-amino asit dekarboksilaz  (5-OH-triptofan
dekarboksilaz) triptofanaz ve monoamin oksidaz enzimleri i¢in 6énemli bir
koenzimdir. Bunun igin Bg \}itamini eksikligi olugtugunda ftriptofan
metabolizmasinda niasin metabolitleri ve miktatlan idrarda azalabilirken,
triptofan, &zellikle ksantiirenik asit, kinlirenin ve 3-hidroksikiniirenin
anormal metabolitlerinin idrardaki atihminda artig olugturur. Bg vitamin
eksikligi olan hayvan ve insanlara DL- veya L-triptofan uyguianmasi
ksanttrenik asit attmint arttinr. Kinlirenin transaminasyonu olusturan
enzim piridoksal fosfat bagimlidir. Piridoksin eksikligi olan siganlarda
idrarda  6-hidroksikintrenik asit atlimi rapor edilmigtir. Triptofan

metabolizmasinin, estrojen alaniarda ve ovulasyon kontrolil igin steroid



hormon kullanan kadinlarda degistigi godzlenmigtir. Oral piridoksin
uygulanmasi, oral steroid kullanan kadinlarin idrarinda, ftriptofan

metabolitlerinin anormal atilimini diizeltmektedir.
* Tirozin ve Fenilalanin Metabolizmasi:

Tirozin ve fenilalanin noradrenalinve adrenalin gibi 6nemili fizyolojik
bilesiklerin artmasini saglayan piridoksal fosfat bagimli enzimleri igeren

gok sayida yolakla metabolize edilir.

Ek yolaklar norepinefrin ve epinefrin azalmasml- rapor etmigtir. Bu
metabolik reaksiyonlarla ilgili yetersizlikler belirli genetik defektler veya -
dogustan metabolizma bozukiugu olusturur ve alkaptonari. (homogentizik |
asit) fenilketoniiri (fenilplirivik asit) ve tirozinozis (p-hidroksifenil pirtvik
asit) gibi durumiarla sonuglanir, Tirozin, tiroksin preklrséril olarak hizmet

eder, fakat piridoksal fosfatin biyosentezinde direkt rold aragtinimamistir.
* y-Hidrokslglutamat Serin ve Glisin:

Kekker ve Maitra, sigan karacigerinde y-hidroksiglutamati
glioksalat ve alanine geviren piridoksal fosfat-bagimll enzim sistemini

rapor etmigterdir.

Serin biyosentezi tetrahidrofolata ve nikotinamid adenindiniikleoide
(NAD) ek olarak piridoksal fosfata gereksinim duyan enzimleri igerir. Serin

sentezi agagidaki gibi ylrimektedir:
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NAD

2Glisin + H,0 . ——— Serin + CO, + NH; + 2H
Tetrahidrofolat +
piridoksal fosfat

Glisin dekarboksilasyonu, piridoksal fosfat, tetrahidrofolat ve NAD

icerir. Glisin dekarboksilasyonu agagidaki reaksiyon gercevesinde geligir.

NAD
Glisin + tetrahidrofolat — CH,OH-Tetrahidrofolat + COz + NH3 + 2H

Piridoksal fosfat

Gene, glisin gesitli piridoksal fosfat bagimh enzim sistemleriyle

biyoseniezlenir.
* Fosforilazlar:

Tavgan kasi, istakoz kasi ve insan kasl fosforilaz a (aktif form)
piridoksal fosfat igerir. inaktif yari molekill fosforilaz b, 2 mol piridoksal
fosfat igerirken, insan iskelet kasi fosforilaz a’st (molekai agirhgi 500,000)
4 mol piridoksal fosfat igerir. Fosforilaz fosfataz enzimi, fosforilaz a'yi 2
molekill fosforitaz b’ye gevirir. Fosforilaz | kinaz revers reaksiyonlar
katalizler. insan ve tavsan iskelet kasi fosforilazlari ayni gdrinmesine
ragmen, tavsan kalp kasindaki fosforilasyon, tavgan iskelet kasi
fosforilazindan farklilk gdstermektedir. Fakat hepsi piridoksal fosfat
icermektedir. istakoz kasi fosforilaz a ve b’nin motekil agirhklar ayni gibl

goriinmektedir.
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Kas glikojen fosforilazlari a ve b, saflagtinlmig ve kristalize
edilmigtir.Ancak bunlarin, tipik piridoksal fosfat iceren enzim aktivitelerden
tamamen yoksun oldugu bulunmustur. iskelet kasinin total fosforilaz
aktivitesi, Bg vitamin eksikligi olan siganlarda azalmigtir, Caligmalar
piridoksal fosfatin karaciger fosforilazi igin koenzim olamayacagini da

gostermektedir.
* Dehldraziar:

Dehidrazlar {(deaminazlar) dogada genig olarak bulunur.Bunlar,
serin, treonin ve ho‘mo'serin katabolizmasinda énemlidir. Homoserin
dehidraz, treonin dehidraz ve serin dehidrazin koenzim olarak piridoksal
fosfata gereksinim duydugu gosterilmigtir. Homoserin dehidraz, sigan
karacigerinden kristal formda izole edilmigtir. Buna benzer olarak serin
dehidraz, serini deamine eder ve serin ve homosisteinden sistayiyoninin
sentezini saglar. Treonin, O-fosfohomoserinden, piridoksal .fosfat bagimli
enzim treonin sentetazin etkisiyie biyosentezlenebilir. Treonin dehidraz,
ireonin allotreonin ve treonin aldolaz  piridoksal fosfatagereksinim

gbsterir.Sonugta, bu enzimlerin her biri igin piridoksal fosfat koenzimdir.
* Rasemaziar:

Piridoksal fosfat bagimli rasemazlarin mikroorganizmalarda varligi,
bu organizmalann D-aminoasitieri kullanmasi veya sentezlenmesine

olanak sagtar. D-aminoasitier (D-glutamik asit, D-alanin ve D-aspartik asit)



gesitli mikroorganizmalarin kapstiller materyalinde olugan normal
hicrese! bilegenmonetjlerdir. Olugumlari gesitli  rasemazlarin varligiyla
sadlanabilir. Bu rasemazlann vari§ metiyonin veya D-alaninin
formasyonuna olanak saglar. insan ve di§er memeliler amino asitlerin D
izomerlerini kullanabilir. Ancak, bu kullanim direkt rasemizasyon igermez.

Rasemazlar memeli dokularda gosterilmemigtir.
* Eritrosit Formasyonu:

Deney hayvanlarl ve insanda Bg vitamini eksikliginin eritrosit
formasyonuna etkilerine dair birgok galigma yapilmigtir. Bu galigmalar,
piridoksal fosfatin, porfirinin biyosentezine direkt olarak igtirak ettiginin
belitlenmesiyle de agiklida kaVugmugtur. Piridoksal fosfat bagimli enzim &-
aminolevulat sentetaz, glisinin ve siksinatin, a-amino-B-ketoadipik aside
dénlstimiine istirak eder.Bu maddede bir karbondioksit kaybedérek
hemen 8-aminolevulinik aside détistir. Sonug olarak, 8-aﬁ1inolevuiinik asit
protopotfirin ve heme ddnligen porfobilinojen prekirsorli geklinde etki
gostermektedir. Bg vitamininin protoporfirin biyosentezinde &nemli rold
oynamasina benzer olarak, gok sayida gesitli bitki ve mikrobiyal klorofiller

iceren dider porfirinierin formasyonunda da 6neme sahiptir,
* Hormon iligkileri:

Bg vitamini eksikliginin, bliyime hormon, gonadotropik hormoniar,

adrenal, tiroid, instilin, gonodal hormonlar, nérohormonlar ve hipofiz gibi
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gesitli endokrin aktiviteler (izerinde etkiye sahip olduklar rapor edilmigiir.
Noérohormonlarin ve katekolaminlerin (serotonin, histamin, d-aminobUtirik
asit, adrenalin, noradrenalin, dopamin gibi) B vitaminiyle iligkileti oldugu
da gosterilmigtir. Piridoksin eksikligi tiroid aktivitesinin azalmasiyla
sonuclanir. Ters olarak, tiroksin uygulamasinin da gesitll piridoksal fosfat
bagimh enzim sistemlerinin etkilerini azaltugi gbsterilmistir. Bg vitamini
streste, elektrolit dengesindle, enerji Uretiminde ve su metabolizmasinda
gorevlidir fakat bu mekanizmalar i;.ok iyl anlagilamarnigtir. Bg vitamininin
hormonlarla iligkisine ait bulgular Hertz Morgan Meites ve Nelson ve Hsu

tarafindan detlenmigtir.
* Lipid Metabolizmasi:

Bs Vvitamininin lipid metabolizmasinda gorev yaptigi bilinmektedir.
By vitamini eksikliginin, plazma ve Kirmizi kan hicrelerindeki etkilerine dair
de galigmalar yapilmigtir. Bu galigmalar 6zellikle, piridoksinin, linoleattan
arakidonik aside donlsiimdeki veya diger lipid metabolizmalanndaki
rollerini icermektedir. Ancak diger caligmalar, esansiyel yag asitleri
sentezinde veya benzer etkilerde piridoksinin rollinin kanitlanmasinda
yetersiz kalmiglardir. Eldeki kanitlarin birgogu B vitamininin, hormonlara
aracilik edebildigini veya protein ve karbonhidrat metabolizmasinda
degdisiklik olusturabildigini ve yad metabolizmasinda sekonder bir etki

olusturdugunu gostermektedir.



-49-

* Aminoasit Absorbsiyonu ve Transportu:

Birgok caligmada B, vitamininin aminoasit absorbsiyonu ve
transportundaki olasi fonksiyoniar aragtinimigtir. Buna dair kanitiar elde
edilebilmis olmasina ragmen piridoksal fosfatla ilgili spesifik enzim

sistemleri gOsterilebilmig degildir.
* Dig Clriimeleri:

Dis glirimeleri Gzerine B vitaminlerinin etkileri galigiimig ve insanda

B vitamini uygulamalar ile dig gliriimesi insidansinda azalma bildirilmisgtir.
* Oksalliri:

insanda ve deney hayvaniarinda, piridoksin eksiklijinde oksalire
gorilmugtir. Piridoksin uygulamasi driner oksalik asit dlizeyini azaltmigtir.
insan ve hayvanlarda triner oksalik asit, askorbik asit, glisin, serin, alanin
ve diger bilesiklerin metabolizmasindan endojen olarak tlketilmigtir.
Normalde bu bilegikler diigtik oksalat formasyonunu ylkselten yolakiarla

metabolize edilmistir °.
I1.3.4. Farmakolo]l ve Toksikolojisl:
I1.3.4.1.Genel:

Piridoksin, Piridoksal ve Piridoksamin gastrointestinal kanaldan

absorbe olur ve hizla metabolize edilir. Bg vitamini dokularda Piridoksal ve
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Pitidoksaminin primer 5-fosforilli tUrevleri seklinde genig oranda dagilir.
Piridoksinin idrarla dedismeden atihm ylizde orani anlamli bir varyasyon
gbstermektedir. Bu oran vitaminin yiksek dozlariyla artmaktadir. Siganda
piridoksin uygulanmasinin (57-80mg) idrarda degdigsmemig olarak atilimi
%50-70 olarak saptanmigtir. Képekte test edilen dozlariin ancak % 20si
(25-500mg) idrarda piridoksin geklinde atilmigtir. Insanda piridoksin ter
veya fegesle dnemsiz miktar atimaktadir. Blylk dozda piridoksin alinimi
piridoksal veya piridoksaminin atiliminda artigina yol agar, fakat piridoksal
veya piridoksaminin, piridoksine dénliglimund gésterenr bir kanit yoktur.
Hayvanlarda Bg vitamininin bilinen atilim metaboliti sadece 4-piridoksik
asittir. Bu bilesidin olusumunu azaltan yolak Bg koenzitﬁinin hidroliziyle
serbest vitaminlere déniligiimdilr. Sonraki nonspesifik aldehit oksidazla
oksitlenerek 4-piridoksik asite gevrilir. Bu metabolitierin kdpek idrarinda
gorlimedigi rapor edilmigtir, fakat insanda Bg vitamininin Gg formunun
alinimindan sonra % 70-90 atildigim saptanmigtir. 4-piridoksik asitin veya
Bg vitamininin idrardaki degismemis bigimlerinin miktari dier metabolik
yolaklarin olasiigt iteri strllerek verllen dozun % 31-70 kadarin
kapsamaktadir. Tritium isaretli piridoksinin insana veya sigana belirli
dozlarla uygulanmas: metabolit radyoaktif materyalin énemli- miktarlarinin

idrarda izlenmesini saglamistir.

Piridoksinin farmakodinamik etkileri azdir ve Insanda yokiugu

gbsterilmigtir. Piridoksinin normal hayvanlarin sivi dengesine, oksijen
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tiketimine, kardiyovaskiller dinamide veya beyne etkisi yoktur. Levine ve
arkadaglan, izole tavsan atriumunda piridoksinin kronotropik ve inotropik

etkilerini gbstermiglerdir.

Bu bulgular, dokularin potasyum ve sodyum igerigindeki
degisikiiklere, B&’'nin iyon transportu sagdlayarak igtirak ettigi bigiminde
yorumlanmigtir.. Pitidoksinin intrasisternal injeksiyonu kedilerde santral

anasljezik etki ve sedasyon olugturmustur.

Piridoksinin toksisitesi oldukga diigliktlr. 1g/kg’a kadar dozlar
siganlarda, tavsanlarda ve képeklerde tolere edilebilmigtir. Piridoksin
hidrokloriirin medyan letal dozlari hayvanlarda agagidaki sekilde tayin

edilmigtir:

Fareye (545-600mg/kg), kediye (560mg/kg) ve sigcaniara (5630-
657mg/kg) intravendz injeksiyon, sigana (3.0-3.7g/kg) ve fareye (2.450/kg)
oral uygulama tonik konvilziyonlar; sonrasinda, fare ve siganda Slam
olusturmugtur. 1g/kg'dan blylik dozlar sigan, tavgan ve kopeklere
uygulanmigtir, Her tirde de motor koordinasyon ve 2-3 gln iginde
righting refleksi bozuklugu ile baglayan siddetli tonik konvlilziyon geligimi
ve paralizi ile, 6lim gibi spesifik karakteristik belirtilere sebep olmugtur.
Otopsiler adrenal korteksde meydana gelen hemorajilerle adrenat
blylime oldugunu gdstermigtir. 2-6g/kg piridoksin uygulanmig képek ve

siganiarin nérohistolojik incelenmesinde omurilik posterior kolonu ve bazi
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durumlarda posterior kék, posterior ganglion ve petiferik sinitlerde
dejenerasyon ortaya cikarmistir. Piridoksinin siganlara (25mgrkg)
kopeklere (20mg/kg) ve maymuniarg uzatiimis gOnldk uygulanmasi
dokulardaki toksik veya patolojik degisikliklere sebep olmustur.

Fareler tekrarll 100mg/kg intravendz injeksiyonlari tolere etmigtir,
Insanda, toksik etkiler piridoksinin aylik periyotlar temelindeki gUnllk
uygulamalar bigiminde incelenmistir. Ters etkiler, ‘piridoksin uygulanmig
ensefalitli iki hastada gdzlenmigtir. Bir hastada siddetli tutarik bozuklugu

olugmug ve ensefalografik bozulma gbz[enmi§tir.

Piridoksaminin de toksisitesi_de dligtktir. 320mg/kg intrapetitonal
injeksiyonlar farede toksik etkiler olusturmustur. Piridoksaminin, si¢anda,
farede ve kedide tayin edilen medyan letal dozlar, orai, subkitan veya
intravendz uygulandidinda piridoksine benzerdir. Piridoksal, piridoksin

‘veya piridoksamin kadar toksiktir.

Piridoksinin gesitli tlirevleri antivitamin aktivite géstermektedirler ve
4-deoksipiridoksinin  piligte, siganda ve insanda toksik oldugu

gosterilmistir.

Toksisite Bg vitamini eksikliginde artar. Bu analog apoenzim,
piridoksal fosfatin baglanma vyerleri kompetitif inhibitérl olan
deoksipiridoksin fosfata dénlstlrir. Daha az miktar 4-deoksipiridoksin

piridoksinin ve piridoksalin fosforilasyonunu fosfokinazla inhibe eder.
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Sicandaki  konviilziyonlar, toksopirimidin ve 2-metilpiridoksin
injeksiyonuyla olusturulmustur. Bu bilegiklerin fonksiyonu, Bg vitamin

antagonisti gibidir ve etkiler piridoksinle ortadan kaldirilabilir.

Bg vitamini Parkinson sendromu tedavisinde de bagariyla
kullantimigtir. Bu terapétik etki hastalann bazal gangliyonunda dopamin
iceriginde dikkate deder azalmayla iligkilidir. Piridoksin hayvanlarda ve
insanda yliksek radyasyon dozlarina kargl koruyucu etki gdstermistir.
Mide bulantist ve kusmaya bagdli radyasyon Uzerindeki supresif etkisi
bilinmektedir. Bg vitamini gocuklardaki dis glrimelerini é')nlémek igin de

favsiye edilir °,
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ll. MATERYAL VE YONTEM:

lll.1 MATERYAL:
Kultanilan Deney Hayvanlan:

Deneylerde kullanilan 16-24 gram adirfligindaki her iki cinsten albino

fareler serum giftliginden saglanmistir.

Kuflanilan kimyasal maddeler:

p-Benzokinon (p-BK) ' (I.C. 1.)
Morfin HCI (TMO-Istanbul)
Piridoksin HCI (AKPA)
L-arjinin (Sigma)
L~ N®-nitro-arjinin metil esteri (L-NAME) (Sigma)
Metilen mavisi (MB-1) ' (Sigma)
.2 YONTEM

Kivranma Aljezi Modeli:

Analjezik aktivite tayininde, p-Benzokinon (p-BK) tarafindan olusturulan
kivranma (Writhing) testi kullaniimugtir. Farelerde aljezi olusturmak amaciyla p-
BK, serum fizyolojik iginde 0.2 mg/ml olacak sekilde gbzilerek 0.25 cc hacminde
intraperitonal (i.p.) olarak uygulanmistir. Kontrol grubuna p-BK uyguiamasindan

15 dakika ©6nce 0.05 cc serum fizyolojik uygulanmigtir. Deney gruplarina ise
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p-BK injeksiyonundan &nce yapilan tek veya kombinasyon uygulamalar ile

dozlar agagidaki protokol uyarinca subkiitan olarak yapilimistir.
Tek Doz uygulamalar:

Uygulamadan 15" 8nce: Morfin HCI (0.13 mg/kg), Piridoksin HCI (0.43 mg/kg),L-
Arjinin. (0.32, 5, 50.mg/kg), L-NAME (75 mg/kg),
Metilen mavisi ( 5, 40 mg/kg)
Kombinasyon uygulamalar:
L-Arjinin + Piridoksin (0.32, 5 ve 50 + 0.43 mg/ kg)
L-NAME + Piridoksin (75 + 0.43 mg/ kg)
MM + Piridoksin (5ve 40 + 0.43 mg/kg)

Kombinasyon uygulamalarinda da maddelerin verilig zaman sirasi, tek

uygulamalardaki bigimde yapilmigtir.

P-BK, hazirlanigini takiben renkii sisede saklanmis ve haftalik ofarak
yenilenmistir. Diger maddelere iligkin diliisyonlar da stok g¢ézeltilerden, gunitk

olarak fizyolojik tuz ¢zeltisinde gbziime suretiyle hazirlanmigtr.

p-BK injeksiyonundan sonra 30 dakika sireyle hayvaniar gozlenmig ve
kivianma sayilari kaydedilmigtir. Kivranma sayilar igin farelerde gézlemlenen
&,

baghca davranig karakteristikleri sunlardir:
i) Hayvamin bedenini gererek karnini konkaviastirmass,
iy Konkav karinia bir tarata biikulmesi,

iity Arka ayaklarda tek veya her iki tarafli tonik ve/ veya klonik gerimle

sUrlklenme ve toplanma



Bu karakteristiklerin tlimliniin veya karakteristiklerden herhangi bir

tanesinin gorllmesi, skorlamada bir '+’ deger olarak kabul ediimistir.

Kivranma sayisi (zerinde test maddelerinin gésterdigi inhibitor etki, %
koruma veya % antinosiseptif aktivite olarak degerlendiriimis ve bu %’ deger,

agagidaki formil uyarinca hesaplanmistir:

% Antinosiseptif aktivite (% Koruma) =100-(D/ K x 100)

D: ilag uygulamasindan sonra kivranma sayisinda gdzlenen degisiklik
K: Tek bagina p-BK uygulamasindan sonta elde edilen ortalama kivranma sayisi
istatistiksel Analiz

a) Kontrol ve deney gruplarinda gézlenen kivranma sayisi, ortalama +

ortalamalarin standart hatalannin ortalamasi seklinde ifade edilmistir.

b) Piridoksin EDgq degeri ve bunun gliven sinirlari probit regresyon ile

hesaplanmigtir.

¢) Kivranma saytlarinin % antinosiseptif aktivite olarak hesaplanmasinda
her bir bireyse! hayvan degeri, ortalama kontrol degerine bélinerek hesaplanmig
ve sonugta % koruma degdetleri dagilimin yayginlik éiglisii olarak, ortalamalarin

standart hatasi cinsinden de ifade edilebilmigtir.

d) Agisal (arcsin, sin'1) transformasyon: % Antinosiseptif aktivite igin

hesaplanan % degerler daha sonra ARCSIN (agisal) transformasyona tabi
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tutulmugtur. Nedeni agafida anfatiimistir. Arcsin transformasyon uygulama
nedeni:
* [statistiksel teori agisindan ‘%’ dederler veya orantdar normai

dagihimdan ziyade binomiyal dagilim 6zelligi gdsterirler.

* Ozellikle yiizdelik degerlerin ait ve Ust sinitlarinda (% 0-30 ve % 70-

100) normaliteden bilylk éiclide sapis bulunur,

* Fakat her ylizdelik veya oranti degerinin kare k&kii ARCSIN degderine
(Sinusu Vx olan agi) transforme edilirse her bir veri normale yakin bir dadilim

gosterme 6zelligine kavusur.

* Parametrik testlerin (varyans analizi, student t testi) uygulamasinda

veriler agisindan yerine getiriimesi gereken temel kosullar sunlardir;

i) Her bir gruptaki verilerin rastgele olarak normal dagiimdan gekilmis

olma kosulu,

i) Ornek populasyonlarin  esit varyanslara sahip olma kosulu

(Homoskadastisite)
iif) Faktgr q;‘Jzeyleri etkilerinin additif olma kosulu (Linagrite)

* Sonugta yukarda anlatilan kogullarin yerine gelmesi, yani dagiimin
normalize edilmesi gergevesinde parametrik testlerin uygulanabiliriidinin ortaya

gikigi saglanmig olur,
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* Agisal transformasyonun yerine getirimesi igin her bir % antinosiseptif

aktivite dederine uygulanan formil! sudur:

X= aresinyX
e) Gerek kivranma sayllar ve gerekse % antinosiseptif aktivite

degerlerinin istatistiksel anlamlilik testleri igin tek yonili ANOVA uygulanmigtr,

°

i) Varyans analizinde kontrol grubu ile gruplar arasinda farklilik
oldugunda  (kivvanma  sayitarinin  karsilagtinimasi)  gruplarin ikigerli

karsilagtiriimasi igin Duncan) ¢oklu sinir testi kullaniimistir.

i) Varyans analizinde gruplar arasinda farklilk oldugunda { %
antinosiseptif aktivitelerin kargiagtiriimasi) gruplarin ikigerli karsilastirimasinda

Newman Keuls veya Benferroni testleri kullaniimistir.

f) Tek yonll varyans analizleri gerek PCS- V4.1 (Tallarida & Murray,
1991) ve Graphpard instat V1. 13(1980) paket programlari ile yanisira, Newman
Keuls Duncan testler PCS- V4. {1, Benferroni testi ise Graphpard Ihstat

programiari yardimiyla ¢ézimlenmistir.
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Iv. BULGULAR

- Bu ¢aligmada farelerde para-benzokinon (p-BK) ile olusturutan kimyasal
aliezi- modelinde piridoksinin- (Vitamin Bg) olusturdugu antinosiseptif -etkide L-
arjinin: NO yolunun katkisi aragtiririgti. Piridoksinin etkisi miorfin; L-NAME, L-
arjinin ve metilen mavisi fle etkilesimlerl dizéyinde incelénmigtit Tablo 2.toplu
dederleri gistermektedir.

- Farelerds p-BK injeksiyonundan Sonra elde edilen oraldmia kivranma
sayIsi kontrol grubu igin 42,75+2.1 (n=20) olarak bulunmustur. Kontrol grubuna

p-BK injeksiyonundan 30 dakika énce (5 cc subkitan serum fizyolojik

injeksiyonu yapilmigtir.

- Bu aragtirmada laboratuvartmizda daha once yapilan tez ve
aragtirmalarda saptanmig olan moririn EDsq degeri [0.13(0.08-0.2) mg/kg] bu
caligma igin de esas alinmigtir, Piridoksin, L-NAME, L-afjinin ve metilen mavisi

igin doz-cevap edrileri ¢aligiimig EDgq dederieri hasapianm{.stlr.
IV.L. Uygulanan Maddelerin Doz-cevap Egri Analizieri
IV.1.1) Piridoksin

Farelerde p-BK agrr uyarani olarak kuflaniimig ve kontro! kivranma sayisi
42.75+2.1 (n=20) olarak saptanmigtir. Piridoksin farelere sirasiyla 0.0625,
0.250, 0.5 ve 1 mg/kg dozlarda sk olarak verilmigtir. Tim doz diizeylerinde

(n=10) hayvana uygulama yapiimugtir.
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Farelerde sirasiyla elde edilen kivranma saydarl ve % antinosiseptif
aktiviteler toplu olarak Tablo 3'de ve sekil 4'de gosterilmigtir. Piridoksin igin

0.0625-1.00mgfkg dozlar arasinda elde edilen doz-cevap egrisi probit

regresyonla analiz edildijinde EDsqdegeri 0.43 ( 0.19 - 0.93 ) mg/kg olarak
hesaplanmigtir, EDgg degeri olan 0.43 mg/kg'itk uygulama yapilan grupta

kivianma sayisi 19.7x2.62 (n=10) ve % antinosiseptif aktivite de 47.74+3.86
olarak hesaplanmigtir. Diger yandan piridoksinin antinosiseptif aktivite potensi
motfinle karsilagtinidiindan morfinden 4.22 kez daha az potent oldugu

hesaplanmigtir.
V. I. 2} L-Arjinin

Farelerde p-BK aljezlk uyaran olarak kullanilmis ve kontrol kivranma
sayisi 42.75x2.1 (n=20) olarak saptanmigtir. NO donéru oian L-arjinin doz-cevap
egrisi igin sirasiyla 0.125 (n=20), 0.25 (n=10), 0.5 (n=15), 1.0 {n=10), 5.0 (n=10),
10 {(n=20), 20 (n=15) ve 40.0 (n=10) dozlarda farelere uygulama yapilmigtir.
Sonuglar topiu olarak Tablo 4 ve gekil § de gosterilmigtir. Uygulanan doz
araliklarinda L-arjinine iligkin iki farkli etki kalibi goriilmiis olup 0.125-5.0 mglkg
gragl dozlarda fareiarc‘g antinpsisepsiyon qlugurken 10.0-40.0 mg/kg aras
dnglargg nosisepsiyan qéz[gnmigtir. Antingsisapsiyenun gézlendigi qu
argal_]klgriqda 0.1-25-0;25 mg/kg dozlar igin % analjezik aktivite bﬁklmmqﬁn
benz;s;r dleéerler (% 37.64-39.89, p<0.05) elde edilmigtir, Diger yandan 10-40
rg/kg'lik L-arjinin uygulamast yapilan doz araliklarinda sirastyla -5.10+9.86, -
25,;51}:9.89 ve -36.52x+12.74’lik aljezi potansiyalizasyonu gorllmistir. Bu

potansiyalizasyonlara iligkin kivianma sayilari da sirastyla 45.3, 55.06 ve 61.2
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olup bunlar p-BK kontrol degdetleriyle kargilagtirildiginda p_<0.b5 istatistiksel
anlamsizdir. Bu cevaplara bakildifinda L-agjinin igin literatiirde de belirtildigi

tizere duali bir etki kalibinin bulundugﬁ gérﬁlmektedir.

| Diger teraftan daha once yapilan tez lg'éh;malar‘mda L-arjinin igin 50
mg/kg dozda % 36,8+7.7 (n=13) analjezik aktivite hesaplanmugtir. Bu galigmada
da 50 mg/kg'lik doz gahgimig ve |!g|n¢; otarak L-ar}lnin |r,:in yine analjezik aktivite
gozlenmistir. Bu deder % 17.0+4.209 (n—1 5) dur Bunun dlsmda herhangi bagka

bir doz dlzeyi ¢aligtimamigtir.
IV. 1. 3) L-N®Nitro-Arjinin Metil Esteri (L-NAME)

Aljezik uyaran olarak p-BK farelerde 42.75+2.1 (n=26) kontrol kivranma
sayisi olugturmiugtur. Bir nitrik oksit sentaz inhibitéril olan L-NAME farelere 18.75
(n=10), 37.5 {n=10), 75 0 (n—10) ve 150 (n 5) mg/kg dozlarda uygulanmig ve
sirastyla % 35.97+6.76, % 38.11x4.62, % 33, 28.-1:6 46 ve % 79.65x4.61
| ahiinosisepsiyon olusturmustur. ik {i¢ doz drasihda doz bagimlt herhangi bir
istatistikse! fark gérliimemigtir. Daha dnceki gahgmalarda kullamilan 76 mg/kg'lik
doz dizeyi bu ¢aligmada da kombinasyon dozu olarak kﬁhamtm;gﬁr. Sonuglar

Tabio 5 ve sekil 6'da gésterinistir.
IV.1. ) Metilen maviel (MH)

Farelerde p-BK lie indilkiénen aligzi igin 42:7533.1 (n=20) kontrol
kivranma sayist gozienmistir. Metilen. mavisi birincil olarak guanilat sikiaz

inhibitéril (GS-) etkisinin yanisira tkincil olarak nitrik oksit sentaz inhibisyonu da
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olugturmaktadir. Bu madde farelere her grupta 10 hayvan olacak sekilde 6 farkl
dozda uygulanmistir. Doz diizeyleri sirastyla 5, 10, 20, 40, 80 ve 160 ma/kg
olarak segilmigtir. 5, 10 ve 20 mg/kg dozlarda antiﬁosiséptif aktivite sirastyla %
76.52+4.87 51.00£3.59 ve 26.29+10.28 olarak saptanmighir, Buradaki ilging
gézlem doz bagimit antinqsigeptif aktivitede azaln‘_aa_c_llr. 40 mg/kg dozda daha
onceki galigmalarda da gﬁzlenén ve p-BK k:vra.nnl‘\r;t ééYls:yla kargilagtinldiginda
istatistikee! anlamii olan aljezi potansiyalizasyonu saptanmighr. Bu deder % - |
35.82+7.36'dir. Mefilen mavisi icin 80 ve 160mg/kg dozlarda ise sirasiyla %
43.84+8.09 ve % 87.5+1.66'hk antinosisepsiyon Qézlenmigtir. Bu bulgular
| metilen mavisi icin de bir dual etkinligin bulundugunu telkin etmektedir. Topiu

sonuglar Tablo 6 ve gekil 7 'de gdsteriimigtir.

V. H.Kombinasyon Gruplan Arasi % Antinosiseptif Aktivite

-Bakimindan  Etkilegmeler

Kontrol p-BK grubunun olugturdugu kivranma sayisina oranlanarak -
hesaplanan % antinosiseptif aktiviteler ile burilarin normal dagilima uyguniugunu
saglamak igin yapilan arcsin (sin‘1) transformasyonunda hesaplanan degerler

toplu olarak tablo 3'de gésterilmistir.
AN

Gruplar arasindaki % antinosiseptif aklivite bakimindan fark G¢ alt grup
temelinde incelenmigtir. Bunlar NO preklirsdrl olan L-Arjinin nitrik oksit sentaz
inhibitsri olan L-N-nitro-arjinin metil ester (L-NAME) ve guanilat siklaz nitrik
oksit sentaz inhibitdrii olan metilen mavisi (MM)'dir. Bu maddelerin piridoksinte
olan kombinasyontart degerlerinin piridoksinin ‘ ‘:fek | Sa§|na olusturdugu

antinosiseptif aktivite degerinden farklari kaargiagtrilmigtir: Kargilagtimalarda
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% antinosiseptif aktivite degeri olarak arcsin transformasyon degdetleri alinmigtir,

Bunlara iligkin veriler tablo ve gekillerde gdsterilmistir.
1V. 2.1) L-Arjinin kombinasyonuyla yapilan kargilagtirmalar

L-Arjinin doz-cevap egrileri incelendiginde 0.125-5.0 mg/kg arasinda bir
antinosiseptif aktivite gbzlenmigtir. Bu araliktan 0.32 ve 5 mg/kghk doz dizeyleri
secildiginde strasiyla % 60.47¢1 A9 ve %61.77+17.82'k kivranma inhibisyonu
gézlenmistir. Bu déQerIer érasffark p<0.05 dﬁzayin&e istaﬁ-stiksel anlamsizdir.
Ayni doz diizeylerindeki L-arjinin 0.43 mg/kglik piridoksin ile kombine olarak
uygulandiinda (n=10) elde edilen degderler sirasiyla % 54.18+2.66 ve %
66.22+1.78 bulunmus ve bu degetlerin tek bagina L-arjinin dederlerinden p<0.05
istatistiksel anlamii bir fark gostermedi§i de hesaplanmigtir. L-arjininin 50
mg/kglik tek bagina olan dozu farelerde % .17.0+4.29'luk antinosisepsiyon
saglarken 0.43 mg piridoksin ile kombine dozu bu aktiviteyi % 37.65+1.63'e
ylkseltmistir. Bu da piridoksinin L-arjinin etkisinni 2.2 kez daha potansiyalize
ettiini gdstermekte ve bu artigin ng.OjI dlizeyinde istatistiksel anlamli oldugu
hesaplanmaktadir. Ayni kombinasyona iligkin aktivite diizeyi piridoksinin tek
bagina olusturdu§u % 47.74£3.86ik  antinosisepsiyon  dizeyi ile
kargllagtinididinda  aralarindaki farkin istatistiksel bir anlam icermedigi
goriimektedir. Diger yandan L-aginin 40 mg/kglik doz tek bagina % -
35,52+12.74'10k bir nosiseptif potaﬁsiyalizasyon olustururken 0.43 mg/kg'hk
piridoksin ile bu doz dizeyl kombine edildiginde p<Q.Q1 dlizeyinde istatistiksel

aniamli olan bir tersine doniis olusmakta vitamin By aljeziyi inhibe edip aktivite

profilini % 4.1£9.32'tk bir antinosisepsiyona gevinhek'tedir. Bu da L-afjininin
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olugturdugu aktiviteye vitamin Bg'nin katildigini kanitlamaktadir. Sonuglar Tablo

7 ve gekil 8'de gosteriimektedir.
IV.2.2) L-NAME kombinasyonuyla yapilan kargilagtirmalar

L-NAME 18.75, 37.5 ve 75 mg/kg'lk dozlarda sirasiyla % 25.97+6.76,
38.11+4.62 ve 33.28+6.46'lk antinosisepsiyon olugturmustur. Cevaplarin doz
bagimii olmamasi nedeniyle daha dnceki galigmalarda kullanilan 75 mg/kg'lik
| doz diizeyi piridoksinle kombine edilerek denenmigtir. Piridoksin tek bagina %
47.74+3.86°lik bir antinosiseptif aktivite olugtururken 75 mg/kg’lik L-NAME ile
kombine edildiginde bu akfivite % 63.66+1.1’e yiikseimekte ve diger bir ifadeyle
1.33 kez daha potansiyalizde. olmaktadir. Bu artis p< 0.05 istatistiksel anlamit

olup L-NAMEin vitamin Bg akfivitesini arttinc! ydnde etkidigini gostermektedir.

Sonuglar Tablo 8 ve sekil 9'da gdsteriimektedir.
iV.2. 3) Metilen mavisi (MM) kombinasyonuyla yapilan ¢caligmalar

Metilen mavisi 5, 10 ve 20mg/kg'lik dozlarda sirasiyla %76.52+4.87,
51.0+3.59 ve 26.29:+10.28'lik antinosiseptif aktivite olugturmakiadir, 40mg/kghk
dozda ise antinosisepsiyon % -35.82+7.36'lik bir nosisepsiyona dénusmektedir.
Bu etkiler artan dozlarda guanil siklazin inhibe oldugunu ve buna nitrik oksit
sentazin inhibisyonunun da igtirak_etmesiyle aktivite kalbinin nosisepsiyona
dénlistigh izlenimini vermektedir. 80 ve 160 mg/kg'lik dozlarda tekrar ortaya
gikan antinosiseptif akjtivitenin L-arjinin: NO kaskadindan bagimsiz bagka bir
yolla olustugunu spekle etmek _oias_ldlr. Piridoksin ile yapilan kambinasyonlarda
5 ve 40 mg/kg'lik metilen mavisi dozlar: igin eide edilen nosisepsiyon, sirasiyla

% 60.43+2.5 ve % 39.4412.22'dir. 5 mg'lik metilen mavisi ve piridoksin igin elde
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edilen yanit piridoksinin tek bagina olusturdugu yanitla (% 47.7443.86)
kargllagtinidiinda fark istatistiksel antam igermemekle birlikte piridoksin ve 40
mg/kg'lik metilen mavisi cevabinda aktivite nosisepsiyondan ‘antinc;s.isepsiyona
p<0.001 diizeyinde anlamii olarak dontigmistir. Bu da piridoksinin L-Arjinin: NO
kaskadindaki enzim aktivitelerine katk! olusturdugunu gdstermektedir.Sonuglar

Tabjo 9 ve sekil 10°da gbsterilmekiedir.
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TABLO 2.Farede p-BK ile Indiiklenen Kivranma Aljezi Modelinde
Piridoksinin Olusturdogu Antinosiseptif Aktivitenin Morfin, L-
Arjinin, L-NAME ve Metilen Mavisi ile Etkilesmeleri

a)

n Kivranma % Antinosiseptif
sayilar: Aktivite®

p-BK (Kontrol) 20 42,75%2.10" -

Piridoksin (0.43 mg/kg) 10 19.70 £2.62 47.74 +3.86
Morfin (0.13 mg/kg) 20 17.95 +1.40 49.80+ 1.94
L-Arjinin (50 mg/kg) 15 36.86 +1.70 17.00% 4.29
L-NAME (75 mg/kg) 10 28.10+ 3.96 33.28 +6.46
MM (5mg/kg) 10 4.40+2.51 76.52+4.87
MM (40 mg/kg) 10 53.10+6.08 -35.82+7.36
Piridoksin + Morfin (0.13mg/kg) 10 5.70+0.91 69.12+1.79
Piridoksin + L-Arjinin (50 mg/kg) 10 26.70+1.15 37.65+1.63
Piridoksin + L-NAME (75 mg/kg) 10 8.50+0.65 63.66+1.10
Piridoksin + MM (5 mg/ kg) 10 10.80+1.48 60.4342.50
Piridoksin + MM (40 mg/ kg) 10 25.4041.61 39.44:+2.22

YOrtalama + ortalamalarin standart hatasi (X4 OSH), 2 denek sayisi, 3 %
antinosiseptif aktivite a¢isal (arcsin) transformasyon degerleri,
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jfle indiiklenen Abdominal

Konstriksiyonda

Piridoksin’in Antinosiseptif Aktivite Doz-Cevap Egrisi

Piridoksin n Kivranma Sayis! % Antinosiseptif
m Aktivite
0.0625 10 36.00£1.71 © 19.3445.10
0.125 10 33.80+2.15 24.13x4.70
0.250 10 24.70+2.76 39.83+4.16
0.500 10 17.80+£2.74 50.46+4.03
1.000 10 6.10+1.21 68.79+:2.43
0.43 (EDg) 10 19.70+3.62 - 47.74+3.86

n: Deney hayvani sayist, 1) OnaTama (xA)+ Ortalamanin Standart Hatast (OSH)

Tablo 4. Farede p-BK ile indiKlenen Abdominal Konstriksiyonda L-Arjinin
Antinosiseptif Aktivite Doz-Cevap Egrisi

L~Arg Doz (mg/kg) n Kivranma Sayisi % Antinosiseptif
Aktivite

0.125 - 10 26.20+4.07 " 37.64:+:4.28
0.250 10 25.00+2.70 39.89+2.74
0.500 15 14.06+3.12 58.04+5.41
1.000 15 14.40+2,84 57.48:+4.95
5.000 10 12.90+4.19 61.77+7.82 . .
10.000 20 45.30+4.77 -5.10+9.86 o
20.000 16 55.06+4.53 -25.33+9.89 -
40.000 10 61.20+6.30 -36.52+12.74,

. 0.320 10 10.50:0.98 60.47+1.49 -

* 5(.000 15 36.86+1.70 17.00:4.29 . -

n: Deney hayvani sayisi , 1).Ortalama ("% Ortalamanin Standart Hatast (OSH}
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Tablo 5. Farede p-BK ile indiiklenen Abdominal Konstriksiyonda L-NAME
Antinosiseptif Aktivite Doz-Cevap Egrisi

R

L-NAME n Kivranma Sayist %Antinosiseptif
Doz (my/kg) Aktivite

18.75 10 26.0+3.47 " 35.97+6.76
37.50 10 26.7+2.93 38.11+4.62
75.00 10 28.1+3.96 33.2816.46
150.00 5 2.4+1.28 79.65+4.61

e

n: Deney hayvan

|_s;y|31 , 1) Ortalama (xA)+ Ort;Iamanm Standart Hatasi (OSH)

Tablo 6. Farede p-BK ile indiikienen Abdominal Konstriksiyonda Metilen

Mavisi (MM) Antinosiseptif Aktivite Doz-Cevap Egrisi

Metilen mavisi n Kivranma Sayisi % Antinosiseptif
Aktlvite

Doz (mg/kg)

5 10 4.4:2.31" 76.52+4.87

10 10 17.0+2.45 51.00+3.59

20 ' 10 29.8+4.66 26.29x10.28

40 10 53.126.08 - -35.82+7.36

80 10 24.9+3.79 33.84:8.09.

160 10 0.4+0.26 87.50+1.66

U _ L
n: Deney hayvani sayst, 1) Ortalama (xA)+ Ortalamanin Standart Hatasi (OSH}
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Tablo 7. Farede p-BK ile indiiklenen Abdominai Konstriksiyonda Piridoksin
ve L-Arjinin’in Antinosiseptif Aktivite Olugturan Tek ve Kombine-

Cevaplg_rl — .

Doz:mg/kg n Kivranma Sayisi % Antinosiseptif
Aktivite

p-BK (Kontrol) 20 42.7512.10"
Piridoksin (0.43) 10 19.70+2.62 47.74+3.86"
L-Arjinin (0.32) 10 10.50+0.98 60.47+1.49*
L-Arjinin (5.00) 10 12.90+4.19 61.77+7.82"
L-Arjinin {50.00) 15 36.86x1.70 17.00+4.29°
Piridoksin + L-Arj 10 14.50+1.66 54.18+2.66"
(0.32)
Piridoksin + L-Arfj 10 7.20+0.94 66.22+1.78"
5.00
g”iridgksin + L-ATj 10 26.70+1.15 | 37.6521.63"
(50.00)

n: Deney hayvant sayisi , * p< 0.05 istatistksel anfamit. 1) Ortalama {xM+ Ortalamanin
Standart Hatasi (OSH)

Tablo 8, Farede p-BK ile indiiklenen Abdominal Konstriksiyonda Piridoksin ve L
NAME’in Antinosiseptif Aktivite Olugturan Tek ve Kombine Cevaplan

A

mg/kg n Kiwvranma Sayisi %A ntinosisaptif
Aktlvite

p-BK (Kontrol) 20 42.75+2.10 7

Piridoksin (0.43) 10 19.70+2.62 47.75+3.86"

L-NAME (75.0) 10 28.10+3.96 33.28:6.46"

Piridoksin - L-NAME 10 8.50+0.65 63.66+1.10*"

{(75)

n: Deney hayvant sayist , * p< 0.05 istatistksel anlamli. 1) Ortalama (x*)£ Ortalamanin
Standart Hatasi {OSH)
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Tablo 9. Farede p-BK ile indiiklenen Abdominal Konstriksiyonda
Piridoksin ve Metilen Mavisi’ninAntinosiseptif Aktivite Olusturan
Tek ve Kombine Cevaplari

i A

Doz:mg/kg n Kivranma Sayist  %Antinosiseptif
Aktivite

p-BK (Kontrol) 20 42.75+2.10
Piridoksin (0.43) - 10 19.70:+2.62 47.74:3,86"
Metiten mavisi (5) 10 4.40+2.31 76.52+4.87*
Metilen mavisi 10 53.10+6.08 -35.82+7.36"
(40) '
Piridoksin + 10 10.80+1.48 - 60.43:2.50
Metilen mavisi (5)
Pitidoksin + 10 265.40+1.61 39.44:2.22"
Metilen mavisi _
(40)

Y = -
n: Deney hayvan sayist , * p< 0.05 Istatistksel anlami;, 1) Ortalama (xA)£ Ortalamanin
Standart Hatast {OSH)

Nosisepsiyonia DOnas:

Bu etkiler, artan dozlarda, guanil siklazin inhibe oldugunu ve buna nosisepsiyon inhibisyonunun da istirak
etmesiyle aktivite kahbinin nosisepsiyona danistligt izlenimini vermektedir.

80 mg/kg-160 mg/kg dozlardaki antinosisepsiyon, L-Arginin : NO kaskadindan bagka bir yolla olusmus
olahilir.

Piridoksinle yapilan kombinasyonda, 5-40 mg/keg'lik metilen mavisi dozlari icin elde edilen antinosisepsiyon,

. %60,43 ve %39.44"tUr.

5 mg’lik metilen mavisi ve piridoksin igin alinan cevap, tek piridoksin ile alinan yanitla karstlasurildiginda
anlamh degildir.

Piridoksin + 40 mg/kg metilen mavisi cevabinda, nosisepsiyon aktivitesi antinosisepsiyona anlamli olarak
donlismiistiir. Bu da piridoksinin, L-Arginin : NO kaskadindaki enzim aktivitelerine katki olusturdugunu

gdstermektedir.
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[[1 0.0625 mg/kg 0.43 mg/kg{EDgo}
0.125 mg/kg B o5 ma/xg

B o025 mg/xg [ 1.0 markg

Sekil 4. p-BK lle Indiiklenen Fare Abdominal Konstrikslyonunda

Piridksin igin Antinosiseptif Aktivite Doz-Cevap Egrisi
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Sekil 5. p-BK lle indiikienen Fare Abdomlinal Konstriksiyonunda

L-Arinin Igin Antlnosiseptif Aktivite Doz-CevapEgri

5 |
N
\
LN
N
N
N
N
BN

[J 0.125 mg/kg
Fd 0.250 mg/kg
Ed 0.320 mg/kg
E3 0.500 mg/kg
BN 1 mg/kg
5 mg/kg

B 10 mg/kg
3 20 mg/kg
[0 40 mg/kg
M 50 mg/kg
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Sekil 6. p-BK Hle Indiiklenen Fare Abdominal Konstrikslyonhunda L-N°

-Nitro Arjinin Metil Ester (L-NAME) icin Antinosiseptif Aktivite

. Doz-CevapEgrisi



X Antinosiseptif Aktivite

X Nosisepsiyon
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Matilen mavisi
1 5 mg/kg
£ 10 mg/kg
01 26 mg/kg
L3 40 mg/kg
M 80 mg/kg
] 160 mg/kg

— 000000

Sekil 7. p-BK lle indukienen Fare Abdominal Konstrikslyonunda

Metilen Mavisl (MM) icin Antinosiseptif Aktivite Doz-

CevapEgrisi
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X0

@ Piridoksin {0.43 mg/kg} D Piridoksint L—arjinin (0.32 mg/kg)
L—arjinin {0.32 mg/kg) @ Piridoksint L—arjinin (5 mg/kg)
BN L-arjinin {5 mg/kg) Bl Ppiridoksin+ L—arfinin (50 mg/kg}
L-arjinin {50 mg/kg)

Sekll 8. p-BK lle indliklenen Fare Abdominal Konstriksiyonunda
Piridoksin ve L-Arjinin’in Tek Olarak ve Kombinasyoniarnin
Olugturdukiari % Antinosiseptif Aktlvite. * p<0.05 diizeyinde L-

Arjinin (50 mgrkg) ile kargilagtinidiginda istatistiksel anlamii
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Piridoksin + L~NAME (75 mg/kg}

Sekil 9. p-BK ile indiklenen Fare Abdominal Konstriksiyonunda
Piridoksin ve L-NAME’in Tek Olarak ve Kombinasyonlarinin
Olusturdukian % Antinosiseptif Aktivite. * p<0.05 duzeyinde L-

NAME (75 mghkg) ile kargifagtinidiginda istatistiksel anlami
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Piridoksin (0.43 mg/kg) Piridoksin + Matilen mavisi {5 mg/kg)
Matilen mavisi {S mg/kg) D Piridoksin + Metilen mavisi {40 mg/kg)
Metilen mavisi {40 mg/kg)

Sekil 10. p-BK ile indiiklenen Fare Abdominal Konstrikslyonunda
Pirldoksin ve Metlien Mavis!’in Tek Olarak ve Komblnasyonlatihin
Otusturduklari % Antinosiseptlf Akiivite. * p<0.05 dlzeyindeMetilen

Mavisi (5 , 40 mg/kg) ile kargilagtinldiginda istatistiksel anlamii
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V. TARTISMA:
V.1.) Piridoksin’in Antinosisepsiyonu:

Piridoksinin koenzimatik formlarinin birgok biyokimyasal reaksiyona
istirak ettikleri fyi bilinmektedir. Yapian aragtimalarda 100'den fazla piridoksal
fosfat (PLP) bagimii enzim bulundugu ve bunlann da bliylk goduniugunun gesitll
amino asitlerin  katabolik reaksiyonlarina igtirak ettifi gosterilmigtir. Sinir
sisteminde putatif nédrotransmitter olarak etkinlik gdsteren dopamin (DA),
noradrenalin (NA), serotonin (6-HT), &-aminobdtifk asit (GABA), taurin,
sifingolipidier ve poliaminler piridoksal fosfat (PLP)-bagimh enzimler araciigiyla
sentez edlimektedir. Bu anlamda saylan ndrotransmitterlerin fizyolojik ve

farmakolojik etkinfiklerinde piridoksin diizeylerinin kritik bir roli bulunmaktadir'®,

Ozellikle piridoksin baglmll enzimlerden glutamik asit dekarboksilaz )S-OH
triptofan dekarboksilaz ve omitin dekarboksilaz hayvanlardakl piridoksin
yetmeziigi ve nérolojik defektlerden sorumiu olarak 6zel bir 6neme sahiplerdir.
Substrat spesifitesi gdsteren ve PLP bagimh bir enzim olan L-aromatik amino
asit dekarboksilaz; katekolaminler ve serotonin sentezinde majér eikinlije
sahiptir. Bg yetmezlii olan hayvanlarin beyin dopamin ve noradrenalin diizeyleri
yetmeziikten Snemli Olglide gfkil‘enmezken serotonin dlizeylerinde dnemli

azalmalar oldugu da saptanmi§t|r45. Diger taraftan piridoksin dahil olmak iizere

tlim B kompleks vitaminlerinin guanilat siklaz aktivasyonu yaptig: ve s-GMP
diizeylerini arttirdigi ve bu siklik nikeotid araciidiyla DNA ve proteln sentezinde
artis olugturdugu gibi gesitii fizyolojik aktivitelere katki sagladigi deneyse! olarak

gosterilmistir 77'16’49'74’15'1?. Bunlara ek olarak gerek deneysel gerekse gesitli
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agnih Kinik durumlarda piridoksinin antinosiseptif aktivite veya analjezik etki

45,46,47,48,49, 50

gdsterdidi de bilinmektedir Bu calismada piridoksin 0.0625-1.0 -

mg/kg dozlar arasinda galiglimig ve kontrol p-BK kivranma sayilariry tim doz
diizeylerinde p<0.05 istatistiksel anlami olarak % antinosiseptif aktivite
cinsinden inhibe etn;nigtir. Probit regresyonla Litchfield & Wilcoxon yontemine
gore EDgp degeri 0.43 (0.19-0.93) ma/kg olarak hesap edilmigtir. Bu doz
diizeyinde yapilan bir grup farede (n= 10) yapia deneyde abdominal

konstriksiyonu da % 47.7+ 3.86 dlizeyinde inhibe etmigtir,

Piridoksinin bu etkisinde diger bolimlerde de anlatidigl Gzere L-arjinin:
NO yolunun rolﬁ.aragtlrllrmg ve L-arjinin L-NAME ve metilen mavisi ile kombine
etkileri denenmigtir. firi;lpksinin olusturdugu antinosisepsiyonda serotonerjik
néronlar aracilifiyla agrinin desandan inhibitdr yollarinin uyariimasinin rolll
olabilecedi ileri striiebilir. Séntral serotonerjik aktivitenin PLP-bagimii zellik
gosteriyor olmasi ve pmdoksm yetersizliginde 5-HT sentezinin, 6nemli Glglide
azalmasl bu olasihg guglendlrmektedlr Diger yandan nonsterondal bir analjezik

ve antiinflamatuvar olan Diklofenak ile yapilan kombinasyon gcaligmalarinda

Diklofenakin fare kivranma testinde olusturdugu antinosisepsiyon Bg vitamininge
10 kez daha potansiyalize edilmigtirso. Bu etki Diklofenakin Tip-H| down regllator

bir analjezik olmas bakimindan Snemlidir®'. Nosiseptorlerde  direkt
downreglilasyon olusturan analjezikjierin meydana getirdigi etkide - L-arjinin:
NO/s-GMP yolunun katkisinin  bulunduguna dair artan kanitlar da

bulunmaktadlrsa._ Yine nitrik oksidin retrograd transmitter zeliiklerinin

supraspinal nosiseptif proseslerde GABA'nin da aktive ettigi NMDA reseptdr
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araciiikli oldugunun gésterilmesi ve GABANIN piridoksal fosfat-bagimli enzimler
araciligiyla sentez ediliyor olmasi piridoksinin antinosiseptif etkisiyle L-arjinin:

NO yolu arasinda bir iligkinin bulundugunu telkin etmektedirsa.

V. 2) L-Arjinin Antinosisepsiyonu ve Piridoksinle Etkilegsme

L-arjinin, NO preklirsoril olan bir amino asittir. L-arjinin’in nosiseptif

54,55,56,57,58
. B

proseslerdeki roliine dair gesitli galigmalar bulunmaktadit u

gallgn";alar, |-arjinin’in  nosisepsiyon modiilasyonunda dual etkinlide sahip
olddgunu gbstermistir. L-arjinin’in  beyinde supraspinal ve spinal dlzeyde

olusturdugu etkiler nosisepsiyon veya antinosisepsiyon bigimindedir.

L-afjinin, supraspinal dizeyde diger opioid reseptorlerden bagimsiz
sadece c-opioid reseptdriere etki eden B-endorfin aracifikll bir antinosisepsiyon
g:‘:‘:stennektedirm’ez. Beyinde ise bir met-enkefalin salivericisi olan kyotorfin

prekiirsdri olarak etkinlik gdstermekte ve saliverilen noropeptid aracihigiyla

antinosisepsiyon olugturmaktadlrse'ST’SB. Diger taraftan L-arjinin'in gerek beyinde '

ve gerekse spinal diizeyde NO: s-GMP araciikli nosisepsiyon olugtururken ayni
yo! araciligiyla periferik sinir sisteminde kan akiminda arhg yaparak ve
nosiseptdrier lUzerinde direkt etkiyle antinosisepsiyon olusturmaktadir. Ancak
periferik nosisepsiyon modulasyonu da dual bigimde dlzenlenmekte olup L-
arjinin inflamasyonlu dokuda damar gecirgenligini arttirarak nosisepsiyon

i . 58,59 e o
lnduklemekted% . L-arjinin’in bu etkilerinin doz uygulama yolu ve zaman

bagiml olduklan da gésterilmigtir.
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Bu galigmada kuflanitan kivranma aljezi modeli indiiktéri olan p-
benzokinon, literatiirde adi gegen deney modelleri iginde simdiye dedin
gosterimemistir. L-axjinin igin taranan makaleler igerisinde bir galigma harig
uygulama yolu i.s.v., i.p.l. veya it olarak bildirilmistir. Bu tez kapsaminda ise
sistemik uygulama olarak s.k. yol tercih edilmigtir. L-arjinin igin 0.125-5 mg/kg
s.k. yolla uygulanmas! tek bagina p-BK kontrol kivranma sayilarindan p<0.05
anlamii olarak farklilagan bir inhibisyon olugturmaktadir. Bu doz araliginda doz-
bagimii bir arig olmakla beraber, doz aralifinin - gok yakin olmasi, medyan

efektif dozun (EDsp) hesaplanmasina sebep olmustur. 10-40 mg/kg arasl

dozlarda ise doz-bagimh bir nosiseﬁsiyon gozlenmigtir. Daha onceki
caligmalarda kullanilan 50 mg/kg doz ise ilging olarak % 17+4.3'lik yeniden bir
antinosisepsiyon cevabi olugturmustur. Piridoksin ile kombine edilen 0.32 ve 5
mg/kglik L-arjinin dozlarinda eldé edilen antinosiseptif yanitta L-arjininiin tek
bagina olugturdugundan farkll bir dﬁzey istatistiksel olarak saptanmamigtir. Bu
bakimdan itk antinosiseptif aktivite fazinda piridoksinin aracilik ettigi herhangi bir

etkilegme sdzkonusu degildir.

Piridoksinin 0.43 mg/kglik dozu ile 40 mg/kg L-arjinin kombine
edildifinde bu doz dlzeyinde L-arjininin olusturdugu nosisepsiyon tersine
gevrilerek % 4.1x9.3'Wk bir antinosisepsiyona déniligmektedir. Bu etki,
piridoksinin olaya katki sadladigimi telkin etmektedir. $6yle ki yapian bir
¢aligmada supraspinal olarak (i.s.v. ve i. sist.) farelere uygulanan L-atjinin ve L-
kyotorfin'in kuyruk gekme refleksinde olugturduklar inhibisyonun mekanizmasi
arastinidiginda L-arjinin’in etkisinin kyotorfin aracilikl oldugu ve biylk olasilikia

beyin kdki spinal sistemdeki kyotorfin formasyonunu N desandan noradrenerjiik
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ve serotonerjik sistem aktivasyonuna sebep olarak antinosisepsiyon meydana
getirdigi ileni sﬂrﬁlmﬁgtﬂrso. Bu calisma, L-afjinin’in dual etkilerine yeni bir boyut
katmig olup kyotorfin etkilerinin beyinde ve spinal uzantida desandan aminerjik
inervasyonu taklit eder bir bigimde oldugunu gostermektedir. Spinal diizeyde L-
arjinin’in etkilerinin nosisepsiyon oldugu bilinmektedir. 10-40 mg/kg'hk dozlarda
gikan ikinci faz nosiseptif bir cevabin piridoksin tarafindan restore edilmesi NO:
s-GMP araciikh L-érjinin’le indUkienmig nosisepsiyonun beyin serotonin
dtizeylerindeki artigla ve desandan inhibitér serotonerjik sistemin aktivasyonuyla
nosisepsiyona gevrilme olasiligini telkin etmektedir. Bunun anlagilabilmesi igin
farelerin rezeminize edimesi veya p-klorfenilalanin metil esteri uygulamasinin
yapiimast yarar olacaktir. Diger yandan 50 mg/kg’lik s.k. L-arjinin uygulamasi
0.43 mg/kg'lik piridoksin ile kombine edildifinde her iki kogulda- da meydana
gélen Aantinosisepsiyon % 17+ 4.3'den % 37.7x1.6'ya p< 0.05 istatistiksel
anlarﬁh bir artig géstermektedir. L-arjinin’in daha onceki galigmalarda da
gbzledigimiz bu doz dizeyindeki antinosiseptif etkisi, periferik olarak aljezi
yoresindeki kan akimindaki artig veya hosiseptc‘.‘wrler Uzerindeki direkt etkiye bagl
olabilir. Durum béyleyse her iki kogulda da etki NO: s-GMP aracilikli 6Iup bu da
NO'nun, nosisepsiyonu hem stimule hem de suprese ettigini gosterir. Piridoksin
kombinasyonu ile antinosisepsiyonun potansiye olmasi nitrik oksit sentazin da,

guanil siklaz gibi PLP-bagimli enzim oiabilme olasiligini hatira getirmektedir.

1. i.s.v. L-asjinin farelerde &n uygulanmasi i.s.v. olarak p-endorfinle
indiiklenen kuyruk gekme refleksindeki Inhibisyonu potansiye etmektedir. Bu
potansiyalizasyon ‘L-ar]‘inin’le beranber nitrik oksit sentaz inhibitérd olan L-

NAME uygulanmasinda parsiyel olarak inhibe olmaktadir. Bu goziem -
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afjinin'den nitrik  oksit sentezinin artiginin p-endorfinle  inddklenen

antinosisepsiyonu potansiyalize ettigini gdstermektedir.

2. Farelerde i.s.v. yoldan én uygulamayla L-arjinin uygulanmasi e-opioid
reseptér agonisti B-endorfinte indiklenen kuyruk geri ¢cekme refleksindeki
inhibisyonu zaman ve doz bagimli olarak potansiye etmektedir. Buna karsilik p-
agonisti olan morfin ve Damgo, 8-agonistj olan DPDPE ve K-agonisti olan U50,
488H ile ayn! bigimde indiikienen alj_eﬂde L-atjinin‘in rolii olmadig anlagimigtir.
Bu sonuglar L-arfinin’in selektif olarak  e-opioid reseptér agonistlerince
indiiklenen antinosisepsiyonu potansiye ettigini goéstermektedir. Diger taraftan
spinal uygulama yolu olan intratekal uygulamada L-arjinin’le herhangi bir
potansiyasyonun olmadigi ve bu etkinin sadece L.s.v. uygulama ile gdzlenebildigi
dikkate alindijinda B-endorfiﬁle'indﬁklenen antinosisepsiyonun supraspinal
dizeyde bulundugu ortaya c¢ikmaktadir. Bu buigular ayrica NO/ s-GMP
sisteminin  B-endorfinle aktive edilen desandan agn kontrol sistemini aktive

ettiini gostermektedir.

3 L-arjinin antinosiseptif aktiviteye sahip bir (met®) enkefalin salivericisi
olan kyotorfin (tirozil arjinin) prekirséridir. Bu ¢alismada L-arjinin’in siganiarda
antinosiseptif etkisi caligiimigtir. Karrageninle penge o&demi olugturuimus
siganlara L-arjinin sistemik olarak s.k. yoldan uygulanmigtir. Antinosiseptif etki
Randall Selitto metodu ile denenmistir. Periferik selektif opioid antagonisti olan
Naloksan s.k. olarak L-arjinin’le indlikienen antinosisepsiyonu inhibe etmigtir. L-
arjininin i.s.v. olarak injeksiyonu karrageninle indiklenen hiperaljeziyi doz

bagimh olarak inhibe etmigtir. intraplantar olarak uygulanan L-atjinin Naloksana
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direngli bir bigimde ve ancak guanilat siklaz inhibitérl olan metilen mavisiyle
antagonize edilen bir antinosisepsiyon olugturmustur.  L-arjinin’in s.K.
uygulanmasi penge Sdemini inhibe etmemistir. Bu sonuglar, sistemik olarak
uygulanan L-arjininin siganlarda karrageninle indiklenen hipraljeziyi santral

opiyaterjik mekanizmalarla inhibe ettidini digtindlrmektedir.

4, Fare pengesine intraplantar karragenin injeksiyonu penge basing
testiyle Slglidugunde hiperaljezi olugturmaktadir. Endojen analjezik Dbir
néropeptid olan kyotorfinin olast prekirsérl olan L;arjinin'in (100-10'00 mg/kg)
s.k. injeksiyonu doz-bagimh olarak karrageﬁinle indlklenen hiperaljeziyi inhibe
7etme.ktedr. Bu etki Naloksan, Naltrindiol ( 8-opioid antagonist enkefalin
antagonisti) ve D-arjininin s.k. uygulanmasi ile antagonize edilmigtir. 'Sistemik
uygulanan L-arjininin hiperaljezik farelerdeki antinosiseptif etkisi I.s.v. L-osit-L-
arjinin uygulanmasiyla inhibe edilmistir. L-arjinin ve kyotorfinin i.s.v. uygulanmasi
hiperaljezik farelerde  antinosisepsiyon olugturmustur. L-arjinin’in  bu
antinosiseptif etkisi i.s.v. D-arjinin uygulanmasiyla bloke edilmigtir. Bu
uygulamadan kyotorfin antinosisép_'éiydnu etkifenmemi§tir. Bu sonuglar L-arjininle
indiiklenen antinosisepsiyonun santral sinir sistemindeki énce kyotorfinerjik ve
takiben opiyaterjik (enkefalinerjik) siniflerin  aktivasyonuyla gelistigini

digindirmektedir.

5. Fare basina 10-100 mg dozlarda i.s.v. olarak uygulanan L-arjinin
kuyruk ger gekme refleks testinde farelerde antinosisepsiyon olugturmugtur. Bu
antinosisepsiyon s.k. olarak NTI selektif opioid antagonisti Naitrindol'lin én

uygulanmas! durumunda veya kyotorfin (endojen-met-enkefalin  saliverici)



-85-

reseptér antagonisti olan L-gsil-L-arjinin (Leu-Arg= ile L-arjininin kombine

uygulanmasi durumunda ortadan kalkmigtir.

NO sentaz inhibitérii olan L-NAMEn 3-10 pg/fare doziarda i.s.v.
uygulanmasinda Naloksana (s.k.) NTlya (s.k.) ve Leu-Arg'a (i.s.v.) rezistans olan

bir antinosiseptif aktivite ortaya gikmigtir.

L-NAME (i.s.v.) ile indiklenen "antinosisepsiyon kendisi de bir
antinosiseptif aktivite gdsteren L-arjinin (i.s.v.) tarafindan degistirimemigtir.
Fakat L-arg + Leu-arg (i.s.v.) ile kombine injeksiyon veya NTi dan sonra L-arjinin
(i.s.v.) ile beraber veriimesi bu aktivitede dlisme yapmigtir. Solubl guanilat siklaz
inhibitdrll olan metilen mavisi 0.1-1 pg fare bagina dozlarda is.v. olarak
antinosisepsiyon olugturmugtur. MM (i.s.v.) ile veya L-NAME (i.s.v.) Ile
indiiklenen antinosisepsiyon dibitiri-s-GMP ile  kombine uygulanmasinda

onlenmigtir.

Bu bulgular, L-arjinin’in beyindeki nosiseptif proseslerde dual bir role
sahip oldugunu ve kyotorfin-met-enkefalin yolagiyla antinosiseptif NO-s-GMP

yolagiyla ise nosiseptif oldugunu diglindirmektedir.

6. Farede formalinle indiiklenen davranigsal nosisepsiyonda L-arjinin ve
L-NAME’in i.plantar uygulanmasiyla olugan etkiler denenmigtir. D degil L-arjinin
penge bagina 0.1-1 pg dozlarda formalinle kombine olarak ve i.pl yoldan
uygulandiginda itk degi! ikincl faz nosiseptif cevaplan artirmigtir. Bu cevaplar

penge bagina ancak 3 mg'dan sonra anlamillik géstermig ve ters olarak da 10
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mg penge basina uygulamalar gan seklinde bir doz cevap egtisiyle sonlanan bir

antinosisepsiyon gbstermigtir.

L-NAME'in tek basina 0.1-1 pg penge bagina i.pl uygulanmasi ikinci
fazda doz bagimli antinosisepsiyon olugtururken D-enantiomerinin herhangi bir

etkisi olramigtir.

L-NAME’in antinosiseptif dozu (1 ug/penge bagina i.pl.) L-afjinin’in digitk
dozlan ile (1 pg/penge i.pl.) ortaya gikan ikinci faz nosisepsiyenu diigtrmektedir.
L-arjinin 10 mg/penge i.pl. uygulandiinda ise ikinci-faz nosisepsiyonda azalma
ortaya gikmakta ve bu sefér de 0.1 pg/pence i.pl. L-INAME olayi formolin kontrol(i

diizeyine kadar tersine gevirmektedir.

Bu sonugclar, periferik NO'nun nosisepsiyon modiiasyonunda dual bir
role sahip oldugunu ve doku diizeylerinin nosiseptif ve antinosiseptif cevaplan

indiikiedigini telkin etmektedir.
V.3) L-NAME Antinosisepsiyonu ve Piridoksin’le Etkilegme .

L-NS-Nitroarjinin (L-NOARG) ve metil esteri (L-NAME) ile L-N®-monometil
arjininin ( L-NMMA) ve L-N®-Nitroarjinin’in vaskiler endote! hiicrelerde nitrik oksit

sentazi ve sonucta nitrik oksit sentezini selektif olarak inhibe ettidi

e 61,62,
gostenlmls,:tlr1 &

. Moore ve arkadaglan bu selektif inhibitdriin ayni zamanda

antinosiseptif etkinlige sahip oldugunu farelerde gerek formalinle indiklenen
penge yalama testi, asetik asitle indliklenen abdominal konstriksiyon ve gerekse

sicak plak testlerinde géstermiglerdirﬁa. Bu caligmada abdominsal konstriksiyon

% 0.6'lik i.p. asetik asitle olugturulmus ve L-NAME'de i.p. 75 mg/kg'ik dozda
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uygulanmigtir. Bu test modeli de dahil olmak (zere sonuglar NO veya L-
atjinin’den sentezlenen benzeri maddelerin farelerde santral olarak olugan bir
agn kalibina fizyolojik bir katki sadladiyi bu agnda periferik duyusal sinir
uglarinda geligen olaylarn da rol bulundugu ve L-NAME'n nosisepsiyon
kalibini naloksanla etkilenmeyen non-opioid bir bigimde etkileyerek antinosiseptif

aktivite olusturdugu bigiminde yorumlanmigtir.

Ayni grubun bir bagka galigmasinda L-NAME ve L-NMMAnin
antinosiseptif aktiviteleri formalinle indlklenen penge yalama testinde denenmis
ve anilan inhibitdrlerin gerek i.p. ve gerekse i.s.v. olarak uygulanmélarmda
penge yalama zamanini ne kadar degistirdikleri gdzlenmigtir. I.p. uygulamada L-
NMMA herhangi bir antinosiseptif etki gostermezken L-NAME'in gerek ip. ve

gerekse is.v. uygulamasiyla potent bir antinosiseptif aktiviteye sahip oldugu

bildirilmigtir>*.

1992'de yapilan bir bagka galigmada L-NAME'in farelerde olugturdugu
antinosiseptif aktivitenin mekanizmasi aragtinimigtir. Lp. olarak uygulanan -L-
NAME kuyruk gekme refleksi sicak plak ve fenil-p-kinonla indi]klénen abdominal
konstriksiyon aljezi modellerinde doz-bagimh olarak antinosisepsiyon
olusturdugu gosterilmigtir. Katekolamin deplesyonu saglayan 6-OH-dopamin ve
rezerpin veya serotonin sentez inhibitérl olarak p-klorfenilalanin metil esteri én
uygulamalarinin anilan aljezi modellerinde L-NAME’in antinosiseptif aktivitesini
azalttigi gosterilirken selektif oy adrenoseptér antagonisti prazosin ve nonselektif

a-adrenobloker fentolaminin én uygulamalarinin da L-NAME antinosisep-

siyonunu antagonize ettifi saptanmigtir. Diger yandan op-adrenoseptor
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antagonisti idazoksan 5HT, reseptdr blokeri ketanserin D dopamin reseptdr

antagonisti () sulpirid ve opioid antagonisti Naloksan én uygulamalarinin ise L-
NAME antinosisepsiyonuna etklisiz bulunmasi L-NAME'in farelerdeki muhtemel

etkilerinin adrenerijik ve serotonerjik sinapsiar aracilifiyla oldugunu telkin

etmigtires.

Bu galismada L-NAME 18.75-150 mg/kg doziar arasinda uygulanmistir.
L-NAME uygulamas! literatiirdeki ¢afigmalardan farkli olarak s.k. uygulamadir.
Abdominal konstriksiyon indiklenmesi de literatlirde kullanilan maddelerden
farkll olarak p-benzokinondur. 18.75, 37.5 ve 756 mg/kg dozlarda sirasiyla %
35.9, 38.1 ve 33.3'lk antinosiseptif aktivite doz bagimh olmakia beraber kontrol
kivranma sayisina gore dederlendirildiklerinde p<0.05 dizeyinde Iistatistiksel
anlamhidir. 150 mg/kg'lik dozda ise antinosisepsiyon % 79.7 dlizeyine ylkselmis
ve bd aktivitenin diger biitiin doz diizeylerinden p<0.05 istatistiksel anlamli farkli

oldugu hesaplanmistir. Bu durumda L-NAME igin EDsp dozu hesaplanmamigtir.

Piridoksin’le kombinasyonu igin daha onceki galigmalarda da kullanilan 75
mg/kg'lik diizey segilmigtir. Piridoksin ile kombine uygulama % 63.7x1.1'lik bir
antinosiseptif aktivite olusturmug bu etkinin piridoksinin tek basina olusturdugu
% 47.7+3.9luk aktiviteden istatistiksel farkl oldugu hesaplanmigtir. Piridoksin ve
L-NAME’in tek ve kombine olusturdudu etkiler her ikisinin de L-atjinin: NO

aracilikl bir nosisepsiyonda rolierinin bulundugunu tetkin etmektedir.

Nitrik oksit sentaz inhibitdri olan L-NAME'in antinosiseptif ertkisinin 5-HT
sentez inhibitéri p-kiorfenil alanin metil esteri uygulanmasinda disgirulilyor

olmasi periferik sinir uglarindaki nosisepsiyonda serotonerjik néronal bir
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diizenlenmenin bulundugunu ve 5-HT'nin periferik aljezik etkilerinin NO aracilikh
olabilecegini telkin etmektedir'2. Diger yandan santral 5-HT sentezi bakimindan

piridoksal fosfata gereksinim olmast ve piridoksin yetersiziiginde beyin
serotoninin dusliyor olmasi da agrinin desandan inhibitér yollar: bakimlndan
gerek 5-HT'ye olan gereksinimi gerekse piridoksinin bunu restore eden madde
oldugunu gosterir (V.1.1.). Bu durumda L-NAME ve piridoksin kombinasyonunun
uygulanmasinda antinosiseptif aktivitenin anilan maddelerin tek bagina
uygulamalarina gore potansiyalize olmasi iki sonuca bagt gibi gériinmektedir.
fiki L-NAME'in periferik duyu sinir uglarnda agriya aracilik eden nitrik oksiti nitrik
okmsit sentéz inhibiéyonu ile etkisizlegtin'nesi‘ikincii ise santral 5-HT dizeylerinin
piridoksin araciligiyla aktive edilerek santral aljezik inhibitdér 5-HT aktivitesinin

arttinimast bigimindedir.

V.4) Metilen Mavisi Antinosisepsiyon ve Nosisepsiyonu ile

Piridoksin Etkilegmeleri

Endotel bagimh diz kas gevgemele'rinin' L-arjinin’den sentezienen nitrlk
oksitle olustugu ve bunun vaskiiler endotel hicrelerin gesitli hormon ve

nérotransmitterlere kargl bir cevebi oldugu bu cevapta da ayni zamanda

intraselller Ca*? konsantrasyonunun ylkdselmesinin rold bulundugu klasik bir
bi!gidirea. NO’nun guanil siklazi aktive etmesine bagli s-GMP artigi da diz kas

gevsemelerinden sorumludur. Metilen mavisinin selektif olarak solubl guanil

siklazi inhibe ederek vaskiiler diz kaslara s-GMP akimilasyonunu &nledidi pek

67,68,69

gok caligma ile gosterilmistir . Diger taraftan yapilan bir bagka ¢aligmada

da metilen mavisinin vaskiler endotel dokuda guanil siklazin yanisira selekiif
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olarak nitrik oksit sentaz| da inhibe ettigi gésteri[migtirm. Vaskiller doku diginda

metilen mavisinin i.s.v. uygulamasinin fare kuyruk geri gekme refieksinde doz
bagimit bir antinosisepsiyon olusturdugu ve bunun kombine dibltirl s-GMP

uygulanmasiyla restore edildigi de gosterilmistir(V. 2-5).

Bu galigmada, p-BK ile indiiklenen aljezide metilen mavisi s.k. uygulama
ile 5-20 mg/kg dozlarda doz-bagimli olarak azalan bir antinosisepsiyon
g6§termi§tir. Bunlarin kontrol p-BK degerierine gére p<0.05 istatistiksel anlamii
olduklar hesaplanmigtir, Metilen mavisi 40 mg/kg dozda ise daha onceki
caligmalarimiza uygun bir bigimde % 35.8x7.4'lik bir aljezi potansiyalizasyonu
yapmistir. 80 ve 160 mg/kg'lik doz dizeylerinde ise metilen mavisi igin aktivite'
profili tekrardan bir hip&aljezi olmustur. Bu etkiler gézdniine alindiginda metilen
mavisi igin nosisepsiyon modulasyonunun santral ve periferik olarak dual
roltiniin bulundugu &ne strdlebilir. Beyin ve spinal diizeyde L-arjinin: NO-s-GMP
yolunun nosisepsiyon olugturdugu gézéniine alinirsa gerek guanil siklaz ve
gerekse nitrik oksit sentazin metilen mavisiyle inhibe ediliyor olmasi
antinosiseptif aktiviteyi agiklamaktadir. 5 mg'lik metilen mavisi doziarinin tek
bagina olugturdugu % 75.5:4.9'luk antinesiseptif-etki-ayni-doz. diizeyinin 0.43
mg/kg'lik piridoksin ile kombine edildiginde p<0.05 istatisatiksel anlamsiz %
60.4x2.5'luk bir antinosisepsiyon diizeyinde olmasi da metilen mavisinin spinal
duzeydeki etkisi arasinda sayilabilir. Piridoksinin guanil siklazi ve s-GMP aktive
ettigi bilindiginden (V.1-2) metlen mavisi cevaplarindaki diisig piridoksin
aracilikil bir s-GMP artisinin spinal diizeyde NO aracilikll nosisepsiyona yol

actigini diglindiirmektedir.
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Periferik nosisepsiyon modillasyonunda NO guanil siklaz ve s-GMP
aracilikll kan akimi artig! ve nosiseptdr diizeyinde direkt etkiyle antinosisepsiyon
olugturmaktadir. Metilen mavisi 40 mg/kg'lik dozda periferik olarak etki gosterip
gerek guanil siklaz ve gerekse nitrik oksit sentaz-inhibisyonuyla aljezi meydana
getiriyor olabilir. Bu doz dﬁ;eyinin 0.43 mg/kg’lik piridoksin ile kombinasyonu
metilen mavisinin. tek basina gosterdigi % 35.8x7.410k aljeziyi % 39.4£2.2'lik
diizeyinde ve p<0.05 anlamh olarak aljeziden analjeziye restore etmesi de
yukardaki spekillasyona katki sadlamaktadir. Bu bulgulara bak!ldiginda
piridoksin L-arjinin L-NAME ve metilen mavisi doz bagimlh olarak gerek tek
baglahna 've gerekse kombine uygulamalar antinosiseptif aktivite
olusturmaktadirlar. L-arjinin ve metilen mavisinin nosisepsiyon moddlasyonunda
dual rolleri bulunmakta ve bu etkilerde L-arjinin: NO-s-GMP yolunun santral ve
periferik olarak agn modulasyonunu her iki yonde de etkiledigini 'géstermektedir.
Piridoksin gerek guanil siklaz ve gerekse s-GMP igin bir kofaktor oldugundan
periferik agn yollarinda NO'nun antinosiseptif etkisine katk sadlarken santral
olarak da desandan inhibitér serotonerjik yollardaki aktive edici etkinligine bagi

bir bicimde antinosiseptif aktivite gdstermekiedir.
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OzET:

Bu ¢alismada farede parabenzokinonla olugturulan kivranma aljezisinde
Piridoksin’in olusturdugu % antinosiseptif aktivitede nitrik oksitin roll

aragtinlmigtir.

Piridoksin (0.43 mgfkg), L-Arjinin (0.32, & ve 50.0 mg/kg), L-NAME (75
mg/kg) ve Metilen mavisinin (5 ve 40 mg/kg) p-BK kivranma aljezisindeki etkileri

tek baglarina ve kombinasyon uyguiamalar bigiminde denenmisgtir.

Sonug ‘olarak piridoksin, morfin, L-Arjinin, L-NAME ve Metilen Mavisi
antinosisepsiyon olugtururken ,L-arjinin 10-40 mg/kg dozlar arasinda ve metilen
maviside 40 mg/kg dozda hiperaljezi meydana getirmigtir.L-arjinin ve Metilen
Mavisi nosisepsif proseslerde dual bir etki gdstermektedir. Bu bilegiklerin
hiperaljezik etki[eri 0.43 mg/kg piridoksin dozuyla_kombine edildiginde tamamen
inhibe edilmigtir. Bir guanil sikiaz ve s-GMP aktivatérli olan piridoksin igin
yukarda alinan sonuglar, bu bilesigin antinosiseptif etkisine L-arjinin/NO-s-GMP

yolaginin istirak ettigine bir kanit sayilabilir.
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SUMMARY

in this study,the role of endogenous nitric oxide in antinociceptive activity
of pyridoxine has been investigated by p-benzoquinone (p-BQ) induced writhing

algesia model in mice.

The effects of pyridoxine (0.43 mg/kg), morphine (0.13 mg/kg), L-arginine
(0.32, 5. 50 mg/kg), L-NAME (75 mg/kg) and methylene blue (MB 5 and 40
mg/kg) in the abdominal constriction of mice induced by p-BQ, were evaluated

by s.c single and co-administrations .

As a result, pyridoxine , morphine, L-Arginine, L-Name and Methylene
Blue were induced antinociception where as L-arginine and Methylene Blue

possessed hyperalgesia at dose levels 10-40. and 40 mg/kg respectively.

L-arginine and methilene biue indicates a dual effect in nociceptive
processes whereas hyperalgesic activities of both compounds were totally
abolished when combined with 0.43 mg/kg pyridoxine. As pyridoxine is an
activator of guanyt cyclase and evident c-GMP, The abovementioned results are
that L-arginine/NO-c-GMP pathway involves the antinociceptive effect of the

compound.
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