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I. GIRIS VE AMAC

Agri, hastalarin saglik kuruluslarina basvurmalarina neden olan
ortak semptomlardan birisidir. Son yillarda agr1 mekanizmalar1 ve agr
tedavileriyle ilgili ¢ok Onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Agri ile ilgili

calismalar halen devam etmektedir.

Nebivolol, selektif bir B;-reseptor antagonistidir. Nebivololiin
nosisepsiyon iizerindeki etkilerinin arastirildigi herhangi bir calisma mevcut
degildir. Nebivolol nitrik oksit sentaz araciligiyla nitrik oksit tiretiminde bir
artisa neden olur. Nitrik oksitin de nosisepsiyon iizerinde ¢ok onemli etkileri
oldugu yapilan calismalarla ispatlanmistir. Nebivololiin nosiseptif
proseslerdeki roliintin biiyiik olasilikla nitrik oksite bagli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Nitrik oksitin nosisepsiyon iizerindeki etkileri oldukga
karmasiktir; spinal ve supraspinal diizeylerde hem nosisepsiyon hem de

antinosisepsiyon olusturabilir.

Agr1  siddeti  giinin  farkli  zamanlarinda  farkliliklar
gostermektedir. Bu yilizden agri calismalarinda agrinin ritmisitesi de goz

oniinde bulundurulmalidir.

Bu c¢alismada farede kimyasal aljezik para-benzokinon ile
indiiklenen abdominal konstriksiyon (writhing) agr1 modelinde selektif f3;-
reseptor antagonisti olan nebivololiin analjezik etki kalibinda, L-arjinin-
NO\sGMP yolaginin rolii ve kullanilan tiim maddelerin ve kombinasyonlarinin

kronobiyolojik degisiklikleri arastirilmistir.



II. GENEL BIiLGILER

ILA. AGRI

1979 yilinda IASP’nin (International Association for the Study
of Pain) taksonomi komitesi agriy1 su sekilde tanimlamistir: Agri; var olan
veya olas1 doku hasarina eslik eden veya bu hasar ile tanimlanabilen, hosa
gitmeyen duysal ve emosyonel bir deneyimdir. Tanimdan da anlasilacag: gibi
agri, oznel bir kavramdir'. Agrmm temel 6geleri sunlardir: nosisepsiyon,
agrinin algilanmasi, act cekme ve agriya bagli davranislar. Nosisepsiyon;
travmatik veya agrili uyaranlara karsi olusan noral yanit anlamina gelir, yani
agrinin olusumudur; fakat tiim agrilar nosisepsiyon sonucu olusmaz. Agri
algilanmasi duysal, emosyonel ve davranigsal etkenlerden etkilenen oldukga
karmasik bir olaydir. Aci ise korku, anksiyete, stres, sevilen bir seyin
yitirilmesi veya diger psikolojik olaylarla indiiklenen negatif bir yamttir'?.
Agriya bagli davraniglar ise agri ve aci sonrast kiside ortaya c¢ikan
degisikliklerdir. Bunlar kisinin yliziinii eksitmesi, bagirmasi, calismay1

reddetmesi, kagma kurtulma reaksiyonu seklinde siralanabilir’.

Agri1, kaynagina, siddeti ve siiresine, nedenine ve niteligine gore

4 ana grupta siniflandirilir:

I- Kaynagina gore:
a) Somatik agr1
1) Yiizeysel veya cilt agrisi
2) Derin agr1
b) Viseral agr1

¢) Yansiyan agri



d) Projekte agr
e) Psikojenik-fonksiyonel agr
II- Siddeti ve siiresine gore:
a) Akut agr1
b) Kronik agr1
III- Nedenlerine gore agrilar:
a) Bas agris1
b) Nevralji
c) Iskelet-kas agrilar
d) Artraljiler
e) Karin agrilari
IV- Niteligine gore:
a) Batic1 (miyelinli Ad tipi sinir lifleri)
b) Yanici (miyelinsiz C tipi sinir lifleri)

¢) Sancilt agr1 (miyelinsiz C tipi sinir lifleri)®

IL.A.1. AGRININ PERIFERIiK VE SANTRAL MEKANIZ-
MALARI

IL.A.1.1. PERIiFERIK AGRI

I1.A.1.1.1 Agr1 reseptorleri:

Agn algisi, nosiseptor olarak adlandirilan agri reseptorlerinin
stimiilasyonu ile baglar. Nosiseptorler serbest sinir uglaridir ve agrili fizyolojik
uyaranlara yanit verirler. Nosiseptorler bircok dokuda bulunur. Beyin ve
alveoller nosiseptor icermezken deri, periosteum, eklem yiizleri ve arteriyel

duvarlarda yaygin olarak bulunurlar. Nosiseptorler direkt ve indirekt olarak



uyarilabilirler. Direkt uyarilmalar1 mekanik, termal ve kimyasal agr1 uyaranlari
sonucu olusur’. Mekanik uyarana yamit veren mekanosiseptorler sikmaya ve
igne batirmaya duyarli, termal stimiilasyona yanit veren termonosiseptorler
asir1 basiya, asiri 1s1ya ve alojenlere duyarlidir. Kemoreseptorler ise kimyasal
stimiilasyona yanit verirler'. Indirekt uyarilmada ise mekanik, termal ya da
kimyasal agr1 uyaranlar1 sonucu ekstraseliiler siviya gecen kimyasallar indirekt

olarak nosiseptorleri stimiile eder.

Agn algilanmasinda bircok endojen kimyasal rol oynar. Bunlari

kimyasal yapilarina gore su sekilde siniflandirabiliriz:

1)Peptitler: P maddesi, bradikinin
2)Aminler: histamin, serotonin, asetilkolin
3)Lipidler: prostaglandinler

4)iyonlar: potasyum iyonu®

I1.A.1.1.2. Periferik agr sinir lifleri:

Nosiseptorler miyelinli Ad ve miyelinsiz C sinir liflerinin
serbest uclarinda bulunur. Miyelinli Ad lifleri hizli, keskin, akut ozellikteki
impulslari iletirler. Ince liflerdir, hizlar1 6-30 m/sn’dir. Miyelinsiz C lifleri ise
yavas liflerdir. Yanici, zonklayici ve kronik ozellikteki duyumlarn iletirler.
Hizlart 0,5-2 m/sn’dir’. Miyelinli A8 lifleri termal ve mekanik uyaranlarla
uyarilirken; miyelinsiz C lifleri polimodal 6zellik gosterirler, her tiirlii uyarana

kars: duyarlhdirlar’.



Agrili uyaran 4 asamada iist merkezlere iletilir:

1) Transdiiksiyon: Bir enerjinin bagka bir enerjiye doniismesidir.
Nosiseptorler belli bir 1s1ya duyarsizken 1sinin artmasiyla nosiseptorler duyarl

hale gecebilirler.

2) Transmisyon: Nosiseptorler tarafindan algilanan agrinin daha

cok Ad ve C lifleri ile iist merkezlere iletilmesi olayidir.

3) Modiilasyon: Agrili uyaranin spinal kord diizeyinde
degisiklige ugrayarak daha iist merkezlere iletilmesi. 1965 yilinda Melzack ve
Wall tarafindan ileri siiriilen kapi-kontrol teorisine gore deriden gelen

uyaranlar spinal kord ve beyinde modiilasyona ugrarlar.

4)Persepsiyon: Agrinim algilanmas’.

Viicudun herhangi bir yerinde olusan travma veya sinir tahribati
baska bolgelerde de hasara yol acabilir. Sonugta periferik ve merkezi sinir
sisteminde degisik yanitlar ortaya cikabilir. Bu anlamda agriy1 fizyolojik ve
fizyopatolojik agr1 olarak smiflandirabiliriz. Fizyolojik agr1 koruyucudur,
potansiyel harabiyete kars1 korur, gecicidir, kolay lokalizedir. Fizyolojik agri,
inflamasyon ya da sinir tahribati durumlarinda, periferde agrili uyaranlarin
nosiseptorleri uyarmas: ve bunun beyin tarafindan zararli bir uyaran olarak
algilanmasiyla ortaya c¢ikar'. Uzun siireli, giiclii, tekrarlayan agrilar agr
sistemini etkileyerek duyarli hale gelmesine neden olurlar. Bu da fizyopatolojik
agriya yol agar. Fizyopatolojik agrida Ad ve C liflerinin yaninda A lifleri de

aktif hale gecbilir. Fizyopatolojik agrinin 3 temel siireci vardir:
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Sekil 1. Spinal Sinir ve Lifleri



1) Periferik sensitizasyon: Infeksiyon, doku travmasi gibi
olaylar sonucu nosiseptor uclart asir1 duyarli hale gelerek 6nceden zararh

olmayan giicsiiz uyaranlar tarafindan aktive olurlar ve sonucta agri olusur.

2) Asirt uyarilabilir hale gelen duysal noronlar yollar iizerindeki
anormal bolgelerde ektopik desarjlar olusturarak fizyopatolojik agri

olusturabilirler.

3) Omurilikte ve beyindeki devrelerde amplifikasyon artisi
agrida artisa neden olur. Bu durum merkezi duyarlilasma (santral
sensitizasyon) olarak adlandirilir. Merkezi duyarlilasma NMDA reseptorlerinin
aktivasyonunu icerir ve NMDA reseptor antagonistleriyle engellenebilir.
Merkezi duyarlilagsmada sadece dokunmaya duyarli olan A afferentleri aktive
eden zayif uyaranlar agr olusturabilirler. AP afferentleri dokunma ve titresim

duyumunu iletirler’.

IL.A.1.1.3. Omurilikte agr1 iletimi:

Agrili  uyaranlar periferden serebral kortekse ii¢ ndron
yolaklariyla gecer. Primer afferent noronlar arka kok gangliyonlarinda
lokalizedir ve her birinin tek aksonu vardir. Bir uglari innerve ettikleri periferik
dokuya giderken diger uglar1 spinal kordun arka kokiine gider. Primer afferent
noronlar dorsal kokte ikinci sira noronlarla sinaps yaparlar. Bunlarin aksonlari
kontralateral spinotalamik traktus ile talamusa c¢ikar. Talamik nukleusta ii¢iincii
sira noronlarla sinaps yaparlar. Bunlarin uzantilar1 serebral korteksin
postsentral girusuna projekte olur. Bu alanlarda agrimin algilanmasi ve tam

lokalizasyonu yapilmaktadir.

1954 yilinda Rexod omurilik gri cevherindeki bazi yapisal

katmanlar1 tanimlamistir. Nosisepsiyonda lamina I, II ve V 6nemlidir.



Lamina I (marjinal tabaka)’deki hiicreler Oncelikle agrili
uyaranlara yanit verirler, zararsiz uyaranlara da yanit verdikleri bilinmektedir.
Ad ve C primer afferent nosiseptorlerin sonlandigi bolgedir. Cogunun aksonlari

pinotalamik traktusa karigmaktadir.

Lamina II (substantia gelatinosa) noronlart lamina I ve V’in
hiicrelerini modiile ederler. C ve Ad liflerinin sonlandigi bolgedir. Agrili

uyaranlara yanit veren kii¢iik interndronlar icerirler.

Lamina V’teki hiicreler agrili, agrisiz uyaranlara ve visseral
stimuluslara yanit verirler. Wide-dynamic-range (WDR, genis dinamik alan)

hiicreleri buradadir. Kalin ve ince afferent liflerden (Af, Ad) uyart alirlar'.

Somatik duyular viicuttan duyusal enfomasyon toplayan sinirsel

mekanizmalardir. 3 cesittirler:

1) Mekanoreseptor somatik duyular: Doku veya organlarin

mekanik yer degistirmesi ile uyarilirlar.

2) Termoreseptor somatik duyular: Sicak ve soguk algisinda rol

oynarlar.

3) Nosiseptif somatik duyular: Dokulara zarar veren bir uyari ile

algilanan agr1 duyusunda rol oynarlar.

Viicudun somatik segmentlerinden gelen duyusal enformasyon
omurilik arka kokiinden girer ve arka kordon sistemi ve spinotalamik sistem
icinde omurilikten kortekse dogru uzanir. AP tipi kalin duyusal lifler arka

kordon sisteminde somatik iletiyi saglar. Bunlar arka kokten girip arka kokten



gecerek omurilik boyunca yukari cikar, talamusa uzanir. Taktil duyusu
(dokunma, basing, vibrasyon gibi) tasirlar. Spinotalamik sistemde iletiyi C ve
Ao tipi lifler saglar. Bu sinirler arka boynuzdan girerek on ve yan kordon
olarak omurilik boyunca talamus ve kortekse ulasirlar. Spinotalamik sistem iki
demet halindedir. Birincisi neospinotalamik yol, agrinin direkt yoludur; ikincisi
ise spinoretikiilodiensefalik polisinaptik yol, agrinin indirekt yoludur, bulbus

ve mezensefalonun retikiiler formasyonunda sonlanir.

Viicutta Ao tipi lifler hizli, iyi lokalize edilen batic1 agri
duyumunu iletirken; C lifleri yeri belirsiz, kiint, yavas, gecikmis agr
duyumunu iletirler. Hizli agr neospinotalamik yol ile, yavas agrn ise

spinoretikiilodiensefalik yol ile iist merkezlere taginir".

Arka boynuzdaki agr1 siirecinde bazi ndérotransmitterlerin ve
ndromodiilatorlerin onemi biiyiiktiir. Glutamat ve aspartat gibi eksitator amino
asitler arka boynuzda agrili uyaranin iletiminde rol alirlar. NMDA ve
nonNMDA reseptorleri, glutamat reseptorleri, opioid (u, k), gaba, serotonin ve
adenozin reseptorleri; primer afferentlerden salgilanan P maddesi, nérokinin A,

CGREP gibi peptitler de nosiseptif transmisyon ya da modiilasyonda rol alirlar.

NMDA reseptorleri kronik agridaki uzun siireli degisikliklerde
onem kazanir. Uzun siire aktive olan nonNMDA ve ndrokinin reseptorleri
NMDA reseptorlerini harekete gecirir veya harekete hazir hale getirir. NMDA
reseptorlerinin aktivasyonu hiicre icinde agrili uyaranlara karsi hassasiyeti
arttirir. Dinlenme durumunda NMDA reseptor kanali magnezyum tikaci ile
bloke edilmistir. NMDA reseptorlerinin aktivasyonu norokinin reseptorlerinin
hareketine ve magnezyum tikacinin ortadan kalkmasina neden olur. Sonucta
hiicre i¢i kalsiyum girisi ve onkojen indiiksiyonu, nitrik oksit olusumu ve

sGMP, eikosanoidler ve protein kinaz C gibi maddelerin aktivasyonu



gerceklesir. Uzun siireli uyaran bu yolla glutamat salgilanmasina ve hiicrenin

veges . 2
oliimiine neden olur”.

Adenozin, arka boynuzda nosiseptif aktiviteyi ayarlar. A;
reseptorii adenil siklazi inhibe ederken, A, adenil siklazi stimiile eder.

Antinosiseptif etki A reseptorii araciligiyla gergeklesirl.

Opioid reseptorleri de pre- ve postsinaptik olarak arka boynuzda
bulunurlar. Presinaptik opioid reseptorlerinin aktivasyonu agr1 {izerinde

inhibitor etki olusturur?.

IL.A.1.2. SANTRAL AGRI

Periferde ortaya c¢ikan agrinin santrale tasinmasi asenden (¢ikan)

yol ve desenden (inen) inhibitor yol ile olur.

I1.A.1.2.1. Asenden (¢ikan) agr yollari:

Cikan agr1 yolu 2 sisteme ayrilir:

1) Direkt duyusal yol (neospinotalamik yol): Bu yol agrinin yer,
siddet, zaman gibi diskriminatif boyutlariyla algilanmasin1 saglar. A ve C
lifleri ile arka kokten giren agrili uyaran spinal gangliyonda substantia
gelatinosa 2. duyusal noron ile sinaps yapar. Kontralateral caprazlasma ile
omurilik 6n, yan kordounu olusturur ve talamusun spesifik c¢ekirdeklerine
cikar. Somestetik kortekse difiize olur.

2) Indirekt duyusal yol (spinoretikiiler yol): Bu yol
hipotalamusun medyan on beyin demeti iizerinden limbik sistem ve 6n beyni
uyarir. Agr ile ilgili emosyonel ve otonomik yanitlarin olugsmasini saglar. C

lifleri substantia gelatinosa’da sinaps yapar. Caprazlasarak 6n, yan kordonu
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olustururlar ve mezensefalik retikiiller formasyonda sonlanirlar. Spesifik

olmayan talamik ¢ekirdeklerden korteksin her tarafina difiize olurlar”.

I1.A.1.2.2. Desenden (inen) inhibitor yol:

Inen inhibitér yol 3 temel bilesenden olusur:

1) Periakvaduktal gri maddedeki (mezensefalondaki silvius
kanal bolgesi) ndronlardan baslayan bulbus retikiiler formasyonundaki n.raphe

magnus’da sinaps yapan yol.

2) Pons ve bulbustaki retikiiler formasyonun medyan kisminda
bulunan n.reticularis gigantocellularis ve n.reticularis parvocellularis’den

baslayan inici yol.

3) Locus ceruleus noradrenerjik inici yol.

Inen kontrol sistemi icinde serotonin, noradrenalin, GABA ve
glisin gibi cesitli norotransmitterler nosiseptif inputun inhibisyonunda ve
noropatik agrinin ortaya ¢ikmasinda rol alirlar. Noradrenalinin ise opioid

agonistleri ile sinerjistik etki yaptig1 gosterilmisir’.

II.A.2. DENEY HAYVANLARINDA AGRI OLUSTURMA
YONTEMLERI

Hayvanlarda agr1 esiginin ve analjezinin degerlendirilmesi

oldukca gii¢c bir olaydir. Agrili uyaran karsisinda hayvan kendini sozlii olarak
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ifade edemeyeceginden refleks, kagma gibi motor davranislarla ifade edecektir.
Bu davraniglarin dogru degerlendirilmesi hayvanin agriyr algiladigi anin

tespitinde bize yardimci olur.

Agn caligmalarinda elektriksel, termal, mekanik veya kimyasal

uyaranlar kullanilir.

Elektriksel uyaran: Kantitatif, tekrarlanabilir ve invazivdir.
Dogal tipte bir uyaran olmamasi ve yogun elektriksel uyarinin tiim periferik

sinirlerde uyariya sebep olmasi yontemin dezavantajidir.

Termal uyaran: Kiitanoz reseptorlerin uyarilmasi i¢in secici bir

yontemdir. Termal uyaran su testlerde kullanilir:

1) Tail flick ve tail immersiyon testleri: Fare ve sicanlarda
kullanilir. Tail flick testinde hayvanin kuyrugunun belli bir noktasina bir lamba
ile 1s1 ile uygulanir. Hayvan agriy1 hissettigi an kuyrugunu c¢eker. Uygulama
basladig1 andan hayvanin kuyrugunu ¢ekmesine kadar gecen siire tespit edilir.
Bu siire hayvanin agr esigini belirler. Is1 20 saniyeden fazla uygulanmaz, basit

bir yontemdir, cok fazla bireysel degiskenlik gostermez.

Tail immersiyon testinde ise hayvanin kuyrugu sabit sicakliktaki
suya batirilir. Test, hayvanin kuyrugunu ya da tiim bedenini cekmesi ile

sonlanir. Reaksiyon siiresi hayvanin agr1 esigini belirler.

2) Hot-plate testi: En ¢ok kullanilan testlerden biridir. Fare ve
sicanlarda kullanilir. 50-56°C’ye 1sitilmis bakir veya aliiminyum yiizeye
hayvanin pengesinin temas etmesi saglandiktan sonra arka ayagini ¢cekmesine

kadar gecen siire tespit edilir. Hayvanda agr1 yaniti olarak arka ayagin
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cekilmesi, pencelerini yalamasi gozlenir. Yontem cok fazla bireysel

degiskenlik gosterir.

3) Soguk uyaran testi: Daha cok kronik ya da noropatik agri
deneylerinde kullanilir. Hayvanin kuyrugu soguk suya batirilir ve kuyrugunu

refleks olarak cekmesi gozlenir.

Mekanik uyaran: Uyaran, alinan cevapla kesilir. Uyar spesifik

degildir. Mekanik uyaran su testlerde kullanilir:

1) Ayak cekme testi: Hayvanin pencesine giderek artan basing
uygulanir. Hayvanin ayak c¢ekme davramist gibi tepkileri gostermesi
uygulamanin sonudur. Bu yontem inflamasyon gibi nedenler sonucu olusan
hiperaljezi durumlarinda kullanilir. Bu yontemde yanmitlar oldukg¢a yiiksek

bireysel farklilik gosterir.

2) Kuyruk sikistirma testi (tail clip testi): Ayak cekme testi
gibidir. Uygulanan basincin biiyiikliigiine bagli olarak ya ¢ok cabuk ya da daha

uzun siirede hayvan klipse tepki gosterir.

Kimyasal uyaran: Kimyasal ajanlarin uygulanmasi sonucu
yavas tipte bir agr1 olusur. Progresiftir, uzun siirer ve geri doniisiimsiizdiir.

Kimyasal uyaranin kullanildig testler:

1) Karin germe\kivranma (writhing) testi: Hayvan fenilkinon
veya asetik asit enjekte edilir. Enjeksiyondan sonraki 15-20 dakika icinde
hayvanda karin kaslarinin kasilmasi ve akabinde arka ayaklarda ekstansiyon

gbzlenir.
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2) Formalin testi: Kedi, sican ve farelerde kullanilir. Fareye
%0.02-5’lik formalin soliisyonunun subkutan olarak arka ayaga enjeksiyonu
sonucu hayvanin ayagini yalamasi ve\veya 1sirmasi gozlenir. Iki asamalidir:
Akut faz enjeksiyondan hemen sonraki ilk 5-10 dakikadir. Bu fazda
nosiseptorler kimyasalla direkt uyarilmistir. Tonik faz ise enjeksiyondan 15

dakika sonra baslar ve 1 saat kadar siirer, tonik faza inflamasyon eslik eder®.

IL.B. KRONOBIiYOLOJi VE AGRI

IL.B.1. KRONOBIYOLOJIK TANIMLAR

Kronobiyoloji kelimesi chronos (zaman), bios (yasam) ve logos
(bilim) kelimelerinden tiiremistir. Kronobiyoloji zaman bagl olarak diizenli bir
sekilde tekrarlanan biyolojik degisiklikleri inceleyen bilim dalidir. Zamana
bagli olarak gozlenen diizenli biyolojik degisikliklere ise biyolojik ritimler

denir’. Biyolojik ritimlerin ortak 6zellikleri sunlardur:

1) Sabit ¢evresel kosullarda devam ederler.

2) Genetik orijinlidirler.

3) Biyolojik saatlerle kontrol edilirler. Bunlardan biri
memelilerde ve bazi kus tiirlerinde agiklanmis olan suprakiazmatik nukleidir
(SKN).

4) Biyolojik saatler senkronizor olarak adlandirilan g¢evresel
isaretlerin (safak,giin kararmasi gibi ) periyodik degisikliklerine kars1 hassastir.

5) Bu ozellikler sinirleri ve endokrin sistemi olmayan tek hiicreli

okaryotlarda ve insanoglunda benzerdir®.
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Biyolojik  ritimlerle ilgili bazi  parametreler asagida

aciklanmugtir:

Frekans: Birim zamanda goriilme sikligidir.

Periyot : Bir tam c¢evirimin ne kadar siirede tamamlandigini

gosterir.

Mesor (Midline Estimating Statistic of Rhythm): Ritmin en
yiiksek ve en diisiik degerinin ortalamasidir. Eger gozlemler esit araliklarla

yapilmigsa aritmetik ortalamaya esittir.

Amplitude: Ritmik degisimin maksimum ve minimum degerleri

arasindaki farkin yarisi .

Akrofaz ve Batifaz: Ritmik bir fonksiyonda en yiiksek degerin
ortaya ¢ikma zamanina akrofaz, en diisiikk degerin ortaya ¢ikma zamanina ise

batifaz denir.
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Tablo 1. Biyolojik ritimlerde sik karsilasilan frekans ritimleri’

Ritim Alam Genislik
Ultradiyan t < 20 Saat (S)
Sirkadiyan 20S<t<288S
infradiyan t>288S
Sirkaseptan t= 7% 3giin
Sirkadiseptan t=14 £ 3 giin
Sirkavijintan t=21+ 3 giin
Sirkatrivijintan t=30 = 5 giin
Sirkannual t=1sene + 3ay

(t: periyot)

Tabloda da goriildiigii gibi periyodu 20 saatten az olan ritimlere
ultradiyan, yaklasik 24 saat olan ritimlere sirkadiyan ve periyodu 28 saatin
lizerinde olan ritimlere ise infradiyan ritimler denir. infradiyan ritimler de
kendi icinde periyotlarina gore sirkaseptan, sirkadiseptan, sirkavijintan,
sirkatrivijintan ve sirkannual olarak ayrilmistir. Bazi hormonlarin kan diizeyleri
sirkadiyan ritim gosterirken, EEG, kalp ve solunum hizi, kan basinci ritimleri
ultradiyan ritim ozelligi gosterir. Infradiyan ritimlere en giizel ornek ise

menstriial siklustur.

Organizmada kendi kendine olusan, genetik orijinli ritimlere
endojen ritimler denir. Endojen ritimler iizerinde etkili olan gece, giindiiz,
aktivite, dinlenme durumu gibi cevresel uyaranlara ekzojen tempocu denir.
Ekzojen uyarict olmadiginda bile ritimler devam edebilir. Bu ritimlerin
devamliligin1 endojen ritim uyaricilart (sirkadiyan pacemaker) saglar’.
Omurgalilarda sirkadiyan saat suprakiazmatik nukleus (SKN), retina ve pineal

gibi noral yapilarda lokalize olrnusturlo’ll

. Bu yapilarin sirkadiyan sistemdeki
rolii benzer tiirler arasinda cesitlilik gosterir'”. Kuslarda sirkadiyan ritimler

retina, pineal ve SKN’den olusan tempocu bir sistem ile regiile olurken,
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memeli olmayan omurgalilarda sirkadiyan kontrol ¢ogunlukla retina ve pineal

ile saglanir’”. Memelilerde ana sirkadiyan pacemaker SKN’dir’"?.

Sirkadiyan ritmisite SKN’nin c¢ekirdek noronlarinda olusur ve
direkt ve indirekt retinal girisle senkronize olur. SKN’de olusan sirkadiyan
ritim viicut sicakligl, lokomotor aktivite, uyku, oksijen utilizasyonu, su ve
yiyecek alimi, adrenal kortikosteron ve pineal melatonin sentezi gibi fizyolojik
fonksiyonlart etkiler. Bu saat kontrollii yolak multisinaptik bir yolaktir. Bu
yolakta SKN pineal hormon melatoninin sentezini ve saliverilmesini kontrol
eder. Melatonin, ritmin fazim1 SKN noronal aktivitesinin feedback
inhibisyonuyla etkileyebilir”. Melatoninin sirkadiyan davraniglardaki rolii
tirler arasinda cesitlilik  gosterir. Hamsterda melatonin  mevsimsel

degisikliklere aracilik ederken, insanlarda uyku tetikleyici bir hormondur'”.

Insanlarda endokrin dokular ve bezler immiin sistem ile birlikte
olusmustur. Bunlarin goérevi tiim hiicrelerin ve organlarin biiylime ve
gelismelerini  ve c¢evresel uyaranlara olan yamtlarin1  diizenlemektir.
Noroendokrin sistem elektrolit ritimlerini, karbonhidrat metabolizmasin1 ve
kan basinci ve kan seker seviyelerindeki ritmik degisiklikleri diizenler. Her
hormon farkli frekanslar gosterir. Ornegin eriskin kadin ve erkeklerde
liiteinlestirici hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormon (FSH) ¢ogunlukla
pulsatil ve ultradiyan bir ritim gosterirken cocuklarda ve daha biiyiik
deneklerde sirkadiyan ritim daha belirgin ortaya cikar. ACTH ise daha belirgin
bir pulsatil salinim gosterir. Noroendokrin sistemdeki bu ritimler teshis ve
tedavide ¢ok onemlidir. Ornegin sabahin erken saatlerinde kortizol tespiti
adrenal bir eksiklik oldugunu gosterirken, aksam kortizol tesbiti Cushings’
sendromunun teshisinde kullanilir. Ayrica bazi endokrin testler mevsimlere
bagl olarak farkli sonuglar gosterir: drnegin gonadotropin ve GRH. Hormon

tedavisi farkli zamanlardaki dozlamaya bagli olarak degisik etkiler gosterir.
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Ornegin bronsiyal astimda kortikosteroid uygulanmas: saat 15.00’da optimal

etki gosterirken saat 08.00 ve 20.00°da ¢ok az etki gésterirm.

IL.B.2. KRONONOSISEPSiYON

Krononosisepsiyon zamana bagli olarak agri semptomlarinda

ortaya c¢ikan degisiklikler anlamina gelir.

Agrili uyaranlara karsi ortaya cikan yanitlardaki temporal
degisikliklerle ilgili c¢aligmalar XX. yiizyihn ilk yillarinda baglamistir.
Grabfield ve Martin 1912°de ve Martin ve Grabfield 1914’te saghkli
deneklerde elektriksel uyarana karsi ortaya cikan agrinin en ¢ok saat 10.30’da,
en az ise 23.30-01.00 ve 04.00-05.00 arasinda oldugunu gbstermislerdir”’lg.
Procacci ve arkadaslar1 1973 ve 1974 yillarinda, yaslar1 25-36 arasinda degisen
34 saglikli goniilliide, radyan 1s1 ile indiiklenen agrinin saat 06.30’da
maksimum ve bundan 12 saat sonra minimum oldugunu gostermislerdir.
Agrinin bu sirkadiyan ritmi kadinlarda gozlenmemistir; fakat 25 giinliik bir
ritim hem kadinlarda hem de erkeklerde ortaya ¢ikmustir ve calismanin 8.
giinlinde agr1 pik yapmistir. Bu infradiyan ritim menopozdaki kadinlarda

gozlenmigken oral kontraseptif kullanan kadinlarda gbzlenmemistirlg’zo.

Hummel ve arkadaslart 1992 yilinda 18 saglikli goniilliide
karbondioksit ile agr1 olusturarak agrinin kronobiyolojisini ¢calismislar ve gece
saat 02.00’da agrinin maksimum oldugunu gostermislerdir®'. Perikraniyal kas
sisteminin agr1 duyumunun sirkadiyan degisiklikleri 1990 yilinda Gobel ve
Cordes tarafindan calisilmistir. Calismada 24 saatlik bir periyotta 6 kez
perikraniyal damarlar iizerine 20 saniye basing uygulanarak kan akimi kesilmis
ve boylece agr1 olusturulmustur. Agri, en diisiik saat 14.00’da en yiiksek ise
gece saat 02.00’da gozlenmistir. Ayrica kadinlarin erkeklere gore 2 kat daha

hassas oldugu not edilmistir™.
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Deneysel agrida klinik yonden her zaman anlamli sirkadiyan
degisiklikler gérmek miimkiin olmamaktadir™. Bu ¢alismalarda ortaya c¢ikan
celiskileri aciklamak olduk¢a giic bir olaydir. Bunun nedenlerinden biri
kullanilan metotlarin farkliligidir. Ayrica nosiseptif uyaran 2 cesit fiberle
yayilabilir (Ao ve C fiberleri). Agri, viicudun farkli yerlerinden ol¢iilmiis
olabilir. Bu c¢alismalarda agr1 olusturma yoOntemi, agrimin tipi, goniilliilerin
uyku-aktivite modelinin senkronizasyonlari ve agrili uyaranin siddetinin
standardizasyonu ¢ok onemlidir ve bunlar detayli bir sekilde anlatilmalidir.
Deneysel agrida sirkadiyan degisiklikler fizyolojik faktorlerden etkilenir. Bu

ylizden agrinin kronobiyolojisi hayvanlarda da ga11$11m1$t1r24.

Frederickson ve arkadaglart 1977 yilinda 12 saat aydinlik, 12
saat karanlikta kalan farelere hot plate testini uygulamislar ve agrili uyaram
tolere edebilme yeteneklerinin zaman bagimli degisimini incelemislerdir. En az
agr1 dinlenme periyodunun sonunda, aktivite periyodunun ilk 8 saatinde ortaya
cikmigken en cok agri aktivite periyodunun sonunda, dinlenme periyodunun ilk

8 saatinde ortaya cikmustir 2.

Martinez-Gomez ve arkadaglar1 12 saat aydinlhik, 12 saat
karanlikta kalan disi Wistar si¢anlarina tail-flick metodunu uygulayarak agri
esiginin karanlik-aydinlik ve Ostrus donemindeki degisimini incelemislerdir.
Maksimum agr1 esigi aktivite periyodunun erken doneminde bulunmusken
Ostrus doneminde agr1 esigi en diisiik bulunmustur. Daha sonra hayvanlara
overektomi yapilmis ve 24 saatlik ritim tekrar incelendiginde herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir. Bu da, agr1 esiginin 24 saatlik degisiminin, plazma
seviyeleri giin icinde degisiklik gosteren seksiiel hormonlarla iliskisi

- 26
olmadigini gosterir™.

1998 yilinda Konecka ve arkadslari erkek farelerde agrinin

sirkadiyan ritmini arastirmistir. 12 saat aydinlik 12 saat karanlikta kalan
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farelere hot plate testi uygulanarak agri yanitlar ikiser saat ara ile olciilmiistiir.
Sonugta agr1 yanitlarinin sinosoidal bir ritim gosterdigi ifade edilmistir. En

diisiik latens saat 10 ve 20 ‘de en yiiksekleri ise saat 12 ve 4’te gdzlenmistir®’.

Perissin ve arkadaslar1 2000 yilinda disi farelerdeki tonik agri
reaksiyonlarinin diurnal degisikliklerini arastirmiglardir. 12 saat aydinhik 12
saat karanlikta kalan farelere hot plate ve formalin testi uygulanmistir. Sonucta
kisa ya da uzun siireli noksiyus stimiilasyona karsi, tonik agriya daha biiyiik
yamitlarla, farkli diurnal degisim reaksiyonlari gdzlenmistir’®. Aym calisma
grubu 2002 yilinda cinsiyet, mevsim ve gece-giindiiz periyodunun tonik agri
yanitlarina etkisini arastirmistir. Formalin testi ile yapilan ¢alisma hem baharda
hem de kisin gece-giindiiz yapilmistir. Tiim veriler géz oniine alindiginda, uzun
siireli agrili uyarana kars1 spinal ve supraspinal boliimlerle ilgili davranigsal
degisikliklerin her iki cinste de benzer mevsimsel ve diurnal degisim gosterdigi

ifade edilmigtir®.

Rosenfeld ve Rice 1979 yilinda sicanlarda agr1 esiginin diurnal
ritimlerini arastirmislardir. Bu ¢alismada sicanlarin pence yalama, tail flick ve
sicrama reaksiyon latensini Ol¢miiglerdir. Latenslerin aksam (07-11pm)
giindiize gore (11-04pm) daha uzun oldugu gozlenmistir. Bu veriler giindiize
gore, gece agr1 duyumundaki azalmanin endojen bir opiat araciligiyla oldugunu
onermektedir’’. Rosenfield ve Rice’in bu bulgulari beyin opiaterjik peptit
konsantrasyonlarinin ~ degisimini  gOsteren c¢alismalarla  desteklenmistir.
Beyindeki endojen opiat peptitler (endorfinler ve enkefalinler) 24 saatlik bir
periyot gosterirler. Beta endorfin konsantrasyonunun zaman bagimli degisimi
arastirtlmig ve beta endorfin seviyelerinin si¢can beyninin pituar bez, pons,
medulla ve serebellumunda® ve at plazmasmda32 aktivite periyodunda pik

yaptig1 bulunmustur.
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II.C. NEBiVOLOL VE KRONONOSISEPSiYONDA
NITRIiK OKSIT

I1.C.1. NEBiVOLOL

I1.C.1.1. Nebivololiin Yapisi, Etkileri ve Mekanizmasi

Nebivolol, kimyasal yapis1 ve hemodinamik profili bakimindan

diger B; blokorlerden farkli olan, siradist farmakolojik ozelliklere sahip™*,

35,36
f

yiiksek oranda kardiyoselekti , intrinsik sempatomimetik aktivitesi

olmayan®’ ancak antioksidan ozelliklere sahip selektif B, adrenoreseptor

antagonistidir’®®.

Nebivolol, ( )—R*S*S*—(S*)—a,a'(iminobismetilen)-bis—6—ﬂuor0—
3,4-dihidro-2H-1-benzopiran-2-metanol (sekil 2) 4 asimetrik karbon atomu
icerir. Varolan 10 stereoizomeri arasmda24, nebivolol, D-nebivolol (SRj3-
nebivolol) ve L-nebivololiin (RSs-nebivolol) esit miktarlarinin rasemik

39,34,40
karistmidir .
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Sekil 2. Nebivolol’iin kimyasal yapisr™*

D—izomeri  f;-adrenoreseptor blokoriidiir, L-izomeri ise
vazodilator 6zelliklerden sorumludur’®**'*2. D-izomeri giiclii ve uzun etkili
bir B; adrenoreseptor blokoriidiir ve hemodinamik profili bakimidan atenolol ve
diger geleneksel P, blokorlere benzer (kardiyak debide azalma, sistemik
vaskiiler direngte artma). L-nebivolol ise DL-nebivololiin hemodinamik
etkilerinin tipik degisikliklerinden sorumludur~**'. Nebivolol diger
geleneksel B-blokolerden farkli olarak periferik vaskiiler direncte akut bir
azalma ve kan basincinda hizli bir diisiise neden olur. Bu etki L-nebivolole
atfedilir”. L-nebivolol kan basmncim diisiirmedigi dozda, D-izomerinin
antihipertansif ozelliklerini arttirir. L-nebivololiin, D-nebivololiin negatif
inotropik kardiyak etkilerini hafiflettigi ya da tersine ¢evirdigi goriiliir™”>**!. L-
nebivolol endoteliyal B, adrenoreseptorlerine baglanarak ve sonugta endoteliyal

NOS bagimli NO iiretiminde artisla vazodilatasyon olusturur™.

Nebivololiin vazodilator etkisi 1) adrenerjik vazodilator
reseptorlere bagli degildir. Nebivolol intrinsik sempatomimetik aktiviteye sahip
degildir45’37’39’34. 2) B3 —adrenoreseptorlerine bagli degildir. Bu reseptorler

iizerinde etkisi yoktur. 3) o,;-blokajina bagh degildir’ 46,
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Nebivololiin farmakolojik etkileri in-vitro olarak fare torasik
aorta segmentlerinde47’48, kopek koroner ve karotid arterlerinde® | sican ve
sigir aorta ve kiiciik mezenterik arterlerinde™'”, insan aortik diiz kas
hiicrelerinde®®,  koroner endoteliyal ve diiz kas hiicreleri® kadar iyi

calisilmistir.

Deneysel kanitlar nebivololiin NO aracilikli endotel bagiml
mekanizmalarla vazodilator etki olusturdugunu gosterir. Bu etkisi kopek
koroner arterinde ve saglikli goniilliillerdeki artmis Onkol kan akisi ile

<t T s 33:36,45,34
gosterilmistir .

Parenti ve arkadaslar1 1999 yilinda sican mezenterik vaskiiler
yataginda nebivololiin damarlar {izerindeki gevsetici etkisini arastirmis ve
nebivololiin mikromolar konsantrasyonlarda endoteliyal hiicrelerdeki cNOS
aktivitesinin stimiilasyonu ve inozitol fosfat metabolizmasinin aktivasyonuyla
vazodilatasyonu indiikledigini ispat etmistir. Nebivololiin vazodilator 6zelligi
fosfolipaz C aktivasyonuna ve inozitol fosfat metabolizmasinin stimiilasyonuna
baglidir. Nebivololiin fosfolipaz C’yi nasil aktive ettigi net degildir. Inozitol
fosfat  metabolizmasinin  aktivasyonu  hiicresel  serbest  kalsiyum
konsantrasyonunda bir artisa neden olur. Artmis kalsiyum konsantrasyonu
endotel hiicrede cNOS stimiilasyonuna (cNOS endotel hiicrede kalsiyum-

kalmodulin bagimh bir enzimdir) ve sonucta vazodilatasyona neden olur™.

2002 yilinda Ignarro ve arkadaslar1 nebivololiin vaskiiler diiz
kas hiicrelerini hangi mekanizmalarla gevsettigini arastirmis ve NO ve
sGMP’nin vaskiiler endoteliyal ve diiz kas hiicrelerinin gevsemesinde gerekli

oldugunu gdstermistir.

Nebivolol, damar diiz kaslarini hem endotele bagimli (eNOS

aktivasyonu araciligiyla) hem de endotelden bagimsiz (damar diiz kaslar
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tizerindeki dogrudan etkileri ile) NO salinimi araciligiyla gevsetmektedir.
Nebivolol, NO yapimin1 uyaran [, reseptorleri ve Ostrojen reseptorlerinin
aktivasyonu gibi c¢esitli uyarici mekanizmalara sahiptir. Ger¢cekte nebivolol ile
17 B-0stradiol arasinda yakin yapisal ve fonksiyonel benzerlikler saptanmustir.
Dahas1 deneysel calismalar selektif bir Ostrojen reseptor antagonistinin hem
Ostradiol hem de nebivolole bagl vazodilatdr yanitlarimi bloke ettigini ortaya
koymak sureti ile nebivololiin damar gevsetici etkisine dstrojen reseptoriiniin

aracilik edebilecegini gostermisir (sekil 3)7.

2005 yilinda Georgescu ve arkadaslari fare renal arterinde
nebivololiin olusturdugu vazodilatasyonun hiicresel mekanizmalarinin 1)
endoteliyal B,-adrenoreseptorlerinin aktivasyonu 2) [Ca**]inin katiimi 3) NO
ve eNOS’da artma ve 4) Ca*™ ile aktive olan K* kanallarim gerektirdigini

gstermislerdir™®,

i Shear Stres

Sekil 3. Nebivolol NO yapimim uyarir.

Yapilan caligmalar giinde 5 mg nebivolol (p.o) alinmasinin

saglikli goniilliilerde sistemik oksidadif stresi azalttigim gostermistir™®.
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Cominacini ve arkadaslar1 nebivolol ve 4-keto tiirevlerinin
endotel hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin ve siiperoksitin konsantrasyonlarini
azalttigin1 ve NO’yu arttirdigini ispatlamistir. ROS ve siiperoksitin salintminin
artmast NO’yu inaktive eder ve peroksinitrit olusur. Nebivolol ve 4-keto
tirevleri ise NO’nun oksidadif inaktivasyonunu azaltarak NO seviyelerini

artt1r1r38.

Nebivolol lipofilik bir f; blokordiir®. Nebivoloiin f;\B,

3934408 Nebivololiin serotonin 5-HT»,

39,34

reseptorlerine afinitesi orani1 55’tir
dopamin, o; ya da a, reseptOrlerine afinitesi yoktur ya da Onemsizdir
Nebivolol 5-hidroksi-triptamin; reseptorlerini (5-HT;a reseptorleri) inhibitor
bir yolla etkileyebilir. Nebivololin Ca* ile ya da prostaglandin F,, ile
indiiklenen vazokonstriksiiyona etkisi yoktur ya da sadece mikromolar

konsantrasyonlarda etkilidir’**.

53,54

Nebivolol hiicre proliferasyonunu azaltir’™"", glikoz ya da lipid

metabolizmast iizerine anlamli bir etkisi yoktur’>**. Glomeriiler filtrasyon hiz1,

59,34,42

renal plazma akisi , renal vaskiiler diren¢ ve filtrasyon fraksiyonu

59,34

tizerinde anlamli bir etkisi yoktur™ . Renin ve aldosteron plazma seviyelerini

azaltir, atriyal natritiretik faktor seviyesini arttirir> %01,

I1.C.1.2. Nebivololiin Eliminasyonu ve Biyotransformasyonu

Nebivolol karacigerde sitokrom p450°’nin izoformu olan
CYP2D6 ile metabolize olur ve aktif metabolitlerine dénﬁsﬁr34. Nebivolol oral
alindiktan sonra ilk gecis etkisine ugrar ve aktif [ blokor hidroksi-

metabolitlerine doniigiir®.
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Nebivolol’tin  metabolizasyonu genetik polimorfizmin bir
konusudur. Nebivolol debrizokin tipi polimorfizm gosterir™. Bireyler fenotip
acisindan hizli ve yavas metabolize ediciler olarak karakterize edilirler. DL-,
D- ve L-nebivololiin eliminasyon yar1 Omiirleri ortalama yaklasik on saattir,
zayif metabolize edicilerde ise bu 5 kat daha fazladir. Hidroksi-metabolitlerinin
eliminasyon yar1 Omiirleri ise her enantiomeri i¢in ortalama yaklasik 24 saattir,

zayif metabolize edicilerde ise 2 katidir®®,

I1.C.1.3. Nebivolol ve Nosiseptif Prosesler

Nebivolol’tin nosiseptif proseslerdeki etkisinin arastirildig:
herhangi bir calisma mevcut degildir; fakat bazi B-blokorlerin ve J

reseptorlerinin nosiseptif etkileri arastirilmistir.

Beta-adrenoreseptor ~ blokorii  ve  5-hidroksitriptaming ays
antagonisti olan pindololiin tramadol antinosisepsiyonuna etkisi arastirilmis ve
pindololiin 5-HT;s reseptor antagonisti Ozelligine bagli olarak tramadol
antiosisepsiyonunu arttirdign  gdzlenmistir®™. Micé ve arkadaslari B, ve B
adrenerjik reseptorlerin  trisiklik antidepresanlarin antinosiseptif etkilerine
katkisinm1 aragtirmistir. Agrili uyaran fiziksel ise hem f; hem de £,
reseptorlerinin, kimyasal ise sadece P; reseptorlerinin TSA’larin antinosiseptif

etkilerine aracilik ettigini ileri siirmiislerdir®.
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I1.C.2. L-ARJININ-NO\sGMP YOLAGI VE KRONONOSI-
SEPSiYON

I1.C.2.1. Nitrik Oksit Biyosentezi:

1970’lerde Murad NO’nun guanilat siklaz ad1 verilen bir enzimi
aktive ederek sGMP olusturdugunu gostermistir. Yine bu yillarda Murad
nitroprusid (SNP) ve nitrogliserinin NO serbestledigini ve sitozolik guanilat
siklaz aktivasyonuyla GTP’den sGMP yapimini uyardigini gostermistir.
Ignarro ve Murad 1979 yilinda NO’nun damar gevsetici etkisi oldugunu ileri
stirmiislerdir. 1980 yilinda Furchgott ilk kez EDRF’yi (endotel kaynakli
gevsetici faktor) tanimlamis ve bunun endotel hiicrede vazodilatasyona yol
actigin1 gostermistir. Daha sonraki yillarda yapilan calismalar EDRF ve
NO’nun kimyasal yapr1 ve etki mekanizmasi bakimindan benzer oldugunu
ortaya koymustur. EDRF’nin NO olarak tanimlandig1 calismalar ise ilk kez

1987 yilinda Ignarro ve arkadaslari tarafindan yapilmistir®’.

Poliaminler karbon zincirinde en az iki amin grubuna sahip bir
bilesik sinifidir. Bunlar hiicre proliferasyonunda onemli rol oynayan ve hiicre
siklusunun ileri evrelere gecebilmesi i¢in gerekli olan bilesiklerdir. Poliaminler
nitrik oksit sentazin da prekiirsorii olan L-arjinin’den sentezlenir®. NO,

+25

endotelyal NOsentaz enzimi araciligiyla elde edilir. eNOS, Ca™’ye bagimlh
konstitiitif bir enzimdir. eNOS, L-arjinin’in guanidnonitrojenini oksitleyerek
NO sentezini baslatir®. Diger taraftan arjinin, arjinaz enzimi ile iire ve ornitine
hidroliz olur. Ornitin ise ornitin dekarboksilaz ile piitresine, o da sirasiyla
spermidine ve spermine doniisiir. Bu 3 bilesik hiicre biiylimesi ve

proliferasyonunda onemli role sahiptir. NO ise ornitin dekarboksilazi inhibe

ederek hiicre proliferasyonunun blokajina yol acar®.

27



|

Ornitin
dekarboksilaz
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NEBIVOLOL

Sekil 4. NO biyosentezi ve poliamin yolu®.

NOS bir flavoproteindir. NADPH ve O;'ye bagimh
oksijenasyonu katalizler. NADPH, FAD, FMN, tetrahidrobiopterin, hem ve

kalmodulin ise enzimin kofaktorleridir.

NOS enziminin ¢esitli izoformlar1 vardir ve her biri ayr1 genler
tarafindan eksprese edilir. eNOS endotel hiicrelerde, nNOS ise beyinde
bulunur. eNOS ve nNOS kalsiyum-kalmodulin bagimlidir, bunlar konstitutif
NOS (cNOS) olarak da adlandirilabilirler’. ¢cNOS aktivasyonu i¢in gereken
Ca* ya voltaj bagimli kalsiyum kanallarimin agilmasiyla ya da inositol trifosfat
metabolizmas1 sonucu depolardan saliverilmeyle karsilamir®™, iNOS ise
makrofajlar ile diger inflamasyon hiicrelerinde olusur, kalsiyum-kalmoduline
bagimli degildir. ¢ctNOS ile olusturulan NO pikomol diizeyindedeir ve cok
cabuk saliverilir. iNOS ile olusturulan NO ise daha yiiksek miktardadir (nmol

diizeyinde) ve yavas saliverilir®’.
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L-arjinin’den NO olusumu, NO analoglariyla inhibe edilir.
Bunlar LG—nitro—L—arjinin metil ester(L-NAME), NG—monometil—L—arjinin (L-
NMMA), N-iminoetil-L-ornitin ~ (L-NIO) ve NG,NG-dimetil-L-arjinin
(ADMA)’dir. Aminoguanidin ve baz1 aminoalkilizotioiire tiirevleri iNOS igin,

L-NiO ve7-nitroindazol ise nNOS i¢in spesifik inhibitorlerdir®’.

I1.C.2.2. NO’nun Etki Mekanizmasi ve Etki Yerleri

NO, lipofilik 6zellikte basit yapil1 bir gazdir. Biyolojik zarlardan
kolaylikla gecerek hedef molekiillere kovalan baglarla baglanir. NO
depolanmaz, sentez edildik¢e salinir. NO, guanilil siklazin hem grubuna
baglanarak GTP’den sGMP olusumuna neden olur. sGMP ise miyozin hafif
zincir kinazin defosforilasyonuna neden olarak diiz kas gevsemesi yapar.
NO’nun baz etkileri K" kanallarinin ac¢ilmasi ile olusan hiperpolarizasyon ile

olusur.

NO, kan damarlarinda endotel hiicrelerden sentezlenir ve damar
toniisiiniin ayarlanmasinda onemli rolii vardir. Ayrica trombosit agregasyonu
ve adezyonunu giiclii bir sekilde inhibe eder. Endotel kaynakli NO, 16kositlerin
endotel hiicrelere adeze olmasini ve serbest radikal olusumunu 6nler. NO’nun
ayn1 zamanda nonadrenerjik nonkolinerjik (NANK) noronlarin ndrotransmitteri
oldugu diisiiniilmektedir. Bu etkisinden dolay1 periferik sinir sisteminde de
onemli diizenleyici bir role sahiptir. NO, vaskiiler ve vaskiiler olmayan diiz
kaslarda dogrudan gevseme olusturur. Gastrointestinal kanal ve genitoliriner
sistemde de benzer sekilde gevseme olusturur. NO’nun memeli sistemlerinde
hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, antimikrobik etkiler ve konak savunma
fenomenleri gibi bir¢cok etkileri vardir. Ayrica 6grenme ve bellegi de modiile

eder®.
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I1.C.2.3. L-arjinin-NO\sGMP Yolag ile ilgili Ritimler ve

NO’nun Nosiseptif Proseslerdeki Rolii

NO Ritmi: Memelilerde ana sirkadiyan pacemakerin SKN
(suprakiyazmatik nukleus) oldugundan daha 6nce bahsetmistik. SKN, anterior

hipotalamusta®'®, optik kiyazmin hemen arkasinda lokalizedir’.

Isik SKN’ye retinohipotalamik traktus araciligiyla ulagir.
Retinohipotalamik traktus, vazoaktif intestinal polipeptid (VIP), gastrin-
releasing peptid ve hamsterda calbindin (CalB)-expressing noronlarini innerve
eder®. Eksitator amino asit glutamat retino hipotalamik traktusta 15180
sirkadiyan etkilerinden sorumlu primer nérotransmitterdir’. Eksitator amino
asit antagonistleri SKN’deki fotik yamtlart bloke eder, optik kiazmin
stimiilasyonu ise eksitator amino asit konsantrasyonunda bir artmayla
sonuclanir’’. Glutamat SKN’deki NMDA ve non-NMDA reseptorleri ile
etkilesir ve olaylar kaskadi saat kontrollii ritimde kronik faz kaymasi ile
sonuglan1r72. NMDA ve non-NMDA reseptor antagonistleri 15181n faz kaymasi
etkisini bloke eder; her iki c¢esit glutamat reseptorii de bu yanitta
gereklidir72’73’74’75. Glutamat SKN’de intraseliiler Ca** seviyelerinde bir artisa
neden olur’®”’ ve SKN néronlarinda NMDA-evoked Ca*™ akimu gece pik
yapan bir sirkadiyan ritim gosterir’®. SKN’de artmus Ca®> seviyeleri
Ca*\kalmodulin bagimli protein kinaz tip II (CaMKII) ve noronal nitrik oksit
sentaz  (nNOS) gibi enzimleri aktive eder’*”® SKN’de fotik
transdiiksiyondan sorumlu olan diger enzimler SAMP bagimli PKA ve sGMP
bagimli PKG’dir. PKA daha c¢ok non-fotik uyaranlara olan yanitlara aracilik

81,82
eder” °".

In-vivo SKN’de PKA’nin inhibisyonu 1sikla indiiklenen faz
kaymasina etkisizdir. Spesifik PKG inhibitorleri in vivo’da 1sikla indiiklenen
faz ilerlemesini tamamen bloke eder®. NO’ya duyarl guanilil siklaz blokajimin
da 1s1kla indiiklenen faz kaymasini bloke ettigini biliyoruz®. NOS inhibitorii L-

NAME’in lokal uygulanmasi lokomotor aktivite ritimlerinde 1sikla indiiklenen
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85,86

faz kaymasini bloke ederken™"", NO dondrlerinin 1518a olan sirkadiyan yaniti

arttirdigy gézlenmistirgs.

Ding ve arkadaslar1 1994 ve 1997 yillarinda yapmis olduklari
calismada NOS’un SKN’deki spesifik aktivitesini Olgmiisler ve NOS
aktivitesinin aydinlik-karanlik periyodunda anlamli bir fark gosterdigini , sabit
karanlikta ise anlamli bir fark gostermedigini belirtmislerdir. Sonug¢ olarak
NOS aktivitesinin direkt olarak sirkadiyan saatle kontrol edilmedigini ifade

etmislerdir®"*®,

Tungtan ve arkadaslari 2002 yilinda fare beyin, aorta, akciger,
testis ve bobreklerinde NOS aktivitesinin  sirkadiyan degisikliklerini
Olcmiiglerdir. Calisma aydinlik-karanlik (14:10) ve aydinlik-aydinlik
periyodunda yapilmistir. Calisma sonucunda fare bobregi aydinlik-karanlik
periyodunda ritmisite gosterip aydinlik-aydinlik periyodunda ritmisite
gostermemistir. Beyin, testis, akciger ve aorta ise aydinlik-aydinlik
periyodunda 24 saatlik bir ritim gostermistir. Sonug olarak fare beyin, akciger,
aorta ve testisinde NOS aktivitesinin endojen bir saatle regiile oldugunu,
bobregin NOS aktivite ritminin ise ekzojen sinyallerle senkronize oldugunu

soyleyebiliriz®.

1996’da Ayers ve arkadaslar1 sican serebellum, beyin kokii,
hipotalamus, hipokampus ve geri kalan beyin bolgelerinde nitrik oksit sentaz
aktivitesinin ve sitozolik protein iceriginin sirkadiyan degisikliklerini
calismiglardir. Hem NOS aktivitesinin hem de sitozolik protein
konsantrasyonlarinin karanlik periyodunda yiiksek, aydinlik periyodunda ise
diisiik oldugunu olgmiislerdir. NOS aktivitesi giin ortasindan gece yarisina

kadar olan donemde %120 oraninda zaman bagimli bir artis gbstermistirgo.
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NOS’un sirkadiyan sistemdeki roliinii soyle Ozetleyebiliriz:
SSS’de NOS glutamat ile aktive oldugunda solubl guanilil siklaz1 aktive eder
ve sGMP seviyelerinde bir artisa neden olur. sSGMP de sGMP bagimli protein
kinazi (PKG) aktive eder’’ ve kalsiyum-kalmodulin bagimh kinaz inhibisyonu

NMDA ile indiiklenen NO sentezini bloke eder’>.

NO ve Nosiseptif Prosesler: NO agrinin modiilasyonunda ve
agr1 hipersensitivitesinin gelisiminde kritik bir role sahiptir. Yapilan ¢alismalar
bize NO’nun hem nosiseptif hem de antinosiseptif etkileri oldugunu
gostermektedir. L-arjinin-NO-sGMP yolaginin nosisepsiyondaki rolii farkl
tipteki nosiseptif uyaranlara ve yine farkli tipteki primer duyusal noronlarin
katilmina baglidir. Ornegin insanlarda NO’nun paravaskiiler dokuya ya da
izole kiitandz venlere uygulanmasi agri olusturur” ve NO-sGMP kaskad
bradikinin ile indiiklenen inflamator agriya aracilik eder’. Bazi calismalarda
ise NO-sGMP kaskad: antinosiseptif etkiler gosterir. NO-sGMP kaskadi morfin
ve non-steroidal antiinflamatuar ilaglarin periferdeki analjezik etkilerine

aracilik eder”®,

nNOS’un, spinal kordun arka kokiinde ve arka kok gangliyada

yogun olarak bulundugunu biliyoruz”’"*®

. NOS, primer aferent C liflerinin
innerve ettigi alanlarda lokalizedir” ve agr1 algisinda 6nemli role sahiptirloo.
NOS inhibitorlerinin farede kivranma (writhing) aljezi modelinde ya da
formalin testinin ikinci fazinda antinosiseptif etki gés‘[erirkenml’102 karagenen
ve formalinle tonik nosiseptif yanitlar olusturdugunu  sdylemek

. .o 1...103.104
miimkiindiir!®*'°

. Doursout ve arkadaglar1 2003 yilinda sigcanda formalin
testiyle NOS inhibitorlerinin antinosiseptif etkisini arastirmistir. Caligmada
INOS inhibitdrii aminoguanidin, nNOS inhibitorii 7-nitroindazol ve non-
selektif NOS inhibitorii N-nitro-L-arjinin kullanilmistir ve her 3 NOS
inhibitoriiniin  de faz II esnasindaki nosiseptif davraniglart azalttig

goriilmiistiir'®. Sekuguchi ve arkadaslari giiclii bir iNOS inhibitérii olan ONO-
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174’tin sicanda karagenen ile indiiklenen termal hiperaljeziyi diger NOS
inhibitorleri (L-NAME, 7-nitroindazol) gibi baskiladigini ve antinosisepsiyon
olusturdugunu géstermislerdir'*®. Abacioglu ve arkadaslari 2000 yilinda farede
p-BK ile indiiklenen kivranma modelinde L-arjinin-nitrik oksit\sGMP
yolaginin roliinii arastirmiglardir. NO prekiirsorii olan L-arjinin ve guanilil
siklaz inhibitérii olan metilen mavisi, doz bagimhi olarak nosisepsiyon-
antinosisepsiyon-nosisepsiyon seklinde trifazik bir etki gosterirken, NOS
inhibitorii L-NAME antinosiseptif aktivite gostermistir'®’. Nitrik oksit donérii
SIN-I’in nosisepsiyondaki dual etkisinin arastirildig1 bagka bir ¢alismada SIN-I
ve NOS inhibitorlerinin guanilil siklaz aktivasyonu gerektiren spinal
mekanizmalarla agriy1 azalttigi; fakat yine de SIN-I’in etkisinin doz bagimlh
oldugu ve kullanilan agri modeline gore degistigi ifade edilmistir'®.
Prostaglandin sentez inhibitorleri olan meloksikam ve indometazinin periferal
antinosiseptif etkilerinde prostaglandin sentez inhibisyonunun yani sira NO-
sGMP yolagmin aktivasyonunun da ©nemli role sahip oldugu

109,110

bilinmektedir . Sican formalin testinde lokal morfin uygulanmasi sonucu

M Bir k-

olusan antinosisepsiyon da L-arjinin-NO\sGMP yolagina baghdir
opioit agonist olan bremazokinin de sicanda karagenen ile indiiklenen
nosisepsiyonda L-arjinin-NO\sGMP yolagina bagli olarak antinosisepsiyon

gosterir' 2 .

NO fizyolojik proseslerde kimyasal bir haberci oldugu gibi
opioit  tolerans  gelisiminde  anahtar bir modiilator olarak da
tanimlanmaktadir''>'", Supraspinal NO-sGMP sisteminin akut morfin
antinosiseptif toleransina aracilik ettigini ve NO {retiminin antinosiseptif
toleransin siddetini degistirmedigini biliyoruz''>. Heinzen ve arkadaslari
calismalarinda morfin uygulanmast sonucu nNOS iretiminde bir artis
oldugunu, artmis NO’nun da opioide karsi tolerans gelistirdigini

gostermislerdir''*. Bhargava ve arkadaslari kronik L-arjinin (i.p) tedavisinin

merkezi NOS aktivitesini arttirdigin1 ve morfin antinosisepsiyonunu azalttigini
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gostermislerdir. Artan NOS aktivitesinin NO olusumunu arttirdigi, NO’nun ise
aljezik etkileri oldugu daha Onceki calismalarda gosterilmistir. Morfin
antinosisepsiyonundaki azalmanin ise merkezi sinir sisteminin spinal ve
supraspinal yapilarindaki morfin seviyelerinin azalmasina bagli oldugu ileri
siiﬁilmiistﬁr“6. Bagka bir calismada NOS inhibitorii L-NNA nin (NG—nitro—L—
arjinin) morfin antinosisepsiyonunda L-arjinin ile indiiklenen degisiklikleri
(morfin antinosisepsiyonunda ve beynin belli bolegeleri ve spinal korddaki
morfin seviyelerinde azalma) tersine ¢evirdigi; bu sonuclardan yola ¢ikilarak
da NO-NOS sisteminin kan-beyin bariyerinin morfine karst diizenlenmesinde

rolii oldugu ileri siiriilmiistiir''” .

NO spinal NMDA reseptor aktivasyonuyla indiiklenen
hiperaljeziye aracilik eder. 2003 yilinda Watanebe ve arkadaslari sican
formalin testinde 1i.t. L-NAME’in morfin antinosisepsiyonuna etkisini
arastirmistir. L-NAME + morfin kombinasyonu morfin antinosisepsiyonunu
arttirmis ve nitrit-nitrat ve glutamat salinimi da anlamli bir sekilde azalmistir.
Kombinasyon grubunun bu etkisinin spinal korddaki NMDA-NO’ya baglh

olabilecegi ileri siirtilmiistiir''®.
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III. MATERYAL VE YONTEM

INI.LA.MATERYAL

III.A.1. DENEY HAYVANLARI

Deneyde kullanilan hayvanlar Saki Yenilli Deney Hayvanlari
Uretim Merkezi'nden temin edilmistir. Deneylerimizde 16-30 g agirhigindaki
albino disi ve erkek fareler kullamilmistir. Hayvanlar 12°ser saat aydinlik (07"

-19%) ve karanlik (19% - 07%) periyodunda tutularak senkronize edilmistir.

IIL.A.2. KIMYASAL MADDELER VE HAZIRLANMASI

para-Benzokinon ile Olusturulan Agr1 Modelinde Nosiseptif

Aktivite Tayini

p-Benzokinon (p-BK) (Sigma, USA)

Serum fizyolojik (SF) (%0.9 NaCl) (Eczacibasi-Baxter,
Tirkiye)

L-arjinin (Sigma, USA)

Nebivolol

L—NG—nitroarjinin metil ester (L-NAME) (Sigma, USA)

Morfin (Toprak Mahsulleri Ofisi, Tiirkiye)

p-BK, L-arjinin, nebivolol, L-NAME ve morfin giinliik olarak
hazirlanmustir ve 1siktan korunarak +4 C’de saklanmustir. p-BK, L-arjinin, L-

NAME ve morfin %0.9’luk SF’te, nebivolol ise distile suda ¢oziilmiistiir.
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ITI.LA.3. ARAC VE GERECLER

Hassas terazi
Tek uglu ve depolu otomatik pipetler
Parafilm

Vorteks

p-BK ile Olusturulan Agri1 Modelinde Nosiseptif Aktivite

Tayini icin Gerekenler:

Steril enjektor
Cam tiip (10 ml)
Aliiminyum folyo

Kivranma sayma kafesi (10 bolmeli)

IILB. YONTEMLER

IIL.B.1. KIVRANMA ALJEZI MODELI

Okun ve arkadaglarinin 1963 yilinda tanimladigr p-BK ile
indiiklenen abdominal konstriksiyon (kivranma, writhing) testi analjezik
aktivite tayininde kullanilmistir''®. Farelere SF icerisinde 2.5 mg\kg p-BK i.p
olarak uygulanmustir. Kontrol grubuna p-BK’dan 15 dakika once giiniin 2
degisik saatinde (09% ve 21%) SF (0.1 ml\l10g) subkutan (s.k) olarak

uygulanmustir.
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Deney gruplarina aym saatlerde nebivolol (0.5 mg\kg, s.k), L-
arjinin (2mg\kg, s.k), L-NAME (75 mg\kg, s.k) ve morfin (EDsp=0.13 mg\kg,

s.k)'* uygulanmistir.

Yine aym saatlerde nebivolol (0.5 mg\kg, s.k.) + L-arjinin (2
mg\kg, s.k), nebivolol (0.5 mg\kg, s.k.) + L-NAME (75 mg\kg, s.k.), nebivolol
(0.5 mg\kg, s.k.) + morfin (ED5=0.13 mg\kg, s.k)'?, nebivolol (0.5 mg\kg,
s.k) + morfin (EDsy=0.13 mg\kg)'*" + L-NAME (75mg\kg, s.k) ve nebivolol
(0.5 mg\kg, s.k) + morfin (EDsy=0.13 mg\kg)'*’ + L-arjinin (2 mg\kg, s.k)

uygulanmustir.

Laboratuarimizda paralel yiirliyen bir calismada ayni saatlerde
disi ve erkek farelere morfin (EDsy=0.13 mg\kg, s.k)120 + L-NAME (75
mg\kg, s.k), morfin (EDsy= 0.13 mg\kg, s.k)'** + L-arjinin (2 mg\kg, s.k)

uy gulanmlsur121 .

p-BK, kontrol ve deney gruplarina madde uygulanmasindan 15
dakika sonra uygulanmistir. p-BK uygulandiktan sonra 15 dakika siireyle
kivrama sayilart kaydedilmistir. Kivranma sayilar1 igin farelerde gozlenen

baslica davranislar asagidakilerdir:

1) Hayvanin karnin1 konkavlastirmasi,
2) Konkav karinla bir yone biikiilmesi,

3) Arka ayaklarinda tek veya her iki tarafli tonik ve\veya klonik

gerilme, siiriiklenme ve toplanma

Bu davraniglardan tiimiiniin veya herhangi birinin goriilmesi

skorlamada bir "+" degerdir.
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Kivranma sayis1 lizerinde test maddelerinin gosterdigi inhibitor

etki, % antinosiseptif aktivitedir ve asagidaki formiil ile hesaplanir:

% Antinosiseptif aktivite ( % koruma ) = 100 — ( D\K x 100)

D (Deney): Madde ve p-BK uygulanmasindan sonra gozlenen

ortalama kivranma sayisi

K (Kontrol): SF ve p-BK uygulanmasindan sonra goézlenen

ortalama kivranma sayis1

Acisal transformasyonun yerine getirilmesi icin ise, her bir %
antinosiseptif aktivite degerine '"X=arcsin VX" formiilii uygulanmistir (X= %

antinosiseptif aktivite/100).

IIL.C. iISTATISTIiKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizde parametrik ve non-parametrik ANOVA

kullanilmigtir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli farkli kabul edilmistir.
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IV. BULGULAR

IV.A. KULLANILAN MADDELERIN TEK BASLARINA
OLUSTURDUKLARI % ANTINOSISEPSIYON

IV.A.1. Kontrol Grubunda Olusan Nosisepsiyon;

Laboratuarimizda paralel yiriiyen bir calismada kontrol
grubunda olusan nosisepsiyon tablo 2’de gésterilmistirm. Tiim degerler
birbirleri ile karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli  bir fark

bulunmamustir.

Tablo 2. Kontrol grubunda olusan nosisepsiyon''.

09% 270
Disi 19.094£2.1 (n=21) 16.15+1.6 (n=20)
Erkek 18.22+1.4 (n=22) 14.39£1.9 (n=23)

IV.A.2. Morfin, L-NAME ve L-arjinin Gruplarinda Olusan
% Antinosiseptif Aktivite

Laboratuarimizda paralel yiiriiyen bir ¢alismada bu gruplarda
bulunan % antinosiseptif aktivite degerleri tablo 3’te gosterilmistir'”' . Elde
edilen sonuclar karsilastirildiginda yalmzca gece L-NAME grubunda disi ve
erkek fareler arasinda anlamli bir fark bulunmustur (P<0.05). Disiler, erkeklere

gore daha yiiksek bir antinosiseptif aktivite gostermistir.
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Tablo 3. Morfin,

121

antinosiseptif aktivite .

L-NAME

ve L-arjinin gruplarinda olusan %

09% erkek 09” disi 21% erkek 21% disi
Morfin 61.95+7.1 62.36+4.8 57.89+11.1 68.43+5.8
(n=12) (n=15) (n=9) (n=9)
L-NAME 66.42+5.7 55.73+1.9 48.77+6.7 71.3245
(n=11) (n=9) (n=9) (n=26)
L-arjinin 68.86+3.4 69.36+4.5 58.21+11.1 73.75+4.2
(n=9) (n=9) (n=9) (n=20)

IV.A.3. Nebivololiin Olusturdugu % Antinosiseptif Aktivite

Yaptigimiz calismada disi ve erkek farelere giiniin iki degisik
saatinde (09% ve 21°°) 0.1, 0.5 ve Img/kg dozunda nebivolol uygulanmustir.
Yapilan doz-cevap calismasinda antinosiseptif etkide doz bagimli bir cevap
goremedigimiz i¢in 0.5 mg\kg nebivolol dozu kullanilmistir. 0.5 mg/kg
nebivololiin nosisepsiyona etkisi ve bu etkisinin diurnal degisimi arastirilmistir.
Nebivololiin olusturdugu % antinosisepsiyon sekil 5’te gosterilmistir. Olusan
% antinosisepsiyon degerleri su sekildedir: saat 09°”da erkek farelerde
28.01£15.4 (n=9), disilerde 68.30+5.8 (n=11); saat 21°da erkeklerde
61.18+£10.5 (n=10) ve disilerde ise 72.38+4.9 (n=12) olarak bulunmustur.
Nebivololiin olusturdugu % antinosiseptif aktivitede gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (P > 0.05).
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nebivolol gruplan
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Sekil 5. Farelerde p-BK ile olusturulan kivranma aljezi modelinde saat
09" ve 21" da disi ve erkek farelere nebivolol (0.5 mg/kg) uygulanmasi ile

olusan % antinosiseptif aktivite.

IV.B. KOMBINASYON GRUPLARINDA ORTAYA
CIKAN % ANTINOSISEPSiYON

IV.B.1. Morfin+L-NAME ve Morfin+L-Arjinin Gruplarinda
Ortaya Cikan % Antinosisepsiyon

Laboratuarimizda es zamanh yiiriitiilen baska bir ¢alismada bu
gruplara ait % antinosiseptif aktivite degerleri tablo 4’teki gibi bulunmustur'?'.
Tiim sonuglar degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmamistir (P>0.05).
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Tablo 4. Morfin+L.-NAME ve morfin+L-arjinin gruplarinda olusan %

121

antinosiseptif aktivite .

09% erkek 09% disi 21 erkek 21% digi
Morfin+ 67.39+1.3 67.64+0.7 67.943.3 70.8243.8
L-NAME (n=13) (n=15) (n=9) (n=9)
Morfin+ 69.58+2.6 74.25+3.5 72.66%2.9 76.03+2.8
L-Arjinin (n=9) (n=9) (n=8) (n=9)

IV.B.2. Nebivolol+Morfin Kombinasyonunun Olusturdugu
% Antinosiseptif Aktivite

Fareye p-BK uygulanmasindan 15 dakika 6nce nebivolol (0.5

mg\kg, s.k.)+morfin (0.13 mg\kg, s.k)'*” kombinasyonu uygulanmistir. Olusan
% antinosiseptif aktivite sekil 6’da gosterilmistir. % antinosiseptif aktivite, saat
09°"da erkeklerde 31.21+21.8 (n=10), disilerde 63.43+8.6 (n=10); saat 21°da
ise erkeklerde 78.97+5.9 (n=10) ve disilerde 61.45+£8.5 (n=5) olarak
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmustur. Gruplar

gozlenmemistir ( P>0.05)
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nebivolol+morfin
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% antinosisepsiyon
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@ 09:00 erkek ® 09:00 disi O021:00 erkek O 21:00 disi

Sekil 6. Farelerde p-BK ile olusturulan kivranma aljezi modelinde saat
09" ve 21°"da disi ve erkek farelere nebivolol (0.5 mg\kg)+morfin (0.13

mg/kg)"'* uygulanmasi ile olusan % antinosiseptif aktivite.

IV.B.3. Nebivolol+L-Arjinin Kombinasyonunun % Antinosi-

septif Aktivitesi

Fareye p-BK uygulanmasindan 15 dakika 6nce nebivolol (0.5
mg\kg, s.k)+L-arjinin (2.0 mg\kg, s.k.) kombinasyonu uygulandiginda olusan
% antinosiseptif aktivite sekil 7’de gosterilmistir. % antinosiseptif aktivite
degerleri su sekilde bulunmustur: saat 09°”da erkek farelerde 54.6149.5 (n=5),
disilerde 34.05£14.2 (n=5); saat 21°"da erkeklerde 85.62+4.4 (n=5), disilerde
ise 69.4249.3 (n=5). Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir (P > 0.05).
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nebivolol+L-arjinin
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Sekil 7. Farelerde p-BK ile olusturulan kivranma aljezi modelinde saat
09" ve 21°”°da disi ve erkek farelere nebivolol (0.5 mg/kg)+L-arjinin (2.0

mg/kg) uygulanmasi ile olusan % antinosiseptif aktivite.

IV.BA4. Nebivolol+L-NAME Kombinasyonunun
Olusturdugu % Antinosiseptif Aktivite

Nebivololiin etki profiline L-NAME’in katkisi arastirilirken
fareye p-BK’dan 15 dakika ©nce nebivolol (0.5 mg\kg, s.k.)+L-NAME
(75mg\kg, s.k) kombinasyonu uygulanmistir. Bulunan % antinosiseptif aktivite
sekil 9°da gosterilmistir. % antinosisepsiyon degerleri saat 09°”da erkek
farelerde 51.97+12.1 (n=5), disi farelerde 58.98+7.9 (n=5); saat 21da
erkeklerde 78.45+5.2 (n=5) ve disilerde 54.16+3.1 (n=5)’dir. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir ( P > 0.05).
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nebivolol+L-NAME

% antinosisepsiyon

@ 09:00 erkek ® 09:00 disi O 21:00 erkek O 21:00 disi

Sekil 8. Farelerde p-BK ile olusturulan kivranma aljezi modelinde saat
09% ve 21°"da disi ve erkek farelere nebivolol (0.5 mg/kg)+L-NAME (75

mg/kg) uygulanmasi ile olusan % antinosiseptif aktivite.

IV.B.5. Nebivolol+Morfin+L-Arjinin Kombinasyonunun

Olusturdugu % Antinosiseptif Aktivite

Kombinasyon grubunun etkileri arastirilirken fareye p-BK’dan
15 dakika once nebivolol (0.5 mg\kg, s.k.)+morfin (0.13 mg\kg, s.k. )'*’+L-
arjinin (2.0 mg\kg, s.k.) kombinasyonu uygulanmistir. Olusan % antinosiseptif
aktivite sekil 9°daki gibidir. % antinosisepsiyon degerleri sOyledir: saat 09" da
erkek farelerde 74.70+7.1 (n=5), disilerde 54.11+9.4 (n=5); saat 21°da
erkeklerde 64.29+10.7 (n=5) ve disilerde de 64.39+£10.9 (n=5)’dir. Tiim gruplar
incelendiginde aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P

> 0.05).
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nebivolol+morfin+L-arjinin

% antinosisepsiyon

@ 09:00 erkek m09:00 disi 021:00 erkek O 21:00 disi

Sekil 9. Farelerde p-BK ile olusturulan kivranma aljezi modelinde saat
09" ve 21°"da disi ve erkek farelere nebivolol (0.5 mg/kg)+morfin (0.13
mg/kg)'**+L-arjinin (2.0 mg/kg) uygulanmasi ile olusan % antinosiseptif

aktivite.

IV.B.6. Nebivolol+Morfin+L-NAME Kombinasyonunun
Olusturdugu % Antinosiseptif Aktivite

Kombinasyon grubunun etkileri arastirilirken fareye p-BK’dan
15 dakika 6nce nebivolol (0.5 mg\kg, s.k. )+morfin (0.13 mg\kg, s.k. )'**+L-
NAME (75 mg\kg, s.k.) uygulanmistir. Ortaya ¢ikan % antinosiseptif aktivite
sekil 10’daki gibidir. % antinosisepsiyon degerleri saat 09°”da erkek farelerde
66.19+7.7 (n=5), disilerde 53.62+3.7 (n=5); saat 21°”da 60.31+14.8 (n=5) ve
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disilerde 57.17£5.4 (n=5) olarak bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark yoktur ( P > 0.05).

nebivolol+morfin+L-NAME

% antinosisepsiyon

@ 09:00 erkek m 09:00disi 0O 21:00 erkek O 21:00 disi

Sekil 10. Farelerde p-BK ile olusturulan kivranma aljezi modelinde saat
09" ve 21°”da disi ve erkek farelere nebivolol (0.5 mg/kg)+morfin (0.13
mg/kg)120+L-NAME (75 mg/kg) uygulanmasi ile olusan % antinosiseptif

aktivite.

IV.C. TUM GRUPLARIN KARSILASTIRILMASI

IV.C.1. 09" Erkek Gruplarimin Karsilastirilmasi

Saat 09°”da erkek gruplarinda ortaya cikan % antinosiseptif
aktivite sekil 11°de gosterilmistir. Gruplar arasinda anlaml bir fark yoktur (P >
0.05).
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IV.C.2. 09” Disi Gruplarmin Karsilastirilmasi

Saat 09°da disi farelerde tiim gruplarda olusan % antinosiseptif
aktivite sekil 12°deki gibidir. Nebivolol ile nebivolol+L-arjinin gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (P < 0.05).
Nebivololiin olusturdugu % antinosiseptif —aktivite nebivolol+L-arjinin

kombinasyonu ile azalmistir.

IV.C.3. 21" Erkek Gruplarimin Karsilastirilmasi

Saat 21°”da tiim erkek gruplarinda ortaya cikan %
antinosiseptif aktivite sekil 13’te gosterilmistir. Gruplar arasinda anlamli bir

fark gozlenmemistir (P > 0.05).

IV.C.4. 21" Disi Gruplarimin Karsilastirilmasi

Saat 21°”da tiim disi gruplarinda gozlenen % antinosiseptif
aktivite sekil 14’te gosterilmistir. Gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur (P >

0.05).
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09:00 Erkek GRUPLARI
< 100
o
= 80 -
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.g 60 -
8 40 |
£
€ 20
X o
& nebivolol B morfin
O L-NAME O L-arjinin
B nebivolol+morfin @ nebivolol+L-NAME
B nebivolol+L-arjinin O morfin+L-NAME
B morfin+L-arjinin B nebivolol+morfin+L-NAME
O nebivolol+morfin+L-arjinin

Sekil 11. Farelerde p-BK ile olusturulan kivranma aljezi modelinde saat
09" da erkek farelerde olusan % antinosiseptif aktivite.
( L-NAME, morfin, L-arjinin, morfin+L-NAME ve morfin+L-arjinin

gruplar'?)

49



% antinosisepsiyon

09:00 disi gruplan

2

E nebivolol B morfin OL-NAME

O L-arjinin B nebivoloH-morfin @ nebivoloH+L-NAME
M nebivoloH-L-arjinini O morfi+L-NAME B morfin+L-arjinin

M nebivoloH-morfin+L-NAME O nebivoloH-morfin+L-arjinin

Sekil 12. Farelerde p-BK ile olusturulan kivranma aljezi modelinde saat
09°"da disi farelerde olusan % antinosiseptif aktivite. % antinosiseptif

aktivite * nebivololden anlamh farkh (P<0.05).
( L-NAME, morfin, L-arjinin, morfin+L-NAME ve morfin+L-arjinin

gruplarlm)
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21:00 erkek gruplari
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Sekil 13. Farelerde p-BK ile olusturulan kivranma aljezi modelinde saat

21""da erkek farelerde olusan % antinosiseptif aktivite.

( L-NAME, morfin, L-arjinin, morfin+L-NAME ve morfin+L-arjinin

gruplarlm)
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21:00 Disi Gruplari
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Sekil 14. Farelerde p-BK ile olusturulan kivranma aljezi modelinde saat

21" da disi farelerde olugan % antinosiseptif aktivite

( L-NAME, morfin, L-arjinin, morfin+L-NAME ve morfin+L-arjinin

gruplarlm)
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V. TARTISMA

Bu calismada farede p-BK ile indiiklenen nosisepsiyona
nebivololiin etkisi arastirllmig, olusan etkinin zamana ve cinsiyete gore

degisimi ve L-arjinin-NO\sGMP yolaginin bu etkiye katkis1 incelenmistir.

Yapilan calismalar bize agrinin, hastalarin en cok sikayetci
oldugu rahatsizliklardan biri oldugunu gostermektedir. Agr1 subjektif bir duygu
olarak tanimlandigr icin agr1 deneylerinde kullanilan agri modelinin se¢imi
oldukca zordur®. Agriya bagli davramslar biyolojik ritim gdsterir ve kullanilan

deney modeli, zaman ve tiirler arasi farkliliklar sonuclarn etkiler
17,18,19,20,21,22,24,25,29

Nosisepsiyonun giinliik ritmisitesinin anlasilmasi analjezik ilag
calismalarinin standardizasyonunda olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. Siganlarda
yapilan bir ¢alismada agri duyumu aydinlik-karanlik siklusun karanlik fazinda
daha fazla iken, baska bir cahsmada agr1 duyumu aydinlik fazinda daha fazla
bulunmustur’’. Farelerde yapilan bir calismada ise agri duyumunun hem
aydinlik hem de karanlik fazinda giinde 2 kez pik yaptigi gosterilmistir’’.
Laboratuarimizda bizim caligmamizla paralel yiiriiyen bir calismada kontrol
grubunda olusan nosiseptif aktivitenin diurnal degisimi incelendiginde anlaml

bir fark bulunmam1st1rm.

Agr1  deneylerinde kadinlar ve erkekler arasinda agr
hassasiyetinde olusan farklilik sosyal duruma ve fizyolojik faktorlere baglhdir.
Ayrica hayvan deneylerinde de noksiyus uyarana karsi disi ve erkekler arasinda
farkliliklar gozlenmistir ve biyolojik mekanizmalarin bu farkliliklarin nedeni
olabilecegi ifade edilmistir'*. Yapilan calismalarda agrili termal uyarana karsi,
22,123

kadinlarda agri esiginin erkeklere gore daha diisiik oldugu ifade edilmistir

Disi sican ve fareler de kimyasal, 1s1 ve elektriksel uyaranlara karsi erkeklere
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gore daha hassastir'**. Bizim calismamizla paralel yiiriiyen diger calismada,
disi ve erkek fareler arasinda morfin, L-arjinin, morfin+L-NAME ve
morfin+L-arjinin gruplarinda olusan % antinosiseptif aktivite incelendiginde
istatistiksel olarak anlamli bir farkliik bulunmamistir. L-NAME gece
grubunda disi ve erkek fareler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmustur (P<0.05). Disiler erkeklere gore daha yiiksek bir antinosiseptif
aktivite gﬁstermistirm. Bizim caligmamizda ise disi ve erkek fareler arasinda,
nebivolol, nebivolol+L-NAME, nebivolol+L-arjinin, nebivolol+morfin+L-
NAME ve nebivolol+morfin+L-arjinin gruplarinda olusan % antinosiseptif

aktivite istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Abacioglu ve arkadaslari kimyasal aljezik p-BK ile indiiklenen
kivranma aljezi modelinde L-arjinin-NO\sGMP yolaginin etkisini arastirmistur.
NO prekiirsorii olan L-arjinin 0.125-1.0 mg\kg dozunda, NOS inhibitorii L-
NAME de 18.75-150 mg\kg dozunda antinosisepsiyon olusturmustur. L-arjinin
dozu arttirildiginda (10-100 mg\kg), guanilil siklaz ve\veya NOS inhibitorii
metilen mavisi gibi doz bagimhi olarak nosisepsiyon-antinosisepsiyon-
nosisepsiyon seklinde trifazik bir etki gdzlenmistir. Bu sonuglardan yola
cikarak L-arjinin-NO\sGMP kaskadindaki bilesenlerin, nosiseptorler tizerinde
direkt etkileri oldugunu veya NO ile indiiklenen diger nosiseptif yolaklarla,
periferal ve santral olarak nosiseptif proseslere katiliyor olabildigini

belirtmislerdir'”’.

Laboratuarimizda paralel yiiriiyen bir diger c¢alismada morfin
(EDso=0.13 mg\kg)'*’, L-NAME (75 mg\kg), L-arjinin (2.0 mg\kg), morfin
(0.13 mg\kg)'*’+L-NAME (75 mg\kg) ve morfin (0.13 mg\kg)'*’+L-arjinin
(2.0 mg\kg) kombinasyonlarinda olusturan % antinosiseptif aktivite disi ve
erkek farelerde iki farkli zamanda (09%°-21%) hesaplanmistir. Kontrol grubunda

olusan nosisepsiyonda; morfin, L-arjinin, L-NAME, morfin+L-NAME ve
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morfin+L-arjinin gruplarinda olusan antinosiseptif aktivitede gece- giindiiz

gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Biz calismamizda nebivololiin tek basina ve nebivolol+morfin,
nebivolol+L-arjinin, nebivolol+L-NAME, nebivolol+morfin+L-arjinin ve
nebivolol+morfin+L-NAME kombinasyonlarinda olusturdugu % antinosiseptif

aktiviteyi ve bunun zamana ve cinsiyete bagli degisimini aragtirdik.

Nebivolol selektif bir P;-reseptdr antagonistidir ve periferik
vazodilator etkiye sahiptir. Bu etkisi endojen NO iiretimi araciligiyla

34,39,40,41 . .. .. .. .. . . o
. Nebivololiin vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki vazodilator

gerceklesir
etkisi ise NO-sGMP bagimli mekanizmalarla gerceklesir”. Biz calismamiza
nebivolol ve L-arjinin-NO\sGMP yolag1 arasindaki iliskiden yola ¢ikarak
basladik. Diger baz1 3 blokerlerin nosiseptif proseslerdeki roliiniin arastirildigi
calismalarda olusturduklar1 nosiseptif\antinosiseptif etki L-arjinin-NO\sGMP

yolagindan bagimsiz olup®®

, aynmt ¢alismada kullanilan agri modeline gore
degisebilecegi gibi®, kullamilan B blokerin diger reseptorler iizerindeki
etkilerinden kaynaklanan antinosiseptif 6zellikleri de olabilecegi gosterilmistir.
Ornegin [-adrenoreseptor blokorii olan pindololiin tramadol
antinosisepsiyonunu arttirdigi; fakat bu etkisinin pindololiin ayn1 zamanda 5-

HT) 5 reseptor antagonisti olma dzelligine bagh oldugu gosterilmistir™.

Bizim  calismamizda  nebivololin  tek  basmna  ve
nebivolol+morfin, nebivolol+L-NAME, nebivolol+morfin+L-NAME ve
nebivolol+morfin+L-arjinin kombinasyonlarinda olusturdugu % antinosiseptif
aktivite gece-giindiiz ve disi-erkek gruplari incelendiginde istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (P>0.05). Disi giindiiz (0900) grubunda nebivolol ve
nebivolol+L-arjinin kombinasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmustur (P<0.05). Nebivololiin olusturdugu % antinosiseptif aktivitenin
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(%68.30+5.8), nebivolol+L-arjinin (%34.05+14.2) kombinasyonu ile azaldigi

gorilmistiir.

Tiim veriler goz Oniine alindiginda nebivololiin antinosiseptif
etkisinde, zaman farki ve cinsiyetten kaynaklanan anlamli bir fark
gozlenmediyse de, disi farelerde nebivolol antinosisepsiyonunun nebivolol+L-
arjinin kombinasyonu ile azalmasinda L-arjinin/NO yolaginin olas1 bir rolii

olabilecegini 6ngorebiliriz.
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VI. OZET

p-BENZOKINON ILE INDUKLENEN NOSISEPSiYONDA
NEBiVOLOL’UN KRONOBIiYOLOJIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

OO—1900) ve karanlikta

Bu calismada, 12’ser saat aydinlik (07
(19%-07") kalarak senkronize olmus albino disi ve erkek farelerde, kimyasal
aljezik p-BK ile indiiklenen kivranma aljezi modelinde, selektif f;-
adrenoreseptor blokorii olan nebivololiin analjezik etkilerinin diurnal ve
cinsiyete bagli degisimi incelenmis ve bu etkilerde L-arjinin-NO yolaginin
olas1 rolii arastirilmistir. Bunun icin saat 09% ve 21°”da morfin, L-NAME ve
L-arjininin nebivolol ile ve nebivololsiiz kombinasyonlar1 hayvanlara
uygulanmis ve olusan kivranma sayilar1 kaydedilmistir. Test edilen maddelerin
kivranma sayilart iizerindeki inhibitor etkisi % antinosiseptif aktivite olarak

hesaplanmustir. Istatistiksel analizde parametrik ve non-parametrik anova

kullanilmastir.

Sonug¢ olarak nebivolol gruplar1 arasinda zaman farki ve
cinsiyetten kaynaklanan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadiysa da,
disilerde nebivolol antinosisepsiyonunun nebivolol+L-arjinin kombinasyonu
ile azalmasinda, L-arjinin-NO yolaginin olast bir rolii olabilecegini

ongorebiliriz.
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VII. SUMMARY

INVESTIGATION THE  CHRONOBIOLOGIC EFFECTS OF
NEBIVOLOL ON p-BK-INDUCED NOCiCEPTION IN THE MOUSE

In this study, the analgesic activity of nebivolol, the selective ;-
adrenoreceptor blocker, on diurnal and gender variation on female and male
mice synchronized to 12:12 light-dark and the L-arginin-NO pathway’s
potential role in this activity were investigated. At 09” and 21°°, morphine, L-
NAME and L-arginin and their combinations with nebivolol are administered
to the animals and the number of writhes were counted. The inhibitory effect of
the tested materials were counted as the % antinociceptive activity. Parametric
and non-parametric ANOVA was used for statistical analysis.

Altough there isn’t any statistically significant difference
between nebivolol groups according to time and gender, we may say that the
decrease of nebivolol antinociception with nebivolol+L-arginin combination in

female mice may be deal with the L-arginin/NO pathway.
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