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OZET

KOLOREKTAL DiSTANSIYON iLE INDUKLENEN DENEYSEL VISERAL AGRI
MODELINDE NIKOTININ ANALJEZIK ETKISININ ARASTIRILMASI

Amac: Nikotin, santral sinir sisteminde (SSS) noronal uyarici bir etkiye sahip olan ve ligand
kapili iyon kanalli nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR’ler) vasitasiyla cesitli etkileri
meydana getirdigi bilinen bir ilagtir. Nikotinin en 6nemli etkilerinden biri dopamin, glutamat,
GABA ve diger bir takim norotransmitterlerin saliverilmesine neden olmasidir. Bir nAChR
agonisti olan nikotinin tail-flick ve hot-plate gibi bir takim agr1 testleri ile yapilan ¢aligmalarda
nAChR’ler araciligiyla antinosiseptif etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Fakat, kolorektal
distansiyon ile indiiklenen deneysel viseral agri modelinde nikotinin potansiyel antinosiseptif
etkisi ve etki mekanizmasi heniiz agikliga kavusturulamamistir. Bu ¢alismada ¢esitli dozlarda
uygulanan nikotinin antinosiseptif etkisi ve bu etkinin nikotinik, opioid ve GABA reseptor
antagonistleri tarafindan bloke edilip edilmedigi aragtirilmigtir.
Materyal ve Metot: Calismada kullanilan biitiin siganlarda kolorektal distansiyon olusturularak
agrili uyaran meydana getirildi, bu uyaranlar1 takiben “viseromotor yanit (VMY)” olarak
adlandirilan siganlarin abdominal eksternal kasinda olgiilebilir bir kontraksiyon yaniti
olusturuldu. VMY’ler eksternal oblik kasa yerlestirilen elektrotlardan elde edilen
elektromyelografik (EMG) aktivite ile degerlendirildi. Kolorektal distansiyon, siganlarin
kolonlarmna yerlestirilen bir kolorektal aparat tarafindan meydana getirildi.
Bulgular: Nikotinin gesitli dozlar1 (1,25, 2,5, 5 ve 10 mg/kg; i.v.) ile muamele edilen yetiskin
erkek Sprague Dawley siganlarda doza bagimli bir sekilde antinosiseptif etki gézlenmistir.
Intravendz olarak uygulanan nikotin 1,2 ve 2,5 mg/kg dozlarinda antinosiseptif etki
gozlenmezken, 5 ve 10 mg/kg dozlarinda antinosiseptif etki meydana gelmistir. Bu testteki
maksimum antinosiseptif etki ise 5 mg/kg dozunda goézlenmistir. Nikotinin bu antinosiseptif
etkisi selektif olmayan nikotinik reseptor antagonisti olan mekamilamin (0,25 mg/kg, i.v.) ve
GABA reseptor antagonisti olan pikrotoksin (0,1 mg/kg, i.v.) tarafindan engellenirken, selektif
olmayan opioid reseptdr antagonisti olan nalokson (1 mg/kg, i.v.) tarafindan kismen
engellenmistir.
Sonu¢: Bu sonuglar, nikotinin antinosiseptif etkisine nikotinerjik, GABAerjik ve kismen de
opioiderjik sistemin aracilik ettigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Analjezi; kolorektal distansiyon; nikotin; viseral agri

HAKAN BALCI, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz-2016



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANALGESIC EFFECT OF NICOTINE IN COLORECTAL
DISTENSION INDUCED EXPERIMENTAL VISCERAL PAIN MODEL
Aim: It is well known that nicotine is a neuronal stimulating drug in the central nervous system
(CNS) and elicits various effects through nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs), which are
ligand-gated cation channels. One of the effects of nicotine is the releasing of the
neurotransmitters such as dopamine, glutamate, GABA and others. It has been reported that
nicotine, an agonist of nAChRs, has an antinociceptive effect through nAChRs in hot plate and
tail flick test. However, regarding the potential antinociceptive effect of nicotine in colorectal
distension induced experimental visceral pain model and its mechanisms are not elucidated yet.
In this study, we sought to evaluate the antinociceptive effects of various doses of nicotine and
to determine whether these effects could be blocked by nicotinic, opioid and GABA receptor
antagonists.
Material and Method: In all used rats in our study, the noxious stimulus is produced by
colorectal distension (CRD), in pursuit of this noxious stimulus, visceromotor response (VMR)
was obtained and measured by recording EMG (electromyography) activity gained from
electrodes implanted into the external oblique muscles of the rats. To produce CRD, colorectal
apparatus is placed in the colon of the rats.
Results: Adult Sprague Dawley rats were treated with various doses of nicotine (1.25, 2.5, 5
and 10 mg/kg; i.v.), and an antinociceptive effect was observed in a dose dependent manner.
While the antinociceptive effects was not observed at 1.25 and 2.5 mg/kg, intravenously
administered of nicotine induced an antinociceptive effect at 5 and 10 mg/kg, but maximal
antinociception was observed at the dose of 5 mg/kg in this test. This antinociceptive effect of
nicotine was attenuated by pretreatment with the non-selective nicotinic receptor antagonist
mecamylamine (0.25 mg/kg, i.v.) and GABAA receptor antagonist picrotoxin (0.1 mg/kg, i.v.).
But the antinociceptive effect of nicotine was partially blocked by non-selective opioid receptor
antagonist naloxone (1 mg/kg, i.v.)
Conclusion: The data indicate that nicotine can exert an antinociceptive effect that is at least
mediated by the nicotinergic, GABAergic and partially opioidergic system.

Keywords: Analgesia; colorectal distension; nicotine; visceral pain

HAKAN BALCI, Master Thesis
Ondokuz Mayis University- Samsun, July-2016
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SIMGELER ve KISALTMALAR

. p-opioid reseptorii

: 5 Hidroksitriptamin

. (R) -5- (2-azetidinilmetoksi) -2-kloropiridin
> Asetilkolin

: Adrenokortikotropik hormon

: Tek yonlii varyans analizi
: Aminooksiasetik asit
: Kolin asetil transferaz

: Calsitonin gene related protein =Kalsitonin gen iliskili peptid

: Siklooksijenaz

: Kosullandirilmis yer tercihi
: Kortikotropin saliveren faktor

: Dikloro difenil trikloroethan
: Dorsal boynuz

: Dihidro-pB-eritrodin

: Korsal kok gangliyonu

: Egri altinda kalan alan

: Elektromiyografi

: Gama amino butirik asit

: y-asetilenik GABA

: Biiylime hormonu
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> y-vinil GABA



HPA
IASP

i.C.V.

KO
KRD
LB4
LS
LTD
LTP
Met-Enk
MLA
nAChR
NIiK
NLX
NMDA
NO
NRGS
NRM
NSAIi
NTX
PAG
PAM
PENK
PG

POMK

: Hipotalamus-hipofiz-adrenal

- International Association for the Study of Pain
: Intraserebroventrikiiler

- Intratekal

: Knock-out

: Kolorektal distansiyon

- Lokotrien B4

: Lokus seruleus

: Long-term depression=Uzun siireli depresyon
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: Nikotinink asetilkolin reseptdrii
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- Nukleus retikularis giganto sellularis
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. Steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglar

: Naltrekson

: Periakuaduktal gri

: Pozitif allosterik modiilator

: Proenkefalin

:Prostaglandin

: Proopiomelanokortin
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Tyr
VMY

WDR

- Siyatik sinir ligasyonu

: Rostral ventromediyal medulla

: Substant P

: 4,5,6,7-tetrahidro izoksazol (5,4-b) piridin 3-ol
- Tirosin

- Viseromotor yanit

: Wide dynamic range = Genis dinamik alan néronlar1
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1. GIRIS

Agr kisilerin yasam kalitesini dnemli oranda diisliren yaygin bir semptom
olup, sosyal ve ekonomik bir problemdir. Isve¢’te yapilan bir epidemiyolojik ¢alismada
kronik agr1 prevalansi %54 civarinda bulunmustur (Bjork ve ark., 2004). Agri
tedavisinde sik kullanilan steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglar (NSAII) hemen her
iilkede en ¢ok kullanilan ilk bes grup ilag i¢ine girmektedir. Amerika Birlesik Devletleri
gibi bircok gelismis lilkede agr1 kesicilerin regetesiz olarak kullanilmasi1 yaygindir.
Tiirkiye’de 2007 yilinda, “agr1 kesici” ve “antiromatizmal” olarak kullanilan ilaglar,
kullanilan tiim ilaglarin %21,7°lik onemli bir kismma karsilik gelmektedir (Sendika,
2001). Bu nedenle etkin ve rasyonel analjezik kullanim1 ¢ok 6nemlidir. Giintimiizde agr1
duyusunun ve agri tedavisinde kullanilan ilaglarm analjezik etki mekanizmalarinin
arastirilmasina yonelik deneysel ve klinik ¢alismalara ragmen bu konudaki bilgilerimiz
hentiz sinirhdir.

Sicanlarda kolorektal distansiyonla (KRD) indiiklenen viseral agri klinikte
barsak, mesane ve uterus gibi i¢i bos organlardan kaynaklanan viseral agriy1 taklit
etmektedir (Nakamura ve Ferreira, 1988). KRD ratlarda (si¢canlarda) abdominal
eksternal kaslarda kontraksiyon yanit1 (viseromotor yanit, VMY) olusturmaktadir.
VMY abdominal eksternal oblik kaslarin kontraksiyonu sirasinda olusan EMG
aktivitesinin  hesaplanmas1 ile degerlendirilir ve bu model viseral agri
degerlendirmesinde oldukga objektif veri saglar (Ness ve Gebhart, 1988; Moltner ve
ark. 1998). Analjezik ilaglar KRD ile olusturulan viseromotor yaniti (EMG aktivitesini)
tamamen inhibe edebilirler ya da azaltabilirler.

Analjezik etkide nikotinerjik sistemin etkinli§ini gdsteren ¢alismalar
mevcuttur. Analjezik etkide en fazla rol alan nikotinik reseptor alt tipi a4p2 ve a7
reseptorleridir. Nikotinik asetilkolin reseptorlerinin diger alt-birimleri de (a3p2, a3p4,
ve 04P4 gibi) ayn1 zamanda sinir sisteminde ve noronal olmayan bazi1 dokularda genisge
dagilm gosterirler. Ozellikle talamus, serebral korteks, hipokampus ve nukleus rafe
magnus gibi {list merkezlerde yer alan nikotinik asetilkolin reseptorleri analjezik
mekanizmada 6nemli rol oynamaktadir (Zoli ve ark., 2006). Talamus ve rafe magnusda
a4 ve B2 genleri silinmis sicanlarda analjezik yanitlarin azaldigi gézlenmistir (Del Mar
Arroyo-Jimenez ve ark., 1999). Ayrica insanlarda yapilan bir ¢aliymada, nikotinin post

operatif (cerrahi sonrasi) agrida sigara igmeyen hastalara uygulandiginda daha fazla
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analjezik etki gosterdigi bulunmustur. Bu ¢alismada nikotinin analjezik etkisinin sigara
icen bagimlilarda, tolerans gelisitiginden dolayi, daha az analjezik etki gosterdigi
bulunmustur (Acta, 2015).

Bu projenin amaci kolokteral distansiyonla indiiklenen viseral agr1 modelinde
nikotinin analjezik etkinligini degerlendirmektir. Kolorektal distansiyonla indiiklenen
viseral agr1 modeli, deney hayvanlarinda viseral agriy1 degerlendirmede kullanilan ve
iyi bilinen bir yontem oldugundan sik kullanilmaktadir. Biz de daha 6nce bu modelde
denenmemis olan nikotinin analjezik etkisini ve etki mekanizmasii arastirmak

istiyoruz.
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2.GENEL BILGIiLER

2.1. Agrinin Tanim

Giliniimiizde Uluslararas1 Agr1 Caligma Dernegi (International Association for
the Study of Pain, IASP)’e gore agri: “Gergek veya potansiyel doku hasarryla iliskili
duyusal ve emosyonel hos olmayan olduke¢a subjektif bir deneyimdir”. Bu tanima gore
agr1 gercek bir duyu degil algidir ve duyusal, duygusal ve bilissel bilesenlerden
olugsmaktadir. Bu bilesenler agrinin siire, siddet ve yerlesim olarak algilanmasina,
motivasyonal degisiklikler ve nahosluk hissi olusmasina, agriya bagl korku, anksiyete
ve farkindalik yaratilmasina neden olur (Loeser ve Melzack, 1999).

Agri ile ilgili terimler ve tanimlar1 sunlardir (Makin ve ark., 1998):

Agn esigi: Agriya neden olan en diisiik uyar1 siddeti

Agn toleransi: Hastanin en yiiksek siddetli agr1 uyaranini tolere edebilecegi

smir

Allodinia: Agrili olmayan uyaranin neden oldugu agridir. Agr1 esigi diistiktiir

Hiperaljezi: Agrili uyarana karsi yanitin artmasi

Hiperpati: Uyar1 sonrasi uzayan agri sendromu

Disestezi: Agridan daha fazla rahatsizlik olusturan istenmeyen duyu

Hiperestezi: Uyarana kars1 duyarlilik artis1

Nosiseptor: Agrili uyarana karsi duyarh spesifik reseptor
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2.2. Agrinin Simiflandirilmasi

Tablo 1. Agrinm smiflandirilmast (International Association for the study of pain (IASP)’ye gore)
(Aydin, 2002’den).

AGRININ SINIFLANDIRILMASI

Kaynaklandig1 dokuya
Siiresine gore Mekanizmaya gore
gore
) Nosiseptif agr1
Somatik agr1 _
Akut agri Noropatik agr1
Viseral agr1
Kronik agr1 Deafterantesyon agr1
Sempatik agr1
Reaktif agr1

Periferal agri
Psikosomatik agr1

2.2.1. Akut Agn

Akut agr1 genellikle tanimlanabilir bir nedene bagl olmakla birlikte gecicidir.
Viicuda zarar veren bir olay ger¢eklestiginin gostergesidir. Neden olan lezyon ile agri
arasinda yer, siddet ve zaman bakimindan yakinlik mevcuttur. Akut agr1 travma sonrasi,
cerrahi miidahale ve bazi hastaliklarda goriiliir. Nosiseptif veya noropatik kaynakli
olusabilmektedir. Akut nosiseptif somatik agr1 fizyolojik ya da patofizyolojik olabilir.
Fizyolojik agr1 birincil ve hizli agr1, patofizyolojik agr1 ise ikincil ve yavas agr1 olarak
bilinmektedir (Makin ve ark., 1998; Aydin, 2002; Dahl ve ark., 2005; Treatments,
2011).

2.2.2. Kronik Agn

Kronik veya siirekli agri, akut hastalik veya yaralanma durumunda ortaya ¢ikan
ve 3 ila 6 ay arasinda siirekli kendini tekrarlayan agri olarak tanimlanir (Treatments,
2011). Kronik agri1 sendromlar1 yaralanma veya doku hasari diginda herhangi bir
yaralanma belirtisi olmadan kendiliginden de olusabilir. Stres, duyusal ve g¢evresel
faktorler agrinm yogunlugunu ve kalicihigmi artirabilir. Kronik agr1 tedavi

sonlandirildiginda da devam edebilir. Agrinin siddetinde kisinin algisi1 da dnemlidir
(Loeser ve Melzack, 1999).
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2.2.3. Viseral Agn

Kimyasal uyaranlar, organlarin ani gerilmesi, kan akiminin azalmasi gibi
etmenler viseral agr1 nedenidir. Yaygimn, lokalizasyonu gii¢ ve yansiyan tipte olabilir
(Aydin, 2002). Somatik agriya gore daha iyi anlasilir. Viseral organlar distansiyona
olduk¢a duyarlidir. Gastrointestinal ve iirogenital sistem, distansiyon yoluyla olusan
agriya oldukca hizli yanit verir. Agri etiyolojisinde kisa siireli iskemi olugmasi olumsuz
bir faktdrdiir. Buna ragmen iskemi iyi bilinen bir mekanizmadir. Onemli doku hasarinin
oldugu durumlarda az, az doku hasarinin oldugu durumlarda ise ¢ok siddetli agri
olabilir. Viseral agri; agr1 merkezinden uzak bir kaynaga iletilebilir. Segmental ve

yiizeyseldir ve genellikle hiperaljezi gosterir (Makin ve ark., 1998).

2.3. Agrimin Mekanizmasi ve letimi
Agrili uyarana kars1 spesifik olan reseptdre nosiseptor denir. Nosiseptorler
mekanik,termal ve/veya kimyasal uyarilarla aktive olurlar (Makin ve ark., 1998). 3 tip
nosiseptor vardir (Patestas ve Gartner, 2006).
1- Mekanosensitif nosiseptor: Mekanik uyarilar veya doku yaralanmalarma karsi
duyarhdir. A-delta lifleri gérev alir.
2- Termosensitif nosiseptor: Sicak ve soguk uyarilara kars1 duyarlidir. A-delta lifleri
gorev alir.
3- Polimodal nosiseptdr: Mekanik, termal ve kimyasal zararli uyaranlara karsi

duyarhdir. C lifleri gorev alir.

Viicudun herhangi bir bolgesindeki doku yaralanmasi sonucu uyarinin bu
nosiseptorler araciligi ile almip santral sinir sistemine ulastirilmasi, belirli bolge ve
noral yapilarda integre edilmesi, bu zararh tehdidin algilanmasi buna kars1 fizyolojik,
biyosimik ve psikolojik Onlemlerin harekete gegirilmesine nosisepsiyon denir.
Dolayisiyla nosisepsiyon doku hasar1 ile agrinin algilanmasi arasinda olusan
elektrokimyasal olaylar biitiiniidiir (Kayhan, 1997; Benjamin, 2000). Agr1, nosisepsiyon
icinde bir algilama olayidir. Normal kosullarda agri1 ve nosisepsiyon hos olmayan bir
duygu olarak algilansa da amac1 organizmayi zararh saldiridan korumak ve savunma
mekanizmasi olusturmaktir (Ertekin, 1993). Dolayisiyla nosiseptorler; periferik
terminalleri agrili uyaranlara hassas, primer afferentleri tiim deri ve deri alt1 dokularda

bulunan, ¢iplak ve serbest sinir uglaridir (Kayhan, 1997). Miyelinsiz C lifleri ile
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miyelinli A-delta liflerinin distal uzantilarindan olusmuslardir ve 100-400 pm
uzunlugundaki aksonal sonlanmalar kiigiik kan damarlar1 ve mast hiicreleri kenarinda
sonlanirlar (Cervero ve Laird, 2004)

Periferdeki bir uyaranin agr1 olarak merkeze ulasmasinda bazi faktorler rol
oynar. Bunlar; (Sekil 1)

1. Transdiiksiyon: Periferde nosiseptorler tarafindan algilanan agr1 sayesinde
ortaya ¢ikar. Bir enerji seklinin baska bir enerji sekline doniismesi durumudur. Ornegin;
hissedilen her soguk veya mekanik uyaran agrili degildir. Soguk veya mekanik uyaranin
agrili duruma ge¢mesi i¢cin sogukluk derecesinin diismesi veya mekanik siddetin artmasi
gerekmektedir. Nosiseptorler bu sekilde duyarli hale gegerek agriya neden olurlar
(Aldemir, 2000).

2. Transmisyon: Nosiseptorler tarafindan alinan agri bilgisinin daha st
merkezlere tasinmasi olayidir (Aldemir, 2000). Nosiseptif impulslar iist merkeze A-
delta ve C lifleriyle tasmirlar. A-delta lifleri miyelinli, C lifleri ise miyelinsizdir. Bu
yiizden A-delta lifleri C liflerinden daha hizhidir. A-delta liflerinin uyarilmasiyla keskin
ve batic1 bir agr1 olusurken C lifleri ise gecikmis yanici bir agr1 olusturur. A-delta ve C
lifleri yalmizca deri ve deri alt1 yapilarin degil viseral organlarin uyarilarimi da

tasimaktadir (Cross, 1994; Kandel, 2000).
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Sekil 1. Agr1 olusum mekanizmasi (Erdine, 2003’den uyarlanmigtir)

3. Modiilasyon: Genellikle omurilik seviyesinde meydana gelen bir olaydir.
1965 yilinda Melzack ve Wall tarafindan ileri siiriilen kap1 kontrol teorisinden 6nce
spinal kord sadece bir ara durak olarak kabul edilirdi. Bu teori ile agrili uyaranin
omurilikte ciddi bir engel ile karsilastigi1 ortaya ¢ikmustir. Agrili uyaran spinal kord’da
degisime ugramakta ve bu degisim sonucu iist merkezlere iletilmektedir (Erdine, 2000).

4. Persepsiyon: Omurilikten ¢ikan uyaranin ¢ikan yollar aracihigi ile st
merkezlere iletilip agrimin algilanmasi olayidir. Bu yollar spinotalamik, spinoretikiiler
ve spinomezensefalik yoldur (Aldemir, 2000).

Viseral agrinin mekanizmasiyla ilgili 2 teori one siiriillmiistiir;

Birinci teoride; viseral agri da somatik agri tanimlamasinda kullanilan
nosiseptorlerle innerve olmaktadir. i¢ organlar1 innerve eden duyusal reseptdrlerin 2
farkli tipi vardw. 1. smif reseptorler dogal uyaranlara karsi yiiksek derecede esige
sahiptir. Kalp, damar, akciger ve solunum yollari, yemek borusu, safra sistemi, ince
barsak, kolon, iireter, mesane ve uterusta bulunduklari tespit edilmistir. 2. smif
reseptorler ise dogal uyaranlara karsi diisiik derecede esige sahiptir. Bu reseptorler

homojen dagilirlar. Diisiik frekansta normal sinyaller olustururken yiiksek frekansta agri
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sinyalleri olusturur. Kalp, 6zofagus, kolon, mesane ve testiste bulunduklari tespit
edilmistir.

Ikinci teoride ise; iltihap varhiginda aktif hale gecen afferent liflerin ig
organlarda afferent innervasyonu olusturmasi savunulmaktadir. Bu teoriye gore sessiz
nosiseptorler viseral afferent liflerden islevsel olarak farklidir ve ¢ogunlukla doku
yaralanmas1 ve inflamasyon gibi uyaranlarla ilgilidir. Bu yeni siif duyusal reseptorler
kronik viseral agrinin sinyalizasyonuna, spinal reflekslerin uzun vadeli degisikliklerine
ve i¢ organlarin otonomik kontroliiniin bozulmasina katkida bulunmaktadir (Cervero,

1993) (Sekil 2).

Talamus

Sempatik .\
Sinir Sistemi
Gangliyonu

Spinotalamik
Yollar

[ vansiyan Agn

] — Somatk Duyu
2 . Viseral Duyu
3« Internoron

4 e Motor

5« Sempatik efferent

Deri

Sekil 2. Viseral agr1 mekanizmasi (Hudspith, 2006°dan uyarlanmustir)

Sessiz nosiseptorler viseral agrida klinik dneme sahip olmasima karsin sayisal
istlinliigii tartismalidir. Kolon ve mesanedeki sessiz viseral afferentlerin toplam afferent
innervasyonunun %80-90’ma karsilik geldigi diistiniilmesine karsin bunun %40-45’i
gegmedigi kanitlanmistir. Normal sartlar altinda viseral nosiseptorler kolay uyarilabilir
degildir. Bu nedenle inflamasyon ya da yaralanmadan sonra i¢ organlardaki aktivasyona
yanit olarak olusan desarjlar siire ve biiyiiklik bakimindan akut hasar sonrasinda

olusandan daha fazla olur (Cervero, 1993).
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2.3.1. Agrinin Tletimi

C Lifleri: Miyelinsiz liflerdir. Uzunluklar1 0,23-1,5 pm arasinda
degismektedir. Kimyasal, termal ve mekanik uyarilara yanit vermektedir. Birden fazla

bigimde uyarilmalar1 nedeniyle polimodal lifler olarak bilinmektedirler. letim hiz1 2,5

m/s’den kiiciiktiir (Schofield, 2005).

A-delta Lifleri: 1,5-2 pm uzunlukta, miyelinli hizli tepkili néronlar olmakla
birlikte iletimleri de oldukga hizhdir. Iletim hizi 2 m/s’den biiyiiktiir. Iyi lokalize,
keskin, batict ve giiglii agrilardan sorumludurlar. A-delta lifleri, C lifleriyle benzer
gorev ustlenmektedirler. Fakat A-delta lifleri sadece termal ve mekanik uyarilara karsi
duyarhidir ve daha hizl tepki verirler. ilk agri hissi A-delta lifleri aracihifiyla olur,
devaminda ise C lifleri tarafindan iletilir. A-delta ve C lifleri deride ¢ok sayida bulunur.
Fakat C lifleri i¢ organlar, kaslar ve viserlerde daha baskindir. Her iki lif de omuriligin

dorsal boynuzu igindeki ndronlarla sinaps yaparak beyne ulasirlar (Schofield, 2005).

Dorsal Boynuz Mekanizmasi

A-delta ve C lifleri dorsal boynuza spinal korddan girerler. Dorsal boynuz
kokleri katmanli bir yapiya sahiptir (Schofield, 2005). Bunlardan en yiizeyseli lamina
I’dir ve dorsal boynuz lamina VI’ya kadar uzanir. Miyelinsiz C lif nosiseptdrleri lamina
II’de sonlanmaktadir. Kisa miyelinli A-delta lifleri ise lamina I’de sonlanmaktadir.
Hafif dokunus ve titresim gibi zararli olmayan uyarilar1 ileten diisiik esikli genis lifli
mekanoreseptorler lamina III ve IV’de son bulur. Dorsal boynuzda bilgi iletimi dorsal
boynuz néronlar1 olarak bilinen 2. sira noronlar ile gergeklestirilir. Bunlar nosiseptif
spesifik noronlar ve genis dinamik alan noéronlaridir. Bu néronlar dorsal boynuzda
diferansiyel dagilim ve afferent giris igin farkli yanit 6zelliklerine sahiptir (Hudspith,
2006).

a) Nosiseptif spesifik noronlar: Lamina I’de lokalize olmuslardir. Yiiksek
esikli ve zarar verici uyaranlara selektif olarak yanit verirler. Alic1 hedefler genelde

kiigiiktiir ve deri ile kaslardan olusur (Aydin, 2002; Hudspith, 2006).
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b) Genis dinamik alan néronlar (wide dynamic range) (WDR): Lamina V
ve ¢evresinde lokalize olmuslardir. Nosiseptif noronlarin yaklasik %20’si lamina I ve
II’de bulunmaktadir. WDR noronlar1 zararh ve zararsiz uyarilara yanit verirler. A-delta
lifleri icermektedirler. Zararsiz seviyedeki dokunsal uyarida agri sinyali olusturmaz.
Uyarani takiben noron aktivitesi esik seviyesini asarsa zararli olmayan dokunsal uyari

agrili olarak algilanir ve allodiniye sebep olur (Hudspith, 2006).

2.3.2. Nosisepsiyonun Algilanmasinda Rol Alan Diizenleyiciler

Santral uyarilmada P maddesi (SP), glutamat, bradikinin, serotonin, nérokinin
A, gama amino butirik asit (GABA), kalsitonin geni ile iliskili peptid (CGRP) gibi
ndrotransmitterlerin saliverilmesi 6nemli rol oynar. Bu transmitterler primer afferent
liflerin dorsal boynuz sonlanmalarinda pre-post sinaptik etki olustururlar. Sensitizasyon,
primer afferent input sonucu presinaptik SP, glutamat ve CGRP salgilanmasiyla birlikte
baslar. Postsinaptik membranda glutamat; AMPA reseptorlerine, SP ise ndrokinin
reseptorlerine baglanarak intraseliiler Ca™" iyonlarinm saliverilmesini saglar. Ca™" ise
proteinkinaz C, fosfolipaz C, nitrik oksit (NO) sentetaz aktivasyonuna ve erken gen
indiiksiyonuna neden olur. Protein kinaz C, NMDA reseptoriinii fosforilize ederck Mg™"
blokajini siirekli olarak kaldirir. Artan fosfolipaz C, prostaglandin (PG)’lerin artmasina
yol acarak nosiseptif duyarliligi ve lokal dolasimda vazodilatasyonu artirir. Boylece
sekonder hiperaljeziye neden olabilir (Attal ve Bouhassira, 1999; Serra, 1999;
Matthews, 2004).

2.4. Inen ve Cikan Agn Yolaklar

2.4.1. Cikan (Asendan) Yol

1-Spinotalamik yol: Anterolateral sistemde bulunan direk agri1 yolagidir.
Dorsal boynuzda lamina I ve II’nin primer afferent uglarindan yiikselir. Spinotalamik
sistem kokenli hiicreler lamina I ve IV-VI’da agirlikli olarak bulunur. Sadece nosiseptif
uyarilar degil termal ve dokunsal uyarilar da anterolateral sistemden gecerek talamusun
kontralateral ventral posterior ¢ekirdeginde sonlanir. Spinotalamik yol anatomik olarak
2 farkli bolgeden olusur. Lateral spinotalamik yol ve ¢ok ufak olan anterior
spinotalamik yoldur. Lateral spinotalamik yol nosiseptif ve termal uyarilar1 iletirken

anterospinotalamik yol ise dokunsal uyarilar1 iletmektedir. Dolayisiyla anterior ve
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lateral spinotalamik yollarin ikisi birlikte nosiseptif, termal ve dokunsal uyarilar1 beynin
iist merkezine iletirler (Hudspith, 2006; Patestas ve Gartner, 2006).

2-Spinoretikiiler yol: Nosiseptif, termal ve dokunsal uyarilar1 talamusa
indirekt olarak ulastirir. Spinoretikiiler sistem hiicreleri dorsal boynuzun derin
katmanlarina ve ventral boynuzun ise lamina VII ve VIII bolgelerine yerlesmistir.
Spinoretikiiler yol bilgiyi beyin sapma bilateral olarak iletir, uyarilma ve uyaniklik
saglamada gorevli bolgedir. Boylece yaralanma gibi zararli uyarilar sonrasinda
organizmay1 uyarir. Retikiiler yapiya gelen uyaridan sonra retikiilotalamik lifler yoluyla
talamustaki intralaminar ¢ekirdeklere bilateral olarak uzanir (Hudspith, 2006; Patestas
ve Gartner, 2006).

3-Spinomezensefalik yol: Spinomezensefalik kokenli hiicreler agirlikli olarak
dorsal boynuzun lamina I ve IV-VI bolgelerinde bulunur. Periakuaduktal gri madde ve
beyin sapindaki rafe c¢ekirdeginde sonlanir. Agrmin emosyonel bilesiminde
spinomezensefalik lifler 6nemli rol oynamaktadir (Hudspith, 2006; Patestas ve Gartner,
2006).

4-Spinotektal yol: Superior kollikulusun derin katmanlarinda sonlanir.
Periferden aldig1 uyariy1 superior kollikulus’a ulastirir (Patestas ve Gartner, 2006).

5-Spinohipotalamik yol: Spinohipotalamik lifler hipotalamusta noéronlarla
sinaps yapar. Bu yolak nosisepsiyona otonomik ve refleks yanitlar1 verir (Patestas ve
Gartner, 2006).

6-Spinolimbik yol: Bilgiyi spinoretikiiler yol aracilifiyla beyin sapmdan
cikararak medial talamusa, hipotalamusa ve diger limbik sistem yapilarma iletir

(Hudspith, 2006).

7-Spinoservikotalamik yol: Lateral funikulusun dorsalinden ¢ikan ve spinal
dorsal boynuzda lamina IV’den kdken alan hiicrelere sahip olan ndronlardan olusur.

Lifler C1 ve C2 diizeyini gegmeden Once lateral servikal niikleusta son bulur (Hudspit,

2006).
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8-Postsinaptik dorsal kolon yolu: Dorsal kolon yolu lifleri dorsal boynuzda
lamina III’den koken alir. Dorsal kolonlarin genellikle titresim, propriosepsiyon ve
dokunma gibi zararsiz duyular ile ilgili bilgileri iletmekle gorevli oldugu kabul
gormiistiir. Dorsal kolonun uyarilmasi normalde agrmin aksine titresim duyusunun

algilanmasmi saglar (Hudspith, 2006) (Sekil 3).

SEREBRAL -
KORTEKS ? KORTEKS
DIENSEFALON
TALAMUS
MEZENSEF [ o o . MEZENSEFALON
-. Periakuadukial
. gri cevher
00 R R— ° | Spino |
i Talamik :
BULBUS | © ® e ! EK PONS-BULBUS
4 r_'_Spim:. ,
T Mesensefalik
i MR A
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Spino fasikulus
.-._'_..r"
BT Retikiler y .
OMURILIK

Sekil 3. Agr1 yollari ile ilgili bolmeler A. Cikan agr1 yollari, B. Inen agr1 yollar1 (“Agr1 ve Tedavisi”
isimli kitaptan alinmigtir) ARAS: Assendan retikiiler aktive edici sistem, ED: Endorfin, EK:
Enkefalinerjik, NA: Noradrenalin, 5-HT: 5 Hidroksitriptamin
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2.4.2. inen (Desendan) Yol

Beyindeki retikiiler formasyonu terk eden lifler inen liflerdir. Substantia
gelatinosa igindeki interndronlarla sinaps yaparlar. Periferal sinirlerden gelen iletileri
diizenlerler. Boylece nosiseptorlerden spinal kord yoluyla yukari yollanan mesajlar
iizerinde bir filtre ve parsiyel inhibitdr rol oynar. Inen sinir lifleri retikiiler formasyon
icindeki periakuaduktal gri maddeden (PAG) kdken alir.

Impuls spinal korddaki dorsolateral alanin alt kismina gecerek spinal kordun
substantia gelatinosa liflerindeki interndronlar ve tasiyict noronlarla birlikte baglanti
kurar. Inen yollarda serotonin en Onemli ndrotransmitterdir. inen agr1 yolaginda
endorfin, enkefalin ve dinorfin gibi endojen opioidler ve noradrenalin (Schofield, 2005)
onemli rol oynar. Ayni zamanda inhibitér aminoasitler (GABA-glisin), purinler
(adenosin) ve inhibitér noropeptitler (galanin, néropeptit-Y) gorev alir (Matthews,
2004).

Inen agr1 yolagindaki mekanizmalar 3 baslik altinda incelenir:

1.Spinal inhibisyon: Spinal kordun dorsal boynuzunda presinaptik
internoronlar ile olur. Spinal inhibitér interndronlarin aktive olmasi primer afferent
noronun aktive olmasi ile baglar. GABA, opioid peptitler ve glisin bu sistemde gorev
alan norotransmitterlerdir. Bu interndronlar presinaptik olarak spinal kordun dorsal
boynuzunda primer afferent néronun santral ucundan eksitator ndrotransmitterlerin

sinaptik bosluga saliverilmesini engellerler (Beaulieu, 2008).

2.Supraspinal inhibisyon: Bu sistem orta beyinde periakuaduktal gri madde
(PAG) ve lokus seruleus (LS)’ tan koken alir. PAG rostral yapilardan inhibe edici
impulslar1 almakla birlikte spinal kordun arka boynuzuna inen inhibe edici impulslar1
gonderir. PAG’dan spinal korda inen serotonerjik lifler medullada nukleus rafe magnusa
(NRM) ugrayarak arka boynuza inerler ve lamina-I, II ve V’de son bulurlar. PAG’1n
ventrolateral boliimiinden kdken alan ndronlar opioid sistem ile dorsal boliimiinden
koken alan noronlar ise non-opioid sistem ile iliskilendirilmektedir. LS den kdken alan
noronlar ise noradrenerjiktirler, medullada nukleus retikularis giganto sellularisten
(NRGS) gecerek spinal korda inerler. Bu sistemin néronlar1 (PAG ve LS) dorsolateral
funikulus iginde arka boynuza inerler. Bu n6rotransmitterler 5-hidroksitriptamin (5-HT)

ve opioid peptitlerdir (Aida ve Shimoji, 2003).
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3.Periferik inhibisyon: Immiin sistem ve sensoryal ndron etkilesimi ile
gerceklesir (Brack ve ark., 2001). Inflamasyonun erken evresinde proinflamatuar
sitokinleri aciga ¢ikaran immiin hiicreler ge¢ evrede analjezik mediatorler iiretir ve
boylece analjeziye katkida bulunur. Opioid peptitler, antiinflamatuar sitokinler ve
somatostatin bu sistemin mediatorleridir. Antiinflamatuar sitokinler (IL-4, IL-10, IL-3)
proinflamatuar sitokinlerin iiretim ve saliverilmelerini inhibe eder ve siklooksijenaz
(COX) enzim iriinlerinin, sempatik aminlerin, lokotrien B4’iin (LB4) azalmasini
saglayarak inflamasyonu kismi olarak engellerler. Bdylece periferik analjezi

olustururlar (Machelska ve Stein, 2000).

2.5. Nikotinin Yapisi

Nikotin, sigarada bulunan polonyum, radon, metanol, toluen, kadmiyum,
biitan, DDT (Dikloro difenil trikloroethan), hidrojen siyaniir, aseton, naftalin, arsenik,
amonyak, karbon monoksit gibi 3.885 toksik maddeden biridir. Nikotin baz1 bitki
tiirlerinin yapraklarinda bulunan bir alkaloiddir ve birincil ticari kaynag: tiitiin bitkisinin
(Nicotinia tabacum ve Nicotinia rustica) kurutulmus yapraklaridir. Kimyasal formiilii
C10OH14N; ve molekiil agirhigr 162.23°diir. Kimyasal yapist 3-(1-metil-2-pirrolidinil)
piridin’dir ve Pinner tarafindan ortaya ¢ikarilmistir (Kees ve ark., 1983). Asetilkolin
(ACh), nikotinin baglandig1 reseptoriin dogal agonistidir. ACh viicutta kolin ve asetil

CoA’dan kolin asetilaz (kolin asetil transferaz, CAT) ile sentezlenir.

2.5.1. Nikotinin Kimyasi ve Tiitiiniin Kullanilmasi

Sigara dumani i¢inde 500 kadar degisik gaz tabiath bilesim bulunmaktadir.
Bunlar azot, karbon monoksit, karbondioksit, amonyak, hidrojen siyaniir gibi
maddelerdir. Bu gazlardan olusan faz sigaranin %95 ini meydana getirmektedir.
Partikiil faz1 ise %5 kadar olup 3500 kadar degisik kimyasal madde tarafindan meydana
getirilmektedir. Bu fazin en 6nemli maddelerinden biri ise nikotin isimli alkaloiddir.
Digerleri nornikotin, anetabine, anabasinedir. Partikiil sathasinda su ile birlesen
muhtevaya katran adi verilir. Bunlar arasinda poliniikleer aromatik hidrokarbonlar, N-
nitrosaminler ve diger aromatik aminler bulunmaktadir. Ancak tiitiiniin aligkanlik ortaya
cikaran bolimii ise nikotindir. Nikotin bir tersiyer amin olup piridin ve pirolidin
halkalarmi icerir. Ayn1 zamanda nikotinin iki adet steroizomeri de bulunmaktadir. S-

nikotin aktif izomerdir ve kolinerjik reseptorlere baglanir. Ayni zamanda tiitiinde de
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bulunur. Sigara icerken rasemizasyon olur ve sigara dumaninda R-nikotin olusur.
Olusan bu az miktardaki R-nikotin ise kolinerjik reseptorler lizerinde zayif antagonizma

gosterir.
2.6. Nikotinin Farmakokinetigi ve Farmakodinamisi

2.6.1. Nikotinin Farmakokinetigi

Nikotin tiitiiniin yanmasinin distilasyonu sonucunda elde edilir. Damlaciklar
tarzinda nikotin ihtiva eden katran (TAR) akcigere ¢ekilerek ufak hava yollarinda ve
akciger alveollerinde depolanir. Nikotin zayif bir alkaloiddir. Hiicre zarmdan ortamin
pH’smna bagl olarak emilmektedir. Tiitiin dumaninin (Amerikan sigaralarinda ) pH’s1
5.5 (asidik) oldugu i¢in bu pH’da nikotin iyonize formdadir, membranlar1 gegemez ve
dumanin i¢indeki nikotin dudak mukozasindan emilemez. Bunun yani sira pipo ve puro
ile alinan sigara dumanmin pH’s1 8.5 tir (alkali). Bu pH’da nikotin non-iyonize formda
bulunur ve agizdan emilir. Bir kez sigara dumani ufak hava yollarindan gecip akciger
alveollerine ulastiktan sonra burada fizyolojik olarak pH seviyesini emilebilecek
duruma getiren imkani bulur ve siiratle emilir. Emildikten sonra da dolasima karisir ve
degisik dokulara ulasir. Nikotinin beyine ulagmasi i¢in 10-19 saniye yeterlidir. Bu
esnada arteriyel kanda bulunan nikotinin, ven6z kandakinden alt1 kat fazla olmasmdan
dolay1 beyinde yliksek konsantrasyona ulasir. Nikotinin plazmadaki seviyesi beyindeki
gibi yliksek olup siiratle azalir. Bu azalma ile periferik alanlar doyurulurken, bir taraftan
da nikotin elimine edilir. Bir giin icinde birden c¢ok kere sigara i¢ildiginde doyum
noktalarinda inip-¢ikmalar (osillasyonlar) olur. Nikotinin yar1 émrii ise 2 saattir. 6-8
saatten sonra birikim yapmaya baslar. Bu birikim yapmanin baslamasindan sonra da
gece boyunca nikotin seviyesinde bir korunma olur. Giin i¢inde nikotinin plazma
seviyesi 20-40 ng/ml arasinda degisir. Buna ragmen insanlarin kullandiklar1 sigaraya
bagli olarak plazma nikotin seviyesi ve sigaradan alinan nikotin miktarinda
degiskenlikler olur. Sigara igenler her sigara dumanmi ¢ektiklerinde “Puff Volume
(sigara nefesi)” tutmak, cabuk bosaltmak suretiyle bu durumu manipiile ederler. Her
sigara iciminde cekilen duman sayisi, dumanin gekilisi ile bu manipiilasyon kontrol
edilir. Nikotin sakizlarindaki nikotin, tiitiiniin ¢ignenmesi veya enfiye cekilmesi ile
nikotin agizdan emilir. Plazma nikotin konsantrasyonu yavasca yiikselir ve 30 dakikada

doruk seviyeye ulasir ve takiben 2 saat sonra da diiser. Nikotin sakizlarinda; sakiz
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cignendik¢e nikotin saliverilmesi olur, bu yiizden de bu metotta sakizdan nikotinin tam
ekstraksiyonu olmaz (2 mg sakiz %53,4 mg sakiz ise %72 lik bir salimim miktar1
sagliyor). Bu durumda 6nemli bir miktar nikotin de agizdan yutulur. Nikotinin sistemik
dozu diisiik olur. Sakiz ¢ignemekle ulagilan nikotin seviyesi, her zaman sigara icildigi
zamanki nikotin seviyesinden ¢ok disiiktiir (McNabb, 1984; Benowitz ve ark., 1987).
Transdermal nikotin bantlar1 16-24 saatte 15-22 mg nikotin nakleder (Benowitz, 1995).
Nikotin yavas emilir ve plazma seviyesi yavasca 6-10 saatte yiikselir. 7-8 saatlerde sabit
seviyede kalir ve son 6 saatte diiser; bant kullaniminda nikotin dozu ile nikotinin plazma
seviyesi arasinda 2-3 kata kadar varan bireysel farkliliklar olur. Ortalama plazma
nikotin seviyesi bant kullanildiginda agir sigara icenlerle kiyaslandiginda daha disiik
bulunur. Transdermal nikotin emilimine derinin kan akimi da etki eder (Benowitz,
1995). Vazokonstriktorler emilimi diistirtirken, vazodilatatorler nikotinin transdermal
emilimini arttirirlar. Sigara igimi transdermal bant kullanimina gére daha fazla nikotin
saglar, nazal sprey yolu ile nikotin emilimi 5-6 kat daha fazla olmaktadir. Nazal
spreydeki nikotin ¢abuk emilir fakat plazma seviyesi sigara igenlerle kiyaslandiginda
diisiik bulunur. Sigara i¢imi gibi, arteryel nikotinin plazma seviyesi vendz kandakinden
2-3 kat daha fazla bulunur. Arter kaninda doyuma ven6z kandan 20 dakika 6nce ulasilir
(Gourlay ve Benowitz, 1997). Nikotinin %70-%80 kadar1 oksidasyon yolu ile kotinine
metabolize olur (Benowitz ve ark., 1982). Nikotinin kotinine doniisiinde en 6nemli
enzim CYP2A6 enzimidir. Kotinin akabinde 3-hikroksikotinin’e doniisiir ve bu idrarda
bulunan nikotin metabolitidir. CYP2A6 ayni zamanda kotinine oksidasyonundan da
sorumludur. Cok zaman bu madde nikotin alimmnm bir belirleyicisi olarak da
kullanilmaktadir (Zevin ve ark. 1997). Birey sigara igtiginde veya nikotin ilaglari
kullandiginda plazma nikotin seviyesinin en onemli belirleyicisi nikotin klirensi olur.
Nikotinin renal klirensi idrarin pH’sma baghdir (asit idrarda klirens artar, alkali idrarda
klirens azalir). Total nikotinin %2-%35 kadar1 bobrekler yoluyla itrah edilir (Benowitz
ve Jacob, 1985).
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2.6.2. Nikotinin Farmakodinamigi

Nikotin reseptorlerinin  aktivasyonu asetilkolin, norepinefrin, dopamin,
serotonin, B-endorfin, glutamat ve diger norotransmitterlerin saliverilmesini aktive eder.
Nikotin ayni1 zamanda biiyiime hormonu (GH) ve adrenokortikotropik hormon (ACTH)
saliverilmesini de kolaylastirir. Nikotinin bagimlilik ortaya ¢ikarma o6zelliginin onun
fizyolojik odiillendirme sistemlerine etki etmesinden ve bu etkisini dopamin
saliverilmesine etki ederek ortaya ¢ikarmasindan ileri geldigi gosterilmistir(Corrigall ve
Coen, 1994).

Diisiik dozlarda sigara kullanilmasi halinde nikotin sempatik aktivasyonu
saglayarak kemoreseptorleri aktive eder. Beyine dogrudan da etki eder. Bunun
sonucunda kalp atim sayisinda bir artma meydana gelir ve kan basinci yiikselir. Yiiksek
dozlarda nikotin dogrudan periferik sinir sistemine etki etmek suretiyle ganglionik
stimulasyon yapar ve adrenal bezden katekolamin saliverilmesi artar. Yiiksek dozda
nikotin hipotansiyon ile bradikardiye yol acar. Burada gangliyonik blokaj olmaktadir.
Nikotin kullanimini takiben tolerans gelisir. Nikotine karsi gelisen tolerans durumu
onun birgok etkisini de kapsar. Kardiyovaskiiler ve toksik etkileri (bas donmesi, bulanti,
yorgunluk) kapsar. Kalp atim sayismin artmasi bir tolerans etkisidir, fakat tam kesin
sOylenmez. Tolerans gelisiminin yar1 émriinii Porchet ve ark. 35 dakika olarak tayin

etmistir (Benowitz ve ark., 1988).

2.7. Nikotinin Etkileri

Nikotinik asetilkolin reseptor (nAChR) ailesi SSS’de protein alttiplerinin
homomerik ve heteromerik komplekslerinden (0.0 ve B24) olusur (Frelund ve ark.,
2005; Zoli ve ark., 2006). Yapilan in situ hibridizasyon ¢alismalar1 ile beyinde a4, B2 Ve
a7 alttip mRNA’larinin  yaygin dagilim gosterdigi, farkli omurgali tiirlerinde
yerlesimleri farklilik gosterse de bu o7 ve a4+, iceren nAChR’lerinin varligi
gosterilmistir (Zoli ve ark., 2006). Hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) aksinin agri
iletimi ve aktivasyonu ile iliskili olan bu reseptorler kemirgenlerde beyinin cesitli
bolgelerinde bulunmaktadir. Nikotin-kaynakli antinosepsiyona ozellikle a7 ve auf
nAChR alttiplerinin aracilik ettigi bildirilmistir. Bu veri, tail-pinch testi kullanilarak
yapilan degerlendirme de farelerde hem a4f2 NAChR antagonisti olan MLA
(metillikakonitin) hem de a7; NAChR antagonisti olan dihidro-p-eritrodin (DhBE)
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tarafindan nikotin-kaynakli antinosisepsiyonun suprese edildigini gdsteren bagka bir
calisma ile uyumludur. Buna karsilik, kortikosteron seviyesindeki nikotin kaynakli artig
DhpE tarafindan suprese edilirken, MLA tarafindan suprese edilememistir (Kiguchi ve
ark., 2011) (Tablo 2). Bu bulgular asf, NAChR reseptorlerinin hem nikotin-kaynakl
antinosepsiyonda hem de kortikosteron artisinda 6nemli bir rol {stlendigine isaret
ederken, o7 nAChR reseptorleri ise sadece nikotin-kaynakli antinosepsiyonda gorev
aldigina vurgu yapmaktadir (kortikosteron seviyelerinde artisa neden olmaz). Endojen
opioid sistem, nikotin-kaynakli antinosepsiyona aracilik etmesine ragmen kortikosteron
seviyelerindeki nikotin-kaynakli artisa etki etmemektedir. Bu sonuglara gore, yazarlar
endojen opioid sistemin os4f; nAChR reseptorlerine yakin yerlesim gdstermedigi, bu
sistemin a7 nAChR reseptérlerinin yakininda yerlesim gosterebilecegi sonucuna

varmuglardir (Kiguchi ve ark. 2011).
2.7.1. Nikotinin Akut Etkileri

Antinosiseptif Etkileri

Sistemik nikotin uygulamasi, tail-flick (Taylor ve ark., 2006), tail immersiyon
(Mendizabal ve ark., 2005; Kieffer ve ark., 2006), hot-plate (Budzynska ve ark., 2004;
Mendizabal ve ark., 2005; Taylor ve ark., 2006) ve tail-pinch (sikistirma) (Maeda ve
ark., 2008; Kiguchi ve ark., 2011) testlerinde kemirgenlerde termal ve mekanik
stimiilasyonlar tarafindan olusturulan agriy1 baskilamaktadir. Bir NAChR agonisti olan
ABT-594"1in nukleus rafe magnus (Decker ve ark., 1998) i¢erisine mikroinjeksiyonu ve
intratekal uygulanan nikotin (Maeda ve ark., 2008), sirasiyla hot-plate ve tail-pinch
testlerinde antinosiseptif etkiler meydana getirmistir. Sistemik nikotin ile indiiklenen
antinosisepsiyon sadece nAChR antagonisti olan mekamilamin tarafindan degil, ayni
zamanda opioid reseptor antagonisti olan nalokson (NLX) (Budzynska ve ark., 2004;
Maeda ve ark., 2008; Kiguchi ve ark., 2011) tarafindan da antagonize edilir. Ayrica,
nikotin ve morfinin indiikledigi antinosisepsiyon morfine toleransli farelerde (40 mg/kg,
4 giin boyunca giinde 2 kez) azalmaktadir (Kiguchi ve ark., 2011). Ilaveten nikotinin,
yabani tip farelerle kiyaslandiginda p-opioid reseptdrii bulunmayan farelerde agriyi
azaltmada daha az potent oldugu bildirilmistir. (Kieffer ve ark., 2002) Bu durum da,
proenkefalinden tiirev alan endojen opioid peptitlerin nikotin-aracili antinosepsiyonla

iliskili olabilecegini gostermektedir. Sonug olarak bu bulgular, endojen opioid sistemin
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nikotinin antinosiseptif etkilerine aracilik etmekte 6nemli rol oynayabilecegine isaret
etmektedir. Noropatik agr1 allodini, hiperaljezi ve spontan agr1 ile karakterize olan
norojenik agriimn bir seklidir. Noropatik agri, merkezi ya da periferal sinir sisteminin
hasar1 sonrasinda ortaya ¢ikar ve sinir hasarini takiben bu duruma noéroenflamasyon
aracilik eder. Nikotin-nAChR sisteminin inflamasyonun negatif bir diizenleyicisi olarak
hareket ettigini One siiren kanitlar giderek artmaktadir. Gergekten de, siganlarda siyatik
sinirin kronik konstriksiyon hasar1 sonucu meydana gelen noropatik agrinin yani sira
antiviral (dideoksisitidin) ve antikanser (oksaliplatin) ajanlar tarafindan da indiiklenen
noropatik agr1 sistemik olarak uygulanan nikotin (1,5 mg/kg, i.p.) tarafindan suprese
edilir (Zanardelli ve ark., 2013). Ayrica, intratekal olarak uygulanan nikotin yada
epibatidinin (nAChR agonisti) kismi siyatik sinir ligasyonu (PSL) yapilan farelerde
termal ve mekanik hiperaljeziyi erteledigi gosterilmistir (Rashid ve Ueda, 2002).
Kiguchi ve ark. nikotinik asetilkolin reseptérlerinin o4 ve oy altbirimlerinin
protein seviyelerinin PSL’yi takiben upregiile oldugunu bildirmislerdir. a4 ve oz
altbirimleri i¢in imiinoreaktivite, hasarli sinirde hem makrofajlardan kdken alan kemik
iligi hem de norofiller lizerinde lokalize edilmistir. PSL-indiiklii taktil allodini ve termal
hiperaljezi perinoral(lokal) olarak uygulanan nikotin (20 nmol, PSL sonras1 4 giin
boyunca giinde bir kez) tarafindan bliyiik oranda azaltilmaktadir ve nikotinin bu etkisi
es zamanl olarak uygulanan mekamilamin tarafindan bloke edilebilmektedir. Verilen
nikotin santral sinir sisteminde endojen opioid peptitlerin salinimina neden olur. Bu
sonuglar, lokal olarak uygulanan nikotinin immiin hiicrelerden opioid peptit saliniminin
indiiklenmesi sonucu olusan noropatik agriy1 azalltigini gostermektedir. Fakat, PSL-
indiiklii néropatik agr1 tizerine lokal olarak uygulanan nikotinin etkileri son nikotin
tedavisinden sonra en az 11 giin devam etmektedir (Kobayashi ve ark., 2012). Boylece
ndropatik agrimin nikotin-kaynakli supresif etkisinde opioid peptitlerden tiirev alan
immiin hiicrelerin roliinii ve bunun altinda yatan mekanizmalar1 aydinliga kavusturmak

icin daha fazla ¢alismaya gerek duyulmaktadir.

HPA Aksimi Aktive Edici Etkileri

Nikotin, kemirgenlerde HPA aksmim aktivasyonu sonucu stres-kaynakli
hormon olan kortikosteronun dolasimdaki seviyesini artirir (Mellon ve Bayer, 1999;
Brown ve ark., 2006; Kiguchi ve ark., 2011). Nikotin nukleus traktus solitaryus tizerine

etki etki eder ve hipotamik paraventrikiiler nukleusta noradrenalin salinir, sonugta da
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CRF salinimi stimiile edilir. CRF hipofiz iizerine etki ederek adrenal korteksin zona
fasikiilata tabakasinda kortikosteronun sentezini ve sekresyonunu aktive eden
adrenokortikotropik hormonun sekresyonunu indiikler (Armario, 2010). Yamamoto ve
ark. tek basina uygulanan nikotinin farelerde doza-bagimli bir sekilde CORT seviyesini
artirdigini rapor etmislerdir (Kiguchi ve ark., 2011). Kortikosteron seviyesinde meydana
gelen nikotin-kaynakli bu artis mekamilamin (nAChR antagonisti) tarafindan inhibe
edilirken NLX (opioid reseptdr antagonisti) tarafindan inhibe edilememektedir. Ayrica,
kortikosteron seviyesindeki nikotin-kaynakli artis morfine toleransli farelerde
azalmamistir (40 mg/kg, s.c. , 4 giin boyunca giinde 2 kez). Tiim bunlarda HPA aksinin
nikotin kaynakli aktivasyonu iizerinde endojen opioid sistemin etkisi olmadigini
diistindiirmektedir (Tablo 2). Bu sonuglar Mellon ve Bayer (Mellon ve Bayer, 1999)
tarafindan gosterilen sonuglarla uyumludur, soyle ki bir opioid reseptor antagonisti olan
naltrekson (NTX) si¢anlarda kortikosteron seviyelerindeki morfin kaynakli artisi

suprese etmesine ragmen epibatidin-kaynakli artis1 bloke etmemektedir.

Tablo 2. Nikotinin akut etkileri. Nalokson (NLX): Opioid reseptér antagonisti, Mekamilamin:
nAChR antagonisti, Metillikakonitin (MLA): a7 nAChR antagonisti, Dihidro-p-eritrodin
(DhBE): a4p2 nAChR antagonisti, CORT: Kortikosteron

Antinosepsivon CORT sevivesi
Morfin  Nikotin Morfin  Nikotin
Nalokson (NLX) \L ' \L =)
Mekamilamin — ¢ — ¢
Mcréi-n-T-ciera.nm ¢ _l_ ¢ ------------ ‘ -----
Dihidro-f-eritroidin OHPE) ~ —» L -
Metilkakonitin (MLA) — | — o

l, ¢ > antagomnisim va da supresyon
- —: etlisiz
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2.7.2. Nikotinin Kronik Etkileri

Psikolojik Bagimhlik

Memelilerde nikotin iizerine gozlemlenen psikolojik bagimlilik kriz ve 6diil
davranisiyla karakterizedir. Nikotinin ddiillendirici etkileri kendi kendini idare edebilme
ve kosullandirilmis yer tercihi olarak deney hayvanlarinda kendini gostermektedir. Son
kanitlar, dinorfin/k-opioid-reseptor sistemide dahil olmak iizere stres aktivasyonunun
nikotin gibi bagimlilik yapan ilaglarin oddiillendirici etkilerini modiile ettigini
gostermektedir. Ya tekrarlayan zorla yiizme stresi tarafinda ya da U50,488 (selektif
kappa (k-) reseptor agonisti) uygulanmasiyla (5 veya 10 mg / kg, ip) ile k-reseptoriiniin
aktive edilmesi nikotin ile uyarilmis CPP’yi 6nemli 6lclide giiclendirir. Nikotin ile
uyarilmis giiclendirilmis CPP, k-reseptor antagonisti olan nor-binaltorfimin’in sistemik
injeksiyonu (10 mg/kg, i.p.) ya da amigdala igerisine lokal injeksiyonu (2.5 pg)
tarafindan stres yoklugunda nikotin ddiillendirmesini etkilemeksizin bloke edilir. Bu
sonuglar gostermektedir ki, amigdala’da ki dinorfin/k-opioid sisteminin aktivasyonu
nikotinin 6diil etkilerinin potansiyalizasyonu ile iligkilidir, 6rnegin fiziksel bagimlilik
gelismesi gibi (Schindler ve ark., 2012). Aslinda akut psikososyal stresin sigara
icenlerde sigara krizini artirdigi bildirilmistir (Childs ve Dewit, 2010). Aksine travmatik
bir olaya maruz kalanlarin ortalama sayisi1 (ciddi yaralanmalar, 6liim tehdidi, korkung
O0lim ve yaralanmalara sahit olma gibi) nikotine bagimli olmayan bireylere oranla
bagimli bireylerde dnemli derecede yiiksektir (Elliott ve ark., 2014). Bu sonuglar stresli
olaylarin insanlarda nikotin-bagimlilik riskini yikselttigini gostermektedir. Obez
(sigara) igiciler obez olmayan igicilere oranla 6nemli 6l¢iide daha az sigara igme egilimi
gosterirler ve obez olmayan igicilerle karsilastirildiginda obez insanlarda nikotin igeren
sigaralarin hazsal etkileri azalmistir (Strasser ve ark., 2005). Benzer sekilde, kontrol
gurubu ile karsilastirildiginda yiiksek yag iceren diyete maruz birakilan farelerde
nikotin ile uyarilmis CCP’nin daha diisiik seviyeleri gézlemlenmistir (Strasser ve ark.,
2005). Bu ¢alisma, obez deneklerde azalmis nikotin miikafatinin kaniti olabilir ve
obezitedeki bu azalmis nikotin miikafatina endojen opioid sistem {izerinden beslenme

aligkanligmin aracilik edebilecegi dne siiriilmiistiir.

32



Fiziksel Bagimhhk

Nikotin iizerine olan fiziksel bagimlilik insanlarda sinirlilik, anksiyete,
konsantrasyon eksikligi ve insomnia (Gust ve ark., 1991) dahil bir ¢ok yoksunluk
belirtileri ile kendini gosterirken, deney hayvanlarinda bu bagimliligin gostergeleri ise
dis gicirdatma, ¢igneme, kivranma, viicudu sallama, pitosiz ve seminal ejekulasyondur
(Malin, 2001). Nikotinin yoksunluk belirtileri opioid-yoksunluk belirtileri ile yakindan
benzerlik gosterir (Malin, 2001). Morfin-yoksunluk belirtilerinden birinin kortikosteron
seviyelelerindeki artis oldugu ve kemirgenlerde opioid-reseptdr antagonistlerinin morfin
yoksunluguna neden oldugu bildirilmistir (Nishida ve ark., 1994; Maeda ve ark., 2011).
Morfin yoksunlugu sonucu meydana gelen Kkortikosteron artisina nikotin tarafindan
HPA aksinm akvitasyonuna benzer bir sekilde nukleus solitary tract’taki (Laorden ve
ark., 2009) adrenerjik o2 hiicrelerin aktivasyonu neden olur (Armario, 2010). Endojen
opioid sistemin nikotin-kaynakli aktivasyonunun fiziksel bagimlilik gelisimiyle iligkili
olabilecegini gdsteren kanit mevcuttur. Ornegin opioid reseptor antagonisti olan NLX
sicanlarda nikotin yoksunluk sendromuna neden olmakta (Lake ve ark., 1993) ve
nikotin bagimlilig1 p-opioid reseptorleri olmayan farelerde azalmaktadir (Kieffer ve
ark., 2002). Eger nikotin fiziksel bagimlilig1 endojen opioid sistem vasitasiyla gelisirse,
o vakit NLX nikotin yoksunluguna neden olabilir. Dolayisiyla, kortikosteron artisimninda
dahil opioid yoksunluk belirtileri NLX-kaynakl1 nikotin yoksunlugunu degerlendirmek
icin yararh olabilir. Ueno ve ark. (Ueno ve ark., 2014) tekrarlayan sekillerde nikotin
uygulamasina maruz kalan farelerde NLX’in CORT seviyelerinde bir artis meydana
getirdigini ve bu artisin biiyiikliigiiniin nikotin tedavisinin giin sayisina ve dozuna bagh
oldugunu bildirmistir. Dahasi, nikotin ile beraber es zamanli uygulanan NTX
(Naltrekson, opioid reseptor antagonisti) doza bagimli bir sekilde NLX-kaynakli CORT
artisin1 inhibe eder, bu sonucta nikotine karsi fiziksel bagimlilik gelisiminin NTX
tarafindan suprese edildigini gosterir (Tablo 3). Bu sonuglar endojen opioid sistem
aktivasyonunun nikotine karsi fiziksel bagimlilik gelisimine aracilik ettigini
gostermektedir. Yamamoto ve ark. (Yamamoto ve ark., 2011) endojen opioid sistem
tizerinde nikotinin etkilerine nAChR’lerin non-a4f2 alttipinin aracilik ettigini belirtti.
Ueno ve ark. (Ueno ve ark., 2014) farelerde nikotin fiziksel bagimliligi ile birlikte
endojen opioid sistem ve nAChR alttipi arasindaki iligskiyi agikliga kavusturdu. Bu

arastirmacilarin deneyinde, tekrarlayan nikotin tedavisi ile 7 nAChR antagonisti olan
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MLA’nin es zamanli uygulamas1 NLX-kaynakli CORT artisin1 bloke etti. Bu sonugta
nikotin fiziksel bagimlilik gelisiminin inhibe edildigini gdstermektedir. Fakat, a4p2
nAChR antagonisti olan DHBE es zamanli olarak tekrarlayan nikotin ile birlikte
uygulandiginda CORT seviyelerinde NLX kaynakl1 bir artig gézlenmistir. Bu durum da
nikotin fiziksel bagimhilik gelisimini gdstermektedir (Tablo 3). Bu sonuglar, fiziksel
bagimlilik gelismesine neden olan endojen opioid sistem lizerinde nikotinin etkilerine

a7 nAChR aktivasyonunun aracilik ettigini gostermektedir.

Tablo 3. Nikotinin kronik etkileri. Naltrekson (NTX): Opioid reseptor antagonisti, Mekamilamin:
nAChR antagonisti, Metillikakonitin (MLA): a7 nAChR antagonisti, Dihidro-p-eritrodin
(DhBE): 42 nAChR antagonisti

Nikotin beraberinde alinan tedavi Nalokson ile presipite edilmis

yoksunluk

Naltrekson (NTX) B
Dihidro-p-eritroidin (DHBE) +

Metillikakonitin (MLA) -

2.8. Nikotin ve Antinosisepsiyon

Nikotinik asetilkolin reseptdrleri yeni analjezikler i¢in uygun hedefler olabilir.
nNAChR'lerin antinosiseptif o6zellikleri nispeten yeni bulgular olsa da, nikotin ve
antinosisepsiyon arasindaki iliski yeni bir sey degildir. Bir takim arastirmacilar
tarafindan 16. yy’in baglarinda frenginin sebep oldugu agrinin tiitiin kullanimini takiben
azaldig1 bildirdi (Corti, 2007). Fakat, tiitiiniin major bir bileseni olan nikotin, kedilerde
antinosisepsiyon  meydana  getirdigi  bulunana kadar  antinosisepsiyon ile
iliskilendirilmemisti (20.yy’la kadar) (Davis ve ark., 1932). Yeni bir ¢alismada beyin
sapinin  ¢esitli  bolgelerine mikroinjekte edilen nikotinin pronosiseptif ya da
antinosiseptif etkilere sebep olabilecegi bildirilmistir (Hamann ve Martin, 1992).
[laveten, nikotin-kaynakli antinosisepsiyonun non-selektif néronal nAChR antagonisti
olan mekamilamin tarafindan bloke edildigi gosterilmistir. (Sahley ve Berntson, 1979).
Hem sigara icenlerde hem de sigaray1 birakanlarda nikotin soguk basing testi sonucu

meydana gelen akut agriyr azalttigi ic¢in, insanlarda nikotinin antinosiseptif etki
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meydana getirdigi tespit edimistir (Fertig ve ark., 1986). Bu sonuglar nikotinin
antinosiseptif bir madde olarak gelisimini desteklese de, onun bagimlilik olusturma
potansiyelinin endise verici oldugunu gosteren kanitlar da mevcuttur. (Henningfield ve
ark., 1985; Kottke ve ark., 1989). Dahasi, siganlarda tekrarlayan nikotin uygulamasinin
nikotinin antinosiseptif etkilerine karsi tolerans gelisimini indiikledigi gosterilmistir.
(Reynoso ve ark., 1998). Bu endiselere ragmen, antinosiseptif hedefler olarak

nAChR’ler aktif arastirma alanlar1 haline gelmistir.

2.8.1. Antinosiseptif Hedefler Olarak Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri

1974’te Ekvator Cumhuriyeti’nde deney sirasinda John Daly ve Charles Myers
Phyllobates anthonyi kurbagasinin deri ekstresinin opioidlerin gostergesi olarak bir
Straub kuyruk yanitii indiikledigini bulmustur (Garraffo, 2000; Garraffo ve ark.,
2009). Fakat, daha sonra Daly bir opioid reseptor antagonisti olan naloksonun ekstre-
kaynakli Straub-kuyruk yanitimi bloklamadigmi gdstermistir (Spande ve ark., 1992;
Garraffo ve ark., 2009). Zamanla epibatidin olarak aktif bir bilesik izole edilmis
(Spande ve ark., 1992) ve sonrasinda da kemirgenlerde nAChR’lerin aracilik ettigi
antinosepsiyonu indiikledigi gosterilmistir (Rupniak ve ark., 1994; Sullivan ve ark.,
1994). Epibatidin a7, a4B2 ve néromuskiiler alB16y ‘da dahil olmak iizere bir ¢ok
nAChR alttipine baglanan bir nAChR agonistidir (Sullivan ve ark., 1994). Hot-plate
testinde epibatidinin antinosiseptif etkisinin morfine oranla 100-kat daha fazla oldugu
gosterilmistir (Spande ve ark., 1992). Her ne kadar epibatidinin antinosiseptif etkileri
umut verici olarak goziikse de, ayni zamanda viicut sicakliginda ve lokomotor
aktivitede doza bagimli azalma gibi bir takim yan etkileri indiiklemektedir (Sullivan ve
ark., 1994). ilaveten, epibatidin kemirgenlerde kan basincini yiikseltir ve sensitizasyon
olusturabilir (Sullivan ve ark., 1994). Epibatidinin non-selektif nAChR agonist
ozellikleri, farkli alttipteki nAChR’lerinin onun antinosiseptif ya da yan etkilerine

aracilik edebilme olasiligimni yiikseltir (Bannon ve ark., 1998).

35



04p2 nAChR’ler

Yapilan caligmalarda dncelikle alzheimer hastaligina yeni bir tedavi amaci ile
birlikte 04p2 nAChR’ler tizerine odaklanilmistir (Garraffo, 2000; Garraffo ve ark.,
2009). Fakat, arastrmacilar epibatidin ile c¢alistiklar1 ilaglar arasinda yapisal
benzerlikler oldugunu kesfettiler (Garraffo ve ark., 2009). Bu durumu 042 nAChR’ler
icin daha yiiksek bir secicilige sahip ve epibatidin ile yakin iligkili bir bilesen olan (R) -
5- (2-azetidinilmetoksi) -2-kloropiridin (ABT-594)’in gelisimi takip etmistir (Bannon
ve ark., 1998; Garraffo ve ark., 2009). ABT-594’lin bir ¢ok agr1 modelinde (akut ve
kronik) nikotin ve morfine gore giigli antinosiseptif etki gosterdigi bildirilmistir
(Bannon ve ark., 1998; Kesingland ve ark., 2000; Lynch ve ark., 2005). Epibatidin ve
nikotinin antinosiseptif etkilerine benzer bir sekilde ABT-594’tin meydana getirdigi
antinosisepsiyonun mekamilamin tarafindan engellendigi bulunmustur (Bannon ve ark.,
1998; Lynch ve ark., 2005). Ayrica, dzellikle epibatidin ile karsilastirildiginda ABT-
594’iin kardiyovaskiiler sistem lizerinde yan etkilere sahip olmadig1 (Holladay ve ark.,
1998) ve farclerde fiziksel bagimlilik belirtilerine neden olmadigi gosterilmistir.
Dolayisiyla, preklinik veriler ABT-584’iin kronik agri hastalar1 i¢in umut verici

terapotik bir ilag olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

aS-iceren ve a3p4 nAChR’ler

a5-iceren nAChR’leri, o34 ve o7 homomerik reseptorlerini igerirler. o5
reseptorleri tek baslarmma veya beta alt birimleri ile olusturduklar1 kompleksler
fonksiyonel olarak islevsel degildir. Bunlar 042, o34 ya da a332 nAChR alt tipleri ile
ilsikili olabilirler ve bu reseptéor komplekslerinin hem farmakolojilerini hem de
fizyolojilerini degistirir (Ramirez-Latorre ve ark., 1996; Wang ve ark., 1996; Gerzanich
ve ark., 1998). a5 reseptorii olmayan fareler yabani tip farelerle karsilastirildiginda daha
diisiik nikotin-kaynakli antinosepsiyon gosterir (Jackson ve ark., 2010). Bundan bagka,
a5 reseptorii olmayan farelerde epibatidin-kaynakli antinosepsiyonun tamamen ortadan
kalktig1 bildirilmistir (Jackson ve ark., 2010). Fakat, a5 nAChR altbiriminin diger agr1
modellerinde antinosepsiyona katkisin1 degerlendirmek i¢in daha fazla c¢aligmaya
ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan bir c¢alismada o34 nAChR alttipinin daha ¢ok
otonomik gangliada eksprese edildigi ve bu reseptore selektif bir antagonist olan

konotoksin AulB’nin nikotin-aracili antinosepsiyon lizerinde bir etkiye sahip olmadigi
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gosterilmistir (Jackson ve ark., 2013).

a7 nAChR’ler

a4P2’ye ek olarak, a7 homomerik nAChR alt tipi antinosisepsiyon igin diger
bir hedef noktasidir. a7 nAChR selektif agonisti olan kolinin, sistemik ve intratekal
injeksiyonunun antinosisepsiyon meydana getirdigi bildirilmistir (Damaj ve ark., 1998;
Wang ve ark., 2005; Freitas ve ark., 2013). [laveten, supraspinal a7 iceren nAChR’lerin
antinosiseptif etkiye sahip oldugunu gosteren kanitlar mevcuttur (Hamurtekin ve Gurun,
2006; Bagdas ve ark., 2011). Tim bu sonuglara ragmen, a7 nAChR aracili
antinosisepsiyon iizerine farkli bulgular da vardrr. Oyle ki, Gao ve ark. bazi o7
agonistlerinin antinosiseptif etki meydana getirdigini, digerlerinde ise bir etkinin
meydana gelmedigini gostermislerdir (Gao ve ark., 2010). Selektif bir a7 nAChR
antagonisti olan ve kan beyin bariyerini gegcemeyen bilesik Q ((S) -5- (piridin-2-yl) -N-
(kiniiklidin-3-yl) tiyofen-2-karboksamid) 50 mg/kg dozda si¢anlarda antinosiseptif etki
gostermistir (Gao ve ark.,, 2010). Boylece, periferik a7 nAChR'ler o7-aracili
antinosisepsiyona katkida bulunabilir. Ilaveten, a7 nAChR agonistlerinin bir
altbiriminin spinal 5-HT3 reseptor aktivitesini antagonize ettigi bildirilmistir (Macor ve
ark., 2001; Broad ve ark., 2002). Inflamasyon ya da yaralanma sonrasinda, supraspinal
inen yolaklar vasitasiyla 5-HT3 reseptor aktivasyonu nosisepsiyona katkida bulunur
(Suzuki ve ark., 2002; Oatway ve ark., 2004). 5-HT3 reseptor inhibisyonu ile birlikte a7
nAChR'lerin aktivasyonu, sinerjistik bir antinosiseptif etkiye neden olabilir. Ilaveten o7
reseptor aktivasyonunun omurilikte serotonin salinimini inhibe ettigi, bunun sonucunda
da potansiyel olarak antinosisepsiyonu artirdigi gosterilmistir (Fiirst, 1999; Cordero-

Erausquin ve Changeux, 2001).

2.8.2. nAChR Pozitif Allosterik Modiilatorleri

Nikotinik asetilkolin reseptdrlerin aktivasyonu i¢in alternatif bir yaklagim
pozitif allosterik modiilatorlerden (PAM) yararlanmaktir. Bunlar bir reseptoriin inaktif
durumdan aktif durruma geg¢mesi i¢in gerekli olan enerjiyi azaltarak agonist ile
uyarilmig yanitlar1 artiran molekiillerdir (Bertrand ve Gopalakrishnan, 2007). PAM’lar 2
kategoriye ayrilabilir: Tip I olanlar reseptor fonksiyonunu artirirken reseptdriin
desensitizasyon 6zelliklerini etkilemez. Tip II’ler ise desensitizasyonu azaltarak reseptor

aktivasyonunu uzatirlar (Bertrand ve Gopalakrishnan, 2007). Cesitli nosiseptif testlerde,

37



bir Tip II a7 PAM’1 olan PNU-120596"nin, Tip I a7 PAM’1 olan NS-1738’e gore ¢ok
daha efektif bir sekilde yaralanmadan 6 saat sonraki nosiseptif davranisi azalttigi
gosterilmistir (Freitas ve ark., 2013). Bu gozlem, endojen kolinerjik sinyallerin reseptor
desensitizasyonunu 6nemli 6l¢iide indiikledigini ve bu duruma gegisin smnirlanmasinin
nosiseptif sinyalizasyonu inhibe edebilecegini disiindiirmektedir. Bir o7 nAChR
agonisti ile PNU-120596’nin birlikte uygulanmasinin PAM ya da tek basma uygulanan
a7 agonisti ile kargilagtirildiginda antinosiseptif etkileri artirdigi bulunmustur (Freitas
ve ark., 2013). Buna ek olarak, selektif bir a7 antagonisti olan MLA’nin sistemik
injeksiyonunun o7 PAM-aracili antinosepsiyonu engelledigi gosterilmistir (Freitas ve
ark., 2013). Bu veriler a7 agonisti ve Tip II PAM’in kombine uygulamasinin
enflamatuar agri i¢in etkili bir tedavi yontemi olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger bir
yararli yaklasim ise a4PB2 nAChR’lerini daha selektif bir sekilde hedefleyen yeni
ilaglarin gelistirilmesidir. Bu yaklasimm avantaji 04p2 reseptorlerinin antinosiseptif
etkisinin insanlarda daha 6nceden kanitlanmis olmasidir (Rowbotham ve ark., 2009). A-
366833, akut, noropatik ve inflamatuar agr1 modellerinde 6nemli antinosiseptif etkiler
meydana getirdigi gosterilen, yeni gelistirilmis bir 04p2-segici agonistidir (Ji ve ark.,
2007; Nirogi ve ark., 2011). Bu bulgular selektif bir a4B2 agonisti olan ve sistemik
uygulanan isproniklin’in antinosiseptif etkilere neden olmadigin1 gosteren Gao ve
ark.’nin yapmus olduklar1 ¢aligmalarla tezattir (Gao ve ark., 2010).

Pozitif allosterik modiilatorler, 042 nAChR'lerin aktive edilmesi i¢in alternatif
bir yaklasim saglamaktadir. Son bulgular ABT-594 ile birlikte Tip 1 PAM olan
NS9283’iin kombine uygulamasinin terapétik potansiyelini gostermektedir (Lee ve ark.,
2011). NS9283’iin desensitizasyon Kinetiklerini etkilemeksizin asetilkolin akisini
artirdig bildirilmistir (Grupe ve ark., 2013). Cesitli agr1 modellerinde NS9283, ABT-
594’tin potensini artirdigi bulunmustur. (Lee ve ark., 2011; Zhu ve ark., 2011). Bu
onemlidir, ¢linkiic ABT-594 ve NS9283 kombinasyonu her iki ilacin antinosiseptif
etkileri i¢in terapdtik araligi artrmaktadir. Gao ve ark.’nin pozitif allosterik
modiilatérlerden biri olan Bilesik 2B ile yaptiklar1 bir ¢alismada ¢ok yiiksek dozlar
kullanmalarina ragmen nosiseptif davraniglarda bir azalma oldugunu bulmuslardir (Gao
ve ark., 2010). NS9283 uygulamasinin spinal sinir ligasyon modelinde mekanik
allodiniyi azaltmadigi gosterilmistir (Lee ve ark., 2011). Bu sonuglar tek bagmna

uygulanan PAM’m terapdtik etkinligi ve potensi hakkindaki kaygilar1 artirmaktadir.
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Fakat, bir PAM + agonist yaklasim1 a7 ve 042 nAChR'ler de dahil olmak {izere birden
fazla nAChR alt-tipleri igin terapdtik olarak etkili olabilir.

2.8.3. Periferal nAChR’ler

Nikotinik reseptorler inflamasyonun basladigi yarali periferal bdlgelerde
bulunmaktadir. nAChR’ler agirlikli olarak dorsal kok gangliyon (DRG) ndronlarinda
eksprese edilir ve yenidoganlarda o6zellikle biiyiikk capli hiicrelerde yaygin olarak
bulunur. Bu néronlar nosiseptif ve non-nosiseptif duyusal bilgileri tasiyan, hem Ad hem
de AP liflerini igermektedir (Genzen ve ark.,, 2001; Dubé ve ark., 2005). a7
nAChR’lerin  glutamat saliverilmesini ve dorsal boynuzda wuzun siireli
potansiyalizasyonu (LTP) artirdigi bildirilmistir (Genzen ve McGehee, 2003).
Yenidoganlarla Kkarsilastirildiginda, yashi sicanlardaki a7 nAChR-eksprese edilen
DRG'ler de sadece miyelinsiz (C lifi) nosiseptorler bulunur (Sekil 4). C liflerinin aksine,
myelinli nosiseptorlerde a7 eksprese edilmez, ancak bu nosiseptorler daha ¢ok a3p4as
ya da a3B4 nAChR alt tiplerini icerirler (Rau ve ark., 2005). Insanlardaki myelinsiz
nosiseptor aksonlar1 a3p4aS altipi iizerinden uyarilabilirligi artiran nAChR’leri igerirler.
Bu nAChR’ler pronosiseptiftir, c¢iinkii nAChR antagonisti olan mekamilamin ve
noropatik agr1 tedavisinde kullanilan amitriptilinin her ikiside benzer sekilde
uyarilabilirligin nikotin-kaynakli artigin1 inhibe ederler (Lang ve ark., 2003; Freysoldt
ve ark., 2009). a3p4a5 ekprese edilen duyusal néronlar biiyiik olasilikla a5 alt biriminin
pronosiseptif etkilerinin altinda yatan temeli olusturmaktadir (Vincler ve Eisenach,
2005) (Sekil 4).

04PB2 ve a7 reseptorleri igin selektif olan nikotinik agonistlerin periferal
uygulanmasinin (intraplantar) antinosisepsiyon meydana getirdigi bulunmustur (Bannon
ve ark., 1998; Rueter ve ark., 2003; Gurun ve ark., 2009). Bu antinosisepyona periferal
terminaller {izerindeki nikotinik reseptorlerin katkida bulunabilecegi diigiiniilmektedir.
Pronosiseptif etkiye sahip olan DRG néronlar1 iizerindeki a7, a3p4aS ve a3p4a
nAChR’lerin aktivasyonu sonucu meydana gelen antinosisepsiyon sasirticidir. Bu
antinosiseptif etkinin mekanizmasi agikliga kavusturulamamistir ve daha fazla
calismaya gerek duyulmaktadir. Ozellikle o7 reseptdrlerinin aktivasyonu sonrasi
meydana gelen antinosisepsiyonla ilgili olarak, yaralanma veya inflamasyon sonrasi

periferdeki ~ non-noronal  hiicrelerin  antinosepsiyona  katkida  bulundugu
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diistiniilmektedir. Sinir hasar1 durumlarinda veya inflamatuar agr1 modellerinde, o7-
aracili antihiperaljezinin periferdeki immiin yanitlarda meydana gelen azalma ile iligkili
olabilecegi bildirilmistir (Osborne-Hereford ve ark., 2008; Gahring ve ark., 2010;
Rowley ve ark., 2010). Wang ve ark. (2003) tarafindan sitokin saliverilmesinin
makrofajlar iizerindeki a7 aktivasyonu tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir.
Makrofajlarin yanisira, keratinositler ve lenfositler gibi diger bir takim non-noéronal
periferal hiicrelerde de a7 alttipinin eksprese edildigi ve bunlarin anti-inflamutuar
etkilerinin biiyiik olasilikla mevcut antinosepsiyona katkida bulunabilecegi bildirilmistir
(Gahring ve Rogers, 2005). Bu anti-inflamatuar etkiler a7 nAChR’lere yonelik tedavi
yaklagimlarmi desteklesede, uzun vadede immiin supresyonun boyutuna dair daha fazla
arastirmaya gerek duyulmaktadir.

Periferik hiicrelerde a9/a10 gibi diger bir takim nAChR alttipleri de eksprese
edilmektedir. Lenfositlerin yani sira DRG néronlarida da 09/a10 alttiplerinin eksprese
edildigi gosterilmistir (Lips ve ark., 2002; Peng ve ark., 2004). Alfa-konotoksinler olan
RglA ve Vcl.1, diger nAChR’ler ile karsilastirildiginda bu alttip i¢in son derece selektif
antagonistlerdir. Noropatik agr1 modellerinde etkinlikleri gosterilmis olmasina ragmen,
etki mekanizmalar: iizerindeki tartismalar klinik olarak bu ilaglarin gelistirilmesinin
oniine gecmektedir. Bazi arastirmacilar bu ilaglarin duyusal afferentler lizerindeki
presinaptik GABAg aktivasyonuna neden olarak N-tipi Ca*? inhibisyonuna yol a¢tigini
ve boylece antinosiseptif mekanizmaya katkida bulundugunu bildirilmistir (Callaghan
ve ark., 2008). ilaveten, sicanlarla karsilastirildiginda RgIA’nin insanlardaki a9/a10
nAChR’ler i¢in 300-kat daha az potent oldugu bulunmustur (Azam ve Mcintosh, 2012).
Fakat yine de, RgIA ve Vcl.1’in GABAg reseptorler lizerindeki bagimsiz etkileri ve
anti-inflamatuar etkileri nedeniyle antinosiseptif olarak iimit vaat ettigi ileri stiriilmiistiir
(Vincler ve ark., 2006).
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Sekil 4. Nikotinik Reseptorler. Nikotinik reseptorler inen nosiseptif bilgileri modiile ederler.
Miyelinsiz nosiseptif afferentler o7 nAChR’leri ekpsrese ederken, omurilik dorsal
boynuzundaki myelinli nosiseptif lifler a3p4 / a3p4a5 nAChR’leri eksprese ederler (Lang
ve ark., 2003; Rau ve ark., 2005). Her ikisi de nosisepsiyonu artirmak igin gorev
yapabilmektedir. Buna karsilik, a4f2 nAChR'ler araciligiyla GABA ve glisin
transmisyonunun tonik kolinerjik modiilasyonu, bazal inhibitér tonu ve gelen nosiseptif

aktivitenin etkisini ayarlamak i¢in énemlidir.

2.8.4.0murilik Dorsal Boynuzunda Bulunan nAChR’ler

Intratekal uygulanan nikotin veya epibatidinin tail flick testinde doza bagiml
bir sekilde antinosiseptif etki meydana getirdigi bulunmustur (Jurna ve ark., 1993;
Damaj ve ark., 1998). Bu bulgular, intratekal uygulanan nikotin veya epibatidinin
(Rogers ve lwamoto, 1993; Hama ve ark., 2001) algolojik yanitlarmm (Khan ve ark.,
1998) akut agr1 iizerine bir etkisinin olmadigini gosteren veya sadece sinir hasari1 sonrasi
antinosiseptif etkinin meydana geldigini (Rashid ve Ueda, 2002) belirten diger
bulgularla celismektedir. Bu karigikliklar nAChR alt tiplerinin c¢esitliligini ve bu
reseptorlerin gelen duyusal afferentler arasinda ve spinal devre icindeki etkilerini
yansitan intratekal uygulamadan kaynaklanmaktadir. Yenidoganda dorsal boynuz (DH)
ndronlarin bir alt birimi, nAChR alt tiplerinin ¢cok az derecede iist iiste ¢akismasi ile

somatik a7 nAChR’leri ve esit sayida non- a7 nAChR’leri igerir. NK1 reseptor-pozitif
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projeksiyon noronlarin yani sira lokal eksitator DH ndronlar1 da farelerde 3 gen
arasindaki kenetlenme ile a3, f2, ve a7 i¢in gen bolgelerine sahiptir (Cordero-Erausquin
ve ark., 2004), ki bu durum yenidoganda spinal a7 igin pronosiseptif bir roli
desteklemektedir. Fakat, bu bulgular yetiskinlerde dogrulanmamustir. Yetiskin farelerde
intratekal uygulanan a7 nAChR agonistlerinin hem akut hem de persistant inflamatuar
modellerinde antinosiseptif olduklar1 gosterilmistir (Damaj ve ark., 2000; Freitas ve
ark., 2013). Ayrica a7 antinosepsiyonu bir kolit modelinde de gdsterilmistir
(Abdrakhmanova ve ark., 2010). Boylece mevcut bulgularin ¢ogu a7 nAChR’lerin
spinal noronlar ilizerinde pronosiseptif degilde antinosiseptif etkiye sahip oldugu fikrini
desteklemektedir (Sekil 3). Duyu afferentlerinin aksine omurilik dorsal boynuzundaki
lokal inhibitor internéronlar a4f2 nAChR'ler igin gen bdlgeleri igerirler (Cordero-
Erausquin ve ark., 2004) ve DH noronlar iizerindeki GABAerjik etkinligi artiran
sinaptik terminallerde muhtemelen nikotinin antinosiseptif etkilerine katkida bulunan
fonksiyonel 04p2 nAChR'ler eksprese edilir (Genzen ve McGehee, 2005). Bu o432
nAChR'lerin aktivasyonu da inhibitér girdilerin uyarict uzun siireli depresyon (LTD)
etkisini azaltir, bdylece de patolojik eksitasyonu onlemek i¢in inhibitor etkinin normal
dengesini korur (Genzen ve McGehee, 2005). Omurilikteki glisinerjik iletim
nosisepsiyonun diger bir 6nemli inhibitdr diizenleyicisidir. Hem GABA hem de
glisinerjik noronlar 042 nAChR'ler i¢in gen bolgeleri icerirler (Cordero-Erausquin ve
ark., 2004). Glisinerjik transmisyon spinal boliimlerdeki presinaptik a42 nAChR'ler ve
mekanik olarak ayrigmis spinal lamina II ndronlar tarafindan artirilmaktadir (Kiyosawa
ve ark., 2001). Fakat, spinal 042 nAChR'ler sadece antinosiseptif hedefler degillerdir,
aslinda normal duyu esiklerinin korunmasinda énemli bir rol oynamaktadir. GABAerjik
ve glisinerjik etkilerin endojen asetilkolin tarafindan artirildigi gosterilmistir (Rashid ve
ark., 2006) (Sekil 4). Ayrica mekanik ve termal esikler B2 reseptorii bulunmayan
farelerde daha disiiktiir (Yalcin ve ark., 2011). Heniiz tanimlanmamis olan diger
nAChR alttiplerinin spinal devreler i¢indeki varligi1 olasidir. Yetiskin si¢anlarda
nAChR’lerinin varhig1 04p2 veya a7 alt tiplerinin selektif antagonistlerinin duyarh
olmadig1 siiperfizyal dorsal boynuzdaki inhibitdr terminaller ilizerinde gdosterilmistir
(Takeda ve ark., 2003). Nosiseptif etkisi iyi bilinmeyen ve 04p2 nAChR’ler ile birlikte
bulunan a6 veya a5 gibi diger altbirimler spinal inhibitér néronlar arasinda bulunmustur

(Cordero-Erausquin ve ark., 2004). Ilaveten, inhibitsr noronlarm bir alt birimi
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potansiyel terap6tik hedef olarak umut verici olan ve supraspinal alanlarda nadir olarak

bulunan o2 alttipi icin gen bolgeleri igerir.

2.8.5. Supraspinal nAChR’ler

Lokal spinal inhibitor etkilere ek olarak rostral (supraspinal) alanlar
nosisepsiyon iizerinde giiclii etkiler meydana getirirler ve bu alanlardan bazilari
nAChR’leri igerirler. a4 veya B2 reseptor alttipi olmayan farelerde antinosiseptif etkiler
nerdeyse ortadan kaldirildigi ve rostral ventromediyal medulla (RVM) néronlarda bu
etkilere artan c-fos ekspresyonu tarafindan eslik edildigi i¢in selektif a4f32 agonisti olan
ABT-594"{in antinosiseptif etkileri i¢in etki alaninin beyin sapindaki RVM oldugu ileri
stiriilmiistir (Bannon ve ark., 1998; Bitner ve ark., 1998). Bu etki nAChR antagonisti
olan mekamilamin tarafindan engellendigi ve bu antagonistin tek basina bir etkisi
olmadig1 i¢in bu durum a4p2 reseptorlerinin aktivasyonudur, desentisizasyonu degil
denilebilir, ki bu aktivasyon sonucu antinosiseptif etki olusmaktadir (Bannon ve ark.,
1998). Tim bu bulgulara ragmen RVM’de nAChR antinosisepsiyonunun hiicresel
mekanizmas1 tam olarak anlasilamamistir. RVM’de serotonin markerlar1 ile o4
immiinohistokimyasal boyamalar1 ¢akistig1 ve serotonerjik néronlarin segici ablasyonu
sonrasi 04 boyamalar1 azaldig1 i¢in bu etkilere serotonin sinyal mekanizmasida dahil
olmaktadir (Bitner ve ark., 1998; Cucchiaro ve Commons, 2003). Ancak serotonerjik
RVM noronlarm bu etkileri nasil olusturduklar1 bilinmemektedir. 1laveten,
noradrenerjik hiicre gruplarmin yami sira dorsal rafe’de ki seretonerjik noronlar
tizerindeki 04B2 reseptorlerinin ABT-594lin sistemik etkilerine katkisi agiktir (Bitner
ve ark., 1998; Cucchiaro ve Commons, 2003) (Sekil 5). Sonug olarak ise sinir hasari
sonrasi 042 reseptorlerinin katkis1 goz ardi edilemez (Rashid ve Ueda, 2002; Rashid ve
ark., 2006; Matsumoto ve ark., 2007; Yalcin ve ark., 2011).

04p2 nAChR’lere ilaveten lokal inhibitor RVM néronlar a7 nAChR’leri
cksprese edebilirler ve bunlarm nosiseptif modiilasyonda oynadiklar1 roller
bilinmemektedir (Dehkordi ve ark., 2007). RVM nosisepsiyon fiizerinde kompleks
etkiler meydana getirir ve aslinda kismende olsa serotonerjik projeksiyonlar araciligiyla
nosisepsiyonu kolaylastirabilir (Porreca ve ark., 2001; Suzuki ve ark., 2002; Godinez-
Chaparro ve ark., 2012). Inen projeksiyonlar araciligiyla spinal serotonin miktarinda
medyana gelen azalma ayni1 zamanda serotonerjik terminaller ve lokal interndronlardan

gelen akso-aksonal girdiler iizerinde bulunan multip] nAChR alttipleri tarafindan
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modiile edilir (Cordero-Erausquin ve Changeux, 2001). Selektif bir a7 nAChR agonisti
olan kolinin intraserebroventrikiiler uygulamasi akut, inflamatuar ve noropatik agrida
antinosiseptif etki gosterir ve selektif bir a7 antagonisti bu etkileri engellemektedir
(Wang ve ark., 2005; Hamurtekin ve Gurun, 2006; Hamurtekin ve ark., 2007; Bagdas
ve ark., 2011). Boylece supraspinal a7 nAChR'ler antinosiseptif etkilidirler, fakat etki
alanlar1 bilinmemektedir. Diger giiclii bir aday ise RVM araciligiyla bilgiyi limbik ve
homeostatik merkezlerden omurilige ileten ortabeyin PAG’dir. PAG, a7 dahil bir ¢ok
nAChR’ler1 igerir ve bu bolgeye lokal olarak uygulanan nikotin antagonistleri
antinosepsiyon meydana getirir (Guimara ve Prado, 1994; Baddick ve Marks, 2011).
Iigingtir ki, son bulgular a7 nAChR’lerinin PAG-RVM néronlarmmn farkli bir
popiilasyonu iizerinde eksprese edildigini diisiindiirmektedir. Ayrigsmig PAG noronlarda
GABAerjik termianaller {izerindeki 0432 nAChR’leri saliverilmeyi artirir (Nakamura ve
Jang, 2010). Bu durum yaslh hayvanlarda bunu teyit etmek i¢in ve de etkilenen néronlari
tanimlamak icin Onemli olacaktir. Ilaveten, eksitatdr sinaptik transmisyonun bu
bolgedeki nAChR’ler tarafindan modiile edilip edilmedigi bilinmemektedir. PAG’da 02
nAChR altbirim mRNA’lar1 bulunmasmna ragmen bunlarm nosiseptif etkileri

gosterilememistir (Ishii ve ark., 2005).
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Sekil 5. Nikotinik reseptorler inen agri modiilatér yolaklarii modiile eder. PAG: son bulgular
ventrolateral PAG noronlarm bir alt kiimesinin (VIPAG) kendi somatalar1 tizerinde o7
nAChR’lerinin eksprese edildigini ve bu popiilasyonun p-opioid reseptérlerin (u-OR)
eksprese edildigi noronlardan farkli oldugunu gostermektedir. Spesifik olarak vIPAG
projeksiyon ndronlarinin %50 (33/69) ‘si asetilkoline (ACh) yanit verdi. Yanitlar selektif bir
a7 antagonisti olan MLA tarafindan bloke edildi (n = 15). Farkli bir deneyde vIPAG
projeksiyon néronlar arasinda 4 yanit sinifi gozlemlendi: sadece nAChR yanitlar1 (8/41),
zayif ya da hi¢ olmayan nAChR yanitlar1 tarafindan eslik edilen p-OR yanitlar1 (13/41),
hem nAChR hem de p-OR yanitlar1 (4/41), ya da her iki tip ig¢inde yanitin olamamasi
(16/41)(yaymlanmamis gozlemler). Buna ek olarak, presinaptik a7 nAChR'nin aktivasyonu
RVM’de ki nAChR + néronlardaki glutamaterjik etkileri artirdi. Buna karsilik, nAChR +
vIPAG projeksiyon néronlardaki GABAerjik girdilerin nikotin kaynakli modiilasyonu ¢ok
azdi. Sag panelde, somatik nAChR eksikliginde vIPAG projeksiyon ndronlarinin biiyiik
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boliimiinde presinaptik nAChR’lerinin inhibitor etkileri modiile ettigi varsayilmaktadir. Bu
olguya aracilik eden presinaptik nAChR’ii karakterize edilememistir, fakat PAG ile ilgili bir
onceki ¢alismaya dayanarak bu reseptor bilyiik olasilikla 04B2 nAChR’dir (Nakamura ve
Jang, 2010). Presinaptik ve somatik o7 nAChR’lerin vVIPAG’da varsayimsal agri-inhibisyon
noronlarin eksitasyonuna katkida bulundugu diigiiniilmektedir. Bu durum o7 nAChR aracili
analjezi i¢in supraspinal bir mekanizma olabilir. RVM: RVM supraspinal antinosisepsiyon
icin iyi belgelenmis bir alan olmasmna ragmen bunun altinda yatan etkenler hala iyi
anlasilmis degildir. Immiinohistokimyasal ¢alismalar 04p2 nAChR alt tipi ve 5-HT
markerlarinin beraber lokalize oldugunu gostermektedir (Bitner ve ark., 1998). Fakat,
elektrofizyolojik yaklasimlar bu bulguyu dogrulamamaktadir. flaveten, 04p2 iceren SHT
RVM néronlarin spesifik projeksiyon hedefleri, ézelliklede inen agr1 modiilator yolaklarin
ortami igindeki durumu bilinmemektedir. a7 nAChR'ler RVM’de GABA internéronlar
tizerinde eksprese edilmistir (Dehkordi ve ark., 2007). RVM’nin nikotin antinosisepsiyon
ile olan iligkisi davramig c¢alismalar1 araciligiyla gosterilmis olsa bile, hiicresel
mekanizmalarin arastirilmasi icin daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Spinal Dorsal
Boynuz: Tonik endojen kolinerjik ton, ne a4f2 ne de a7 nAChR’lerin aracilik etmedigi inen
girdilerden serotonin saliverilmesini modiile eder. Bu reseptorler serotonerjik terminallerle
akso-aksonik baglanti kuran GABAerjik interndronlarin yani sira inen serotonerjik girdiler
tizerinde de lokalize olmustur. Non-toksik mekanizma araciligyla 5-HT saliverilmesinin
ilave modiilasyonuna inen serotonerjik girdiler ile akso-aksonik baglanti kuran GABAerjik
interndéronlarin somatalar1 iizerinde lokalize olan a7 nAChR’ler tarafindan aracilik edilir.
Normal ve patolojik durumlarda bu modiilasyonun nosisepsiyon iizerine olan etkisi daha

fazla arastirmaya ihtiyac duyar

2.9. Nikotin ve Endojen Opioid Peptidler

Nikotinin norepinefrin, dopamin, asetilkolin, serotonin, glutamat ve GABA

gibi norotransmitterlerin saliverilmesine neden oldugu bilinmektedir (Jensen ve ark.,

2005). Nikotin tarafindan nAChR’nin aktivasyonu reseptorlerde sodyum ve kalsiyum

iyonlarinin akisiyla sonuglanan konformasyonal bir degisiklige neden olur. Katyonlarin

gecisi sinir uglarinda (sonlanmalarinda) depolarizasyona neden olmakta ve voltaj

bagimli N-tipi kalsiyum kanallar1 araciligiyla kalsiyum girigini uyarmakta, boylece

norotransmitter saliverilmesini harekete gecgirmektedir (Haass ve Kiibler, 1997).

Norotransmitterlerin yanisira, nikotinin ayni1 zamanda endojen opioid peptidlerin

saliverilmesini de indiikledigini gosteren Kanitlar mevcuttur (Tablo 4). Ornegin,

radyoimiinoassay test ile yapilan bir degerlendirmede akut nikotin uygulamasinin (1

mg/kg s.c. , 1 saat sonra) hipotalamustaki f-endorfin miktarmi azalttig1 gosterilmistir.
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Ancak hipotalamustaki proopiomelanokortinin  (B-endorfin  prekiirsorii) mRNA
ekspresyonu, akut nikotin uygulamasini takiben degismemektedir (Gudehithlu ve ark.,
2012).Arastirmacilar olaylar1 opioid peptidlerin degragasyonunun ve saliverilmesinin
artmas1 seklinde yorumlamaktadirlar. Hipotalamus; hipokampus ve striatumun
endorfinerjik terminal alanlar1 ile birlikte beyinde B-endorfin iireten hiicrelerin esas
merkezidir. 6 saat boyunca nikotine (6-8 uM) maruz birakilan uygun kosullardaki
primer fetal hipotalamik hiicre kiiltiirleri igerisinde B-endorfin immiinoreaktivitesi artis
gostermektedir (Boyadjieva ve Sarkar, 1997). Akut nikotin uygulamasi (0,3 mg/kg,
s.c.); dorsal rafe, pontin retikiiler formasyon, gigantoseliiler retikiiler formasyon, lokus
koruleus, duyusal trigeminal nukleus ve ventrolateral medulla oblongatanin kaudal
kismida dahil olmak iizere nukleus akumbenste (beynin 6diil merkezi) ve alt beyin
sapinda Tyr-Gly-Gly [proenkefalinden(PENK) tiirev alan opioid peptitlerin
ekstrandronal bir metaboliti] seviyelerini artirmaktadir. Nikotinin, santral amigdala’da,
serebellumun flokulonodiiler lob’unda, ventrolateral medullanin kaudal kisminda ve
spinal kordun intermediolateral hiicre kolonunda natif (dogustan) metionin-enkefalin
(Met-Enk) seviyelerinde 6nemli bir azalma meydana getirdigi bildirilmistir (Houdi ve
ark., 1991). Ayrica Isola ve ark. akut nikotinin (1 mg/kg, s.c.) striatal dinorfin 1-13
miktarinda artisa neden oldugunu ve prodinorfin mRNA seviyelerinin uzun bir siire
(0.5-24 saat) striatumda arttigini1 bulmuslardir (Isola ve ark., 2009). Nikotinden bir saat
sonra prodinorfin mRNA artigin1 takiben dinorfin 1-13 seviyesi de artis gostermistir.
Artan dinorfin 1-13 seviyesi bifazik etki meydana getirmistir; nikotinden 1 saat sonra,
dinorfin 1-13 seviyesi artig gostermis, fakat 2-4 saat arasinda kontrol seviyesine yakin
bir degere gerilemistir. Daha sonra, dinorfin 1-13 seviyesi 6.saate kadar tekrar
yikselmis, 12-14 saatlerinde maksimum seviyeye ulasmis ve 48.saatte ise kontrol
seviyesine yaklagmistir. Yazarlar dinorfin 1-13 seviyesinin bizafik etkisini, dinorfin 1-
13 salinimin1 hizlandirmak ve diisiik seviyelerde sonradan ortaya ¢ikan bozulma ile
sonu¢lanma seklinde yorumlamaktadirlar. Bu sonuglar birlikte ele alindiginda nikotinin
farmakolojik ve fizyolojik bazi etkilerine endojen opioid peptitlerin aracilik edebildigi
sonucuna varilabilmektedir. Kiguchi ve ark. nikotin (5 mg/kg, s.c.) uygulamasindan 2
saat sonra PENK mRNA seviyelerinin lumbar spinal kordta dnemli dlclide arttigini
bildirmislerdir, ancak dorsal kok gangliyonunda bdyle bir artis s6z konusu olmamustir

ve 4.saatte ise kontrol seviyesine gerilemistir (Kiguchi ve ark., 2008). PENK mRNA
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seviyelerindeki bu artis bir nAChR antagonisti olan mekamilamin (3 mg/kg s.c.,
nikotinden 15 dak. dnce) tarafindan inhibe edilmistir. Fakat, proopiomelanokortin ve
prodinorfin mRNA seviyelerinde nikotin uygulamasmi takiben bir artiy meydana
gelmemistir. Lumbar spinal kordun dorsal boynuzunda, nikotin uygulamasindan 30
dakika sonra immiinohistokimyasal olarak Met-Enk immiinoreaktivitesinde Onemli
Olclide azalma meydana gelmekte, bu durumda presinaptik terminallerden Met-Enk
salmimimin gerceklestigini gostermektedir. Nikotin uygulamasindan 2 saat sonra Met-
Enk immiinoreaktivitesi kontrol seviyesine geri donmiistiir. Bu sonuglar, nikotinin
opioid peptid salinimini tesvik ettigini ve spinal kordta endojen opioid sistemi aktive

ettigini gostermektedir.

Tablo 4. Opioid peptidlerin artan salmim ve degregasyonu POMK: Proopiomelanokortin, NiK:

Nikotin, Tyr: Tirosin, Giy: Glisin, 1: Artis, |: Azalma, —: Degisiklik yok

Tedavi Miktardaki degisiklik Beyin bolgesi
Endorfinler
NIK 1 mg/kg s.c. in B-endorfin | Hipotalamus
vivo Striatum
Hipokampus
Prefrontal korteks
POMK nRNA — Hipotalamus
Prefrontal korteks
NiK 6-18 uM in vitro B-endorfin 1 Hipotalamik hiicre kiiltiirii
Uygun ortam
Enkefalinler
NiK 0.3 mg/kg s.c. in ~ Tyr-Gly-Gly 1 Nukleus akumbens
vitro Ekstrantronal Asag1 beyin sapi1
metabolitler Amigdala
Met-enkefalin | Serebellum
Medulla
Omurilik
Dinorfinler
NIK 1 mg/kg s.c. in Dinorfin 1-13 1 Striatum

Vivo

Bifazik patern

Prodinorfin mRNA 1
Uzams siire

Kaudata putamen
Nukleus akumbens
Hipokampus
Hipotalamus
Kaudate putamen
Nukleus akumbens
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2.10. Antinosisepsiyonun GABAerjik Mekanizmasi

Memelilerde, santral sinir sisteminde Onemli bir inhibitdr
norotransmitter olan GABA’nin antinosisepsiyon mekanizmasindaki rolii son
zamanlarda ilgi odagi olmaktadir. GABAerjik yolaklarm opioidlerin
antinosepsiyonunda rol oynadigi bilinmektedir. Akut morfin uygulamasmi
takiben nosiseptif bilginin islendigi farkli beyin ve omurlilik bdlgelerindeki
GABA seviyesinin degistigi (Kuriyama ve Yoneda, 1978), kronik morfin
uygulamasi sonrasinda ise GABA reseptoriine baglanmanin degistigi bildirilmistir
(Sivam ve ark., 1982). Ilgingtir ki; i.c.v. olarak (Zonta ve ark., 1981), ya da
dogrudan PAG igerisine (Zambotti ve ark., 1982), yahutta nukleus rafe dorsalis’e
(Romandini ve Samanin 1984) uygulanan GABAerjik ilaglarin paradoksal olarak
morfin antinosisepsiyonunu azalttigi gdsterilmisken, sistemik uygulanan bu
ilaglarm tam tersine opiat antinosisepsiyonunu artirdigi bulunmustur (Sawynok,
1984; Sivam ve Ho, 1985). Ek olarak, GABAerjik ilaglarin kendilerinin de
antinosiseptif etki meydana getirdigi gosterilmistir (DeFeudis, 1982; Sawynok,
1984; Sivam ve Ho, 1985) ve boylece yeni non-opioid antinosiseptifleri gelistirme
olasilig1 ilgi konusu haline gelmistir. Ornegin, bir GABA A agonisti olan THIP’in
insanlarda analjezik etki meydana getirdigi gosterilmistir (Folsgéard ve ark., 1983;
Kjaer ve Nielsen, 1983). Klinikte ¢ogunlukla antispastik bir ila¢ olarak kullanilan
(Young ve Delwaide, 1981), trigeminal noraljinin tedavisinde de yararli olabilen
(Fromm ve ark., 1984) GABAg reseptor agonisti baklofenin spastisite ile iliskili

olan agriy1 azalttigi bulunmustur (Pinto ve ark., 1972).

2.10.1. GABAA Agonistleri; Antinosisepsiyon ve Etki Alanlar

Sistemik musimol ve THIP injeksiyonunun tail-flick, hot-plate tail-
immersiyon, paw-pressure, artrit agri, writhing (kivranma), grid sok ve sok
titrasyon testerinde antinosiseptif etki meydana getirdigi gOsterilmistir
(Christensen ve Larsen, 1981; Hill ve ark., 1981; Kendall ve ark., 1982; Sawynok
ve LaBella, 1982; Andree ve ark., 1983; Sivam ve Ho, 1983; Vaught ve ark.,
1985). Ancak, musimol (Sawynok ve LaBella, 1982) ve THIP’in (Vaught ve ark.,

1985) her ikisinin antinosiseptif ve sedatif dozlarinin farkli olmadigi bildirilmistir.

49



Fakat, diazepam ve fenobarbital gibi kuvvetli sedatif ilaglarin sistemik
injeksiyonunun etkin bir antinosiseptif etki meydana getiremedigi (Levy ve
Proudfit, 1977; Sawynok ve LaBella, 1982), dolayisiyla da musimol ve THIP in
antinosiseptif etkisinin sedatif etkiden bagimsiz oldugu gosterilmistir (Vaught ve
ark., 1985).

GABAA agonistlerinin asil etki bdlgelerinin spinal alanlardan ziyade
beyin bolgeleri oldugu goriilmektedir. Ciinkii tail immersiyon testinde spinal kesi
yapilan hayvanlarda THIP tarafindan meydana getirilen antinosisepsiyonun
azaldig1 bildirilmistir (Zorn ve Enna, 1985). Bu sonucu, nosiseptif bilginin
islenmesinde 6nemli bir alan olan ventrolateral PAG igerisine gergeklestirilen
THIP mikroinjeksiyonunun hot-plate testinde antinosisepsiyon meydana
getirdigini gosteren bir takim bulgular desteklemektedir (Retz ve Holaday, 1984).
I.c.v olarak uygulanan musimol (0.1-0.5 pg)‘in pinch-vokalizasyon testinde
antinosiseptif etki meydana getirdigi bulunmustur (Liebman ve Pastor, 1980).
Substantia nigra igerisine musimoliin bilateral mikroinjeksiyonunun (0.6 pg) hem
hot-plate hem de tail-flick testlerinde antinosiseptif etki meydana getirdigi
gosterilmistir (Baumeister ve Frye, 1986).

Intratekal (i.t.) injeksiyon sonrasi elde edilen veriler spinal etki alaninin
antinosiseptif etki meydana getirmede katkist oldugunu ileri siirmektedir. Yapilan
bir ¢alismada, THIP’in (5 pg) kisa bir siire i¢in hot-plate latens siirelerini artirip
tail-flick latens siirelerini etkilemedigi gozlemlenirken, musimoliin (0.25-0.5 ug)
tail-flick latenslerini artirip hot-plate latenslerini degistirmedigi bulunmustur
(Hammond ve Drower, 1984). Musimoliin bu etkisinin (THIP’in degil) bir motor
fonksiyon bozuklugundan ayr1 olabilecegi diistiniilmistiir (Hammond ve Drower,
1984). Baska bir ¢alismada ise i.t. olarak uygulanan musimol ve THIP’in her
ikisinin de motor fonksiyonlar1 degistirmeksizin antinosisepsiyon meydana
getirdigi gosterilmis (Christensen ve Larsen, 1981) ve etki alanlarinin omurilikte
oldugu sonucuna varilmistir. Bu nedenle bazi bulgular GABAA agonistleri i¢in
supraspinal etki alanlarmin yani sira spinal etki alanlarinin da oldugunu
gostermektedir.

Kronik THIP uygulamasmin, morfin (Andree ve ark., 1983; Vaught ve
ark., 1985) ve baklofen (Vaught ve ark., 1985) antinosisepsiyonuna karsi ¢apraz
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tolerans gelistirmesinin yani swra THIP antinosisepsiyonuna da tolerans
gelistirdigi  bulunmustur. Morfine karsi meydana gelen tolerans THIP’in
antinosiseptif etkisini hot-plate testinde azaltmasmna ragmen (Andree ve ark.,
1983), musimoliin writhing (kivranma) testindeki etkisini degistirmedigi ifade
edilmistir (Sivam ve Ho, 1983). Dolayisiyla uygulanan agr1 testine gore THIP’in
ve musimoliin tolerans etkisinde bir farklilik olabilecegi diistiniilmektedir [i.t.
injeksiyonu takiben THIP ve musimoliin hot-plate ve tail-flick testlerinde farkli
etkiler gosterdigi bulunmustur (Hammond ve Drower, 1984)]. THIP ve morfin
arasinda karsilikli olarak gelisen capraz tolerans, bu ilaglarin antinosiseptif etki
meydana getirmek icin ortak bir yolagi kullanabilecegini ifade etmektedir
(Andree ve ark., 1983). Fakat, yapilan c¢aligmalar sonucu THIP ve baklofen
arasinda ¢apraz tolerans gelismesine karsin, bu ilaglarin etkilerini oldukca farkl
mekanizmalar1 aktive ederek gosterdigi bulunmustur.

2.10.2. GABAA Antinosepsiyonunun GABAA Reseptor Antagonistleri

Tarafindan Modifikasyonu

Musimoliin antinosiseptif etkisinin hot-plate testinde (Sawynok ve
LaBella, 1982) ve musimoliin bu etkisinin potensiyalizasyonunun writhing
testinde (Sivam ve Ho, 1983) bikukulin tarafindan antagonize edildigi
bildirilmistir. Bikukulin hot-plate (Sawynok ve Dickson, 1983), , tail immersiyon
(Sivam ve Ho, 1983), tail-flick ve writhing (Spaulding ve ark., 1979; Sivam ve
Ho, 1983) testlerinde antinosiseptif etki géstermekte ve bu durum musimoliin etki
potansiyelini agiklayabilmektedir. Bikukulinin GABAA agonistleri tarafindan
meydana getirilen antinosiseptif etkiyi bloklamada yetersiz kalmasinin sebebi
acik degildir. Bikukulinin subkonviilsif dozlarinin kullanimi elzem olsada,
THIP’in diger davranigsal etkileri bu dozlarda bikukuline duyarlhdir, bu durum da
yetersiz dozun bir aciklama olamayacagi kanaatini giin yiiziine ¢ikarmaktadir.
Buna ek olarak, i.c.v. ya da PAG igine (Zambotti ve ark., 1982) mikroinjeksiyonu
takiben musimoliin, morfinin antinosiseptif etkisini inhibe etmesinin santral
olarak uygulanan bikukulin tarafindan bloke edilmesi musimoliin modiilator
etkisinde bikukulin-duyarli reseptorlerin iliskisini gostermektedir. THIP ve
musimoliin  GABAg reseptorlerine afinitesi mevcuttur, fakat bu durum

antinosisepsiyonun nedenini agiklamak i¢in yeterli degildir. Clinkii bu etki sadece
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yiiksek dozlarda goriilmekteyken farkli etki mekanizmalarma sahip bir dizi ilag
tarafindan GABAa ve GABAg agonistlerinin etkileri diferansiyel bir sekilde
degistirilebilmektedir.

Pikrotoksinin THIP ya da musimol antinosisepsiyonu {izerine etkisi
yoktur (Sawynok ve LaBella, 1982; Vaught ve ark., 1985). Bikukulinde oldugu
gibi, pikrotoksin tail-flick, hot-plate ve writhing testlerinde intrinsik-antinosiseptif
aktiviteye sahiptir (Spaulding ve ark., 1979; Sivam ve Ho, 1983). GABA
reseptorleri tizerinden meydana gelen etkilerin GABAa antagonistlerin intrinsik
aktiviteleri ile iliskili olup olmadigi net olarak bilinmemektedir. Ciinkii bu
reseptorleri etkileyen agonistler antinosiseptif etki meydana getirmektedir.
Antagonistin antinosiseptif mekanizmasi goz oniinde bulunduruldugunda spinal
transeksiyonun tail-flick testinde (Spaulding ve ark., 1979) pikrotoksinin etkisini
engellemesi supraspinal bir etkinin varligini ileri siirmekte, fakat morfin
toleransinin writhing testinde (Sivam ve Ho, 1983) pikrotoksin ya da bikukulinin
etkilerini degistirmemesi opioid sistemden bagimsiz bir etkinin mevcudiyetini

diistindiirmektedir.

2.10.3. Nikotin Antinosisepsiyonunda GABAerjik Sistemin Rolii

Normal fizyolojik kosullar altinda, myelinsiz C liflerinin yanisira
myelinli Ad/B lifleride nosiseptif bilgiyi omurilikteki ikinci sira noronlara
iletmektedir. Ayni1 zamanda nosiseptif transmisyon {izerinde kolinerjik-
GABAerjik sistem vasitasiyla primer aferent lifler (C-lifler) aracili feedback
inhibitér etki meydana gelmektedir. Kolinerjik-GABAerjik sistemin maksimum
aktivasyonu sebebiyle ekzojen nikotinin antinosiseptif etkinlige sahip oldugu
gosterilmistir (Rashid ve ark., 2002). Ayrica, GABAa antagonistleri tarafindan
(pikrotoksin gibi) GABAerjik sistem vasitasiyla spinal nAChR’lerinin
nosisepsiyon iizerindeki inhibitér etkisinin ortadan kalktigi bulunmustur.
Dolayisiyla selektif GABAAa reseptdr antagonisti pikrotoksinin Rushid ve ark.
(2002) tarafindan yapilan ¢aliymada i.t. uygulanan nikotinin antinosiseptif etkisini
engellendigi bildirilmistir. Sinir hasarindan sonra C-liflerinin retraksiyonu
sebebiyle nosiseptif transmisyon lizerinde feedback inhibitor etkinin azaldigi

gosterilmisti. GABA agonistlerinin yani sira ekzojen nikotinin de kaybolan
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inhibitor tonusu stimiile etmek i¢cin GABAerjik ndronlar1 aktive ettigi ve boylece
de noropatik agrida antinosiseptif etkiyi ortaya ¢ikardigi gosterilmistir (Rashih ve
ark., 2002) (Sekil 6).

GABAergic neuron

Cholinergic neuron

\g-ﬂbe‘

pa/

Sekil 6. Spinal GABAerjik stimiilasyon vasitasiyla intratekal nikotinin antinosiseptif etki
mekanizmasi (Rashid ve ark., 2002’den alind1)
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3. MATERYAL ve METOT

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dali’nda gergeklestirildi. Deney Hayvani Etik Kurulu’nun 24.04.2015 tarih ve
HEK/197 sayili karar1 ile onay alindiktan sonra deneylere baslandi.

3.1. Deney Hayvalan

Calismada, Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezinde (DEHAM) yetistirilen ve Tibbi Farmkoloji Anabilim Dalinda
adaptasyonu gerceklestirilen, 250-300 gram agirliginda olan, yem ve suya erisimin
serbest oldugu, sicakligin 22 + 1 °C olarak ayarlandigi, 12:12 saat gece-gilindiiz
siklusunun mevcut oldugu ortamda tutulan, erkek Sprague Dawley sicanlar kullanildi.
Caligmalar Helsinki Deklarasyonu’na ve “Uluslararast Agr1 Arastirmalar1 Dernegi

(IAPS) nin 6ngordiigii etik kurallara uygun olarak gerceklestirildi.
3.2. Cerrahi Yontem

3.2.1. Elektrotlarin Yerlestirilmesi

Ketamin (100 mg/kg, i.p) ve klorpromazin (0.75 mg/kg, 1.p) ile anestezi altina
alman sigcanlarin orta abdominal sol lateral bdlgelerinde, ¢apraz cilt kesisini takiben
kiint diseksiyon yapilarak sol eksternal abdominal kas goriniir hale getirildi.
Elektromiyografik (EMG) aktivitenin kaydedilmesi amaciyla 80 um g¢apindaki iki adet
bipolar nikrom elektrot (Driver-Harris, Cedex, Fransa ) eksternal oblik kasa inguinal
ligamentin hemen istiinde kalacak sekilde, 0.5-1 cm araliklarla paralel sekilde
yerlestirildi. Elektrotun diger ucu cilt altindan ilerletilerek sican ense kismina
agizlastirildi ve kafatas1 kemigine implante edilen vidalarin arasinda kalacak sekilde

akrilik jel ile dondurulup sabitlendi (Sekil 7).
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Sekil 7. A. Elektrotlarm Karm I¢i Goriiniimii B. Elektrotlarm Kafatasina Sabitlenmis Goriiniimii

3.2.2. intravenoz Kaher Kateterin Yerlestirilmesi

Intravendz ilag uygulamasi icin kateter yerlestirilmesi ketamin anestezisi
altinda gergeklestirildi. Hayvanlarin 6n boyun bolgesi tiras edilerek temizlendi.
Klavikula iistiinde sag 6n boyun iizerinde 1 cm uzunlugunda medyan dikey bir kesi
acild1. Juguler ven belirgin bir sekilde disseke edilerek 4-0’lik ipek suturlar yardimiyla
izole edildi. Daha onceden 10 G ve 50 G (Gauge) polietilen tiiplerden hazirlanan ve
icerisine salin doldurulmus olan kateter juguler ven igerisinde yaklasik 1,5 cm’lik
mesafe katedecek sekilde ilerletildi ve sutur yardimiyla sabitlendi. Kateterin terminal
ucu ise cilt altindan ilerletilmek suretiyle ense kokiinden disariya c¢ikartilarak

agizlagtirildi. (Sekil 8).
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Sekil 8. Sol eksternal jugiiler vene kalici kateterin yerlestirilmesi

Cerrahiden sonra siganlar bir hafta boyunca seperatorlii kafeslerde yiyecek ve
icecege erisim serbest olarak bekletildi. Bir haftalik iyilesme siirecinde si¢anlar her giin
3 saat siireyle bollman kafeslerinde bekletilerck deney sartlarina aligmasi saglandi.

Deneyler 12 saat siiren aglig1 takiben yapildi.

3.3. Kolorektal Distansiyon Olusturulmasi

Sicanlarda kolorektal distansiyon (KRD) olusturmak i¢cin KRD aparati
hazirland1. Esnek plastik tiipiin (tygon) 6-7 cm uzunlugundaki u¢ kismina prezervatif
balon gegirildi. Balonun u¢ ve son kismi iple sikica tiipe baglanip hava sizmasi 6nlendi.
KRD aparati sicanlarin rektum ve ¢ikan kolonuna yerlestirildi ve rektumdan kaymasimin
engellenmesi i¢in tiiplin anilisden disarida kalan kismi sigan kuyruguna flaster ile
sabitlendi. Siganlar bollman kafeslere uyanik halde konuldu ve deney boyunca
kafeslerde bekletildi. KRD aparatinin diger ucu bir T borusu yardimiyla basinci
saglamak ic¢in kullanilan enjektdre ve basing degisikliklerini goérmek icin bridge
amplifier’e (ML221, ADInstruments, Australia) bagl “basing transduser’ine (MLT380,
ADInstruments, Australia) baglandi (Sekil 9).
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Sekil 9. Deney diizenegi

Viseromotor yanit eksternal oblik kaslarin kontraksiyonunu sirasinda eksternal

oblik kasa yerlestirilen elektrotlardan elde edilen EMG aktivitesi ile degerlendirildi.
EMG sinyalleri Powerlab veri kazanim sistemine (ML870/P, PowerLab 8/30) baglh

bioamplifier (ML132, ADInstruments, Australia) ile amplifiye edildi. Veri kazanim

software (Chart v 5.02, ADInstruments, Australia) kullanilarak basing degisikliklerini

takip eden ilk 20 saniyedeki EMG sinyallerinin integralleri alindi. Kolerektal basing

olusturmak i¢in aparatin ucundaki balon hava ile sisirilerek intrakolonik basing 0

mmHg’den 80 mmHg’ye ¢ikarildi. Maksimum viseromotor yanit 80 mmHg’de

gozlendigi igin EMG aktivitesi bu basincin ilk 20 saniyelik sinyallerin integralleri

alinarak hesaplandi ve veri analizi i¢in kullanildi (Sekil 10).
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Sekil 10. Kolorektal distansiyon modelinde distansiyona kars1 gelisen EMG yaniti
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Deney giinii ilaglarin uygulanmasindan 6nce ortalama bazal yanit1 tespit etmek
icin 5’er dakikalik araliklarla 5 kez KRD uyguland:. Ilaglarin uygulamasindan énce 5’er
dakika arayla uygulanan 5 KRD serisindeki 80 mmHg’lik basinca karsi olusan EMG
yanitlarinin ortalamas1 % 100 viseromotor yanit (0. dakika) olarak kabul edildi. Ilaglarm

uygulanmasidan sonra KRD 10., 20., 30., 40., ve 50. dakikalarda tekrarlandi.

3.4. Kullanilan ilaglar

Tiim ilaglar intravendz (i.v.) olarak uygulandi.

1. Nikotin hidrojen tartrat [Sigma, St. Louis, MO, USA]: Kolinerjik

(nikotinerjik) reseptor agonisti

C1oH14N7 : 162.23156 g/mol

2. Mekamilamin [Sigma, St. Louis, MO, USA] : Segici olmayan nikotinik
reseptOr antagonisti
H,C
NH
CH

-
3
CH,

Ci11H2:N : 167.29114 g/mol
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3. Pikrotoksin [Sigma, St. Louis, MO, USA]: Selektif GABAAa antagonisti

C15H1606 : 292.28394 g/mol

4. Nalokson [Sigma, St. Louis, MO, USA]: Segici olmayan opioid reseptor
antagonisti

C19H21NO4 : 327.37434 g/mol

3.5. Deney Gruplan

3.5.1. Nikotinin KRD 1le Olusturulan Viseral Agr Modelinde
Antinosiseptif Etkisinin Arastirilmasi

5 kez kontrol VMY ’larmin alinmasindan sonra nikotin (1.25, 2.5, 5 ve 10
mg/kg, iv) uygulandi. Enjeksiyondan sonra her bir grup i¢in 10., 20., 30., 40. ve 50.
dakikalarda kolorektal distansiyon uygulanarak nikotinin viseromotor yanitlar iizerine

etkisi degerlendirildi.
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3.5.2. Nikotinin KRD ile Olusturulan Viseral Agrni Modelindeki
Antinosiseptif Etkisinde Nikotinik Reseptorlerin Roliiniin Arastirilmasi
Segici olmayan nikotinik reseptor antagonisti mekamilamin (0.25 mg/kg, i.v),
nikotin (5 mg/kg, iv)’den 10 dakika Once uygulandi. Nikotin uygulandiktan sonra
10.,20., 30., 40. ve 50. dakikalarda KRD uygulanarak olusan viseromotor yanitlar

degerlendirildi. Mekamilamin i¢in literatiirde kullanilan en ufak etken dozu se¢ildi.

3.5.3. Nikotinin KRD ile Olusturulan Viseral Agr1i Modelindeki
Antinosiseptif Etkisinde GABA Reseptorlerinin Roliiniin Arastirilmasi

GABAA, reseptor antagonisti pikrotoksin (0.1 mg/kg i.v) nikotin (5 mg/kg,
1.v)’den 10 dakika 6nce uygulandi. Nikotin (5 mg/kg, iv) uygulandiktan sonra 10.,20.,
30., 40. ve 50. dakikalarda KRD wuygulanarak olusan viseromotor yanitlar

degerlendirildi. Pikrotoksin i¢in konviilsiyon olusturmayan dozu seg¢ildi.

3.5.4. Nikotinin KRD ile Olusturulan Viseral Agr1 Modelindeki
Antinosiseptif Etkisinde Opioiderjik Reseptorlerin Roliiniin Arastiriimasi

Nalokson (1 mg/kg, i.v), nikotinin (5 mg/kg, iv)’den 10 dakika Once
uygulandi. Nikotin (5 mg/kg, iv) uygulandiktan sonra 10.,20., 30., 40. ve 50.
dakikalarda KRD uygulanarak olusan viseromotor yanitlar degerlendirildi. Ilavaten
nalokson (1 mg/kg, i.v) nikotin (5 mg/kg, i.v) ile birlikte es zamanl uygulandiktan
sonrada 10.,20., 30., 40. ve 50. dakikalarda KRD uygulanarak olusan viseromotor
yanitlar degerlendirildi. Nalokson dozu i¢in morfinin analjezik etkisini dondiirdiigii doz

secildi.
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3.6. istatistiksel Analiz

Her bir grup i¢in 6-10 sican kullanilan ¢aligmada, tiim degerler ortalama =+
standart hata seklinde verildi. KRD’ye karsilik gelen viseromotor yanit (VMY) %
kontrol olarak ifade edildi. 80 mm Hg’deki VMY (ila¢ uygulamadan); %100 olarak
kabul edildi. Ayrica uygulanan bir ilacin VMY {izerindeki etkilerinin analizi i¢in egri
altinda kalan alan (EAA), MS. Excel programi kullanilarak hesaplandi. EAA, ilag
uygulamadan sonraki VMY ile bazal VMY arasindaki degisikliklere gore, ikizkenar
yamuk kuralinca zamana karsi ¢izilerek hesaplandi (EAA=XYanit x50 dk).

Istatiksel analizler SPSS (Versiyon 21) yazilimi kullanilarak yapildi. Verilerin
normal dagilimi kontrol edildikten sonra gruplarm karsilastiriimasinda tek yonli
varyans analizi (ANOVA), post-hoc test i¢in de Tukey-Kramer testi kullanildi. p<0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Istatistiksel degerlendirme EAA {izerinden

yapild1
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4. BULGULAR

4.1. Nikotinin KRD Ile Olusturulan Viseral Agr1 Modelinde Antinosiseptif
Etkisinin Arastirilmasi

Nikotin 1.25 ve 2.5 mg/kg dozlarinda uygulandiginda kontrol grubu (salin) ile
karsilastirildiginda viseromotor yanitlarda anlamli bir degisiklik meydana getirmezken,
5 ve 10 mg/kg dozlarinda uygulandiginda viseromotor yanitlarda kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana getirdi (** p<0,001).
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==5alin =@=Nikotin (1,25 mg/kg)
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Sekil 11. Farkli dozlarda uygulanan nikotinin viseromotor yanita etkisi,

*p<0.05 ve **p<0.001 Salin grubuna gore

2997 msalin m Nikotin (1,25 mg/kg)  ® Nikotin (2,5 mg/kg)

m Nikotin (5 mg/kg) m Nikotin (10 mg/kg)
6000

g 4000

E

s

2000

-2000 -

Sekil 12. Zamana bagli viseral yanittaki degisikliklerin egri altinda kalan alan (EAA) degerleri
**p<0.001 Salin grubuna gore
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4.2. Nikotinin KRD ile Olusturulan Viseral Agr1 Modelindeki
Antinosiseptif Etkisinde Nikotinik Reseptorlerin Roliiniin Arastirilmasi
Mekamilamin 0.25 mg/kg iv uygulandiginda nikotinin (5 mg/kg, iv)
antinosiseptif etkisini engelledi (++ p<0.001). Mekamilamin (0.25 mg/kg, i.v) tek

basma uygulandiginda herhangi bir etki gostermedi.
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Sekil 13. Mekamilaminin nikotin antinosepsiyonuna etkisi,
+p< 0.05 ve ++p< 0.001 Nikotin (5 mg/kg) grubuna gore

8000 - R
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B Mekamilamin (0.25 mg/kg)
M Nikotin (5 mg/kg)
B Mekamilamin+Nikotin (0.25 + 5 mg/kg)
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4000 -
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L
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Sekil 14. Zamana bagli viseral yanittaki degisikliklerin egri altinda kalan alan (EAA) degerleri
**p< 0.05 Salin grubuna gore, ++p< 0.001 Nikotin (5 mg/kg) grubuna gore
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4.3. Nikotinin KRD ile Olusturulan Viseral Agr1 Modelindeki Antinosiseptif
Etkisinde GABA Reseptorlerinin Roliiniin Arastirilmasi

0.1 mg/kg dozunda i.v uygulanan pikrotoksin 10. dakikada nikotinin
antinosiseptif etkisi lizerinde kismen bir azalma meydana getirirken, 20. Dakikadan
sonra nikotinin antinosiseptif etkisi anlamli olarak engelledi. Pikrotoksin (0.1 mg/kg,

1.v) tek basina uygulandiginda ise herhangi bir etki gostermedi.
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Sekil 15. Pikrotoksinin nikotin antinosepsiyonuna etkisi
**p<0.001 Salin grubuna gore, +p< 0.05 ve ++p< 0.001 Nikotin (5 mg/kg) grubuna gore
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Sekil 16. Zamana bagli viseral yanittaki degisikliklerin egri altinda kalan alan (EAA) degerleri
**p<0.001 Salin grubuna gore, ++p< 0.001 Nikotin (5 mg/kg) grubuna gore

67



4.4. Nikotinin KRD ile Olusturulan Viseral Agr1 Modelindeki
Antinosiseptif Etkisinde Opioiderjik Reseptorlerin Roliiniin Arastiriimasi
Nikotinden 10 dakika 6nce verilen nalokson (1 mg/kg, i.v), nikotinin (5 mg/kg,
1.v) antinosiseptif etkisini engelledi, ancak hiperaljezi meydana getirdi. (Sekil 17 ve 18)
Ancak nikotin ile es zamanli olarak verildiginde ise nikotinin antinosiseptif etkisini
kismen engelledi (Sekil 19 ve 20)
Nalokson (1 mg/kg, i.v) tek basmna uygulandiginda ise hiperaljezik etki meydana getirdi.
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Sekil 17. Nalokson 6n uygulamasinin nikotin antinosepsiyonuna etkisi,
**p<0.001 Salin grubuna gore, ++p< 0.001 Nikotin (5 mg/kg) grubuna gore
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Sekil 18. Zamana bagli viseral yanittaki degisikliklerin egri altinda kalan alan (EAA) degerleri,
*p<0.05 ve **p<0.001 Salin grubuna gore, ++p< 0.001 Nikotin (5 mg/kg) grubuna gore
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Sekil 19. Es zamanli nalokson uygulamasiin nikotin antinosepsiyonuna etkisi
*p<0.05 ve **p<0.001 Salin grubuna gore, ++p< 0.001 Nikotin (5 mg/kg)

grubuna gore
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Sekil 20. Zamana bagli viseral yanittaki degisikliklerin egri altinda kalan alan (EAA) degerleri
**p<0.001 Salin grubuna gore
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Tablo 5. Tek bagina uygulanan agonist ve antagonistlerin EAA (Egri altindaki alan) iizerine etkileri.

** p <0.001; salin grubuna gore

Ilag (doz)

EAA (ortalamalar + S.E.M.)

Saline (0.1 ml/100 g)
Nikotin (1.25 mg/kg)
Nikotin (2.5 mg/kg)
Nikotin (5 mg/kg)

Nikotin (10 mg/kg)
Mekamilamin (0.25 mg/kg)
Nalokson (1 mg/kg)
Pikrotoksin (0.10 mg/kg)

6111

-341 + 638
440 + 286
2538 +220**
1827 £ 405**
143 + 150
-1399 + 435**
93 +£101
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5. TARTISMA

Agr1 pek cok hastaligin en sik goriilen belirtilerinden biridir. Agr1 iletiminin
cesitli mekanizmalar araciligiyla gerceklesmesi ve karmasikligi sebebiyle viseral agri
Oonemini korumaktadir. Bir¢ok calismada nAChR agonisti olan nikotinin ¢esitli agr1
durumlarinda (ndropatik, somatik, viseral agri gibi) antinosiseptif etki gosterdigi
bildirilmistir. Nikotinin antinosiseptif etki mekanizmas1 bir¢ok agr1 modelinde
arastirtlmig olsa da, KRD ile indiiklenen viseral agr1 modelindeki etkisi ve olas1 etki
mekanizmalar1 bugiine kadar yeterince calisiilmamistir. Biz de ¢alismamizda KRD ile
indiiklenen viseral agr1 modelinde ¢esitli dozlardaki nikotinin (1.25, 2.5. 5 ve 10 mg/kg;
1.v.) siganlarda antinosiseptif etkisini ve olas1 etki mekanizmalarmi arastirdik.

Calismamizda nAChR agonisti olan nikotin i.v. olarak uygulandiginda, KRD
ile indiiklenen viseral agr1 modelinde 5 ve 10 mg/kg dozlarinda anlamli olarak
antinosiseptif etki meydana getirmistir (p<0.001). Nikotinin antinosiseptif etkisi non-
selektif NAChR antagonisti olan mekamilamin, ve GABAA reseptor antagonisti olan
pikrotoksin ile engellendi. Non-selektif opioid reseptdr antagonisti olan nalokson
sonrasi nikotinin antinosiseptif etkisi tamamen dondii ve hiperaljezik etki meydana
geldi. Nalokson, nikotin ile es zamanli uygulandiginda ise nikotinin antinosiseptif
etkisini kismen engelledi. Calismamizda nalokson hari¢ i.v. uygulanan tiim
antagonistler tek basma bir etki gostermezken, nalokson hiperaljezik etki meydana
getirdi.

Nikotinin antinosiseptif etkisi fare, sican ve tavsan gibi bir ¢ok kemirgen
hayvanlarm yani sira ve kedi ile kopek gibi hayvan tiirlerinde gosterilmistir (Ghelardini
ve ark., 1997). ilaveten, insanlarda da gosterildigi calismalar mevcuttur (Pomerleau ve
ark., 1984; Girdler ve ark., 2005). Nikotinin antinosiseptif etkinligi daha ¢ok hot-plate
testi ve tail-flick testi (Biala ve ark., 2004) gibi termal stimiilasyon kullanilarak
olusturulan somatik agri modellerinde gdsterilmis olsada, tail-pinch testi gibi mekanik
stimiilasyon  (Kiguchi ve ark., 2008) ve formalin test (Zarrindast ve ark., 1999)
kimyasal stimiilasyon kullanilarakta olusturulan c¢esitli agr1 modellerinde de ele
alimmistir. Ornegin, Ki-Yung Han ve ark., asetik-asit ile indiiklenen viseral agri
modelinde yaptiklar1 bir ¢alismada i.c.v. ve it. olarak uygulanan nikotinin kivranma
sayisini azalttigini tespit etmislerdir (Han ve ark., 2005). Ancak viseral ve somatik agr1

mekanizmalarmm farklilik gosterdigi bilinmektedir. Viseral ve kutaneal reseptorler

72



arasinda onemli farkliliklar vardir. Viserlerdeki reseptor sayisi cilttekine gore ¢cok daha
azdir ve somatik agriy1 ileten reseptorlere oranla farkli bir aktivasyon mekanizmasina
sahiptir. Mesela, uterus serviksinin, mezenterin ya da diger viseral organlarin kesilmesi
ve yakilmas1 agr1 olusturmazken gerilme, viseral organlardaki kimyasal hasar ve iskemi
viseral agriya neden olur. Bu agr1 genellikle yaygindir ve zor lokalize edilir (Raj, 2004).

Viseral agriy1 taklit etmede kullanilan karin kivranma testi her ne kadar viseral
agr1 modeli olarak karsimiza ¢iksa da testin subjektif olmasi ve de sadece kimyasal
hasarla gelisen viseral agriy1 taklit etmesi barsak, mesane ve uterus gibi i¢i bos viseral
organlarin distansiyonu sonucu gelisen viseral agriyr yansitmamaktadir. Bu sebeple
sicanlarda kolorektal bolgede meydana getirilen gerilim sonucu olusan viseral agri,
viseral agr1 mekanizmasiin daha net anlagilmasina katkida bulunmaktadir.

Nikotinin doza bagli antinosiseptif etkileri, uygulanan agr1 testi, uygulama
yolu, tiir, yas, cins ve enjeksiyonu takip eden zaman da dahil olmak iizere bir dizi
faktore bagli olabilir. Block ve ark’lar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada teste tabi
tutulan sicanlarm % 40’mdan fazlasinda nikotinin (1 mg/kg) antinosiseptif etkisi
gozlenmemistir (Block ve ark., 1993). Ayrica, yiiksek dozdaki nikotinin toksik esige
yakin olabilecegi ve viseromotor yanitlar1 etkileyen lokomotor aktiviteyi suprese
edebilecegi diisiiniilmiistiir. Diger taraftan, yapilan ¢alismalarda tail flick latenslerinin
anestezi altinda bile genel lokomotor aktiviteden bagimsiz oldugu bulunmustur (Wang
ve ark.,, 1990; Campbell ve Welch, 2001). Calismamizda, maksimum
antinosisepsiyonun gozlendigi 5 mg/kg dozundaki nikotinin lokomotor aktivite lizerine
herhangi bir etkisini gézlemlemedik. Sadece 10 mg/kg dozundaki nikotin, teste tabi
tutulan hayvanlarda konviilsiyon meydana getirdigi i¢in mekanizma calismalarinda
nikotinin 5 mg/kg dozu kullanild1. Oyle ki farelerde nikotinik agonistlerin postoperatif
agr1 lizerine olan antinosiseptif etkilerinin ele alindig1 bir calismada 7 mg/kg dozundaki
nikotinin nobet ve 6liimlere neden oldugu bildirilmistir (Rowley ve ark., 2008).

Yapilan calismalarda farkli yollar wvasitasiyla uygulanan nikotinin, her
antinosiseptif etki meydana getirdigi gosterilmistir. Kiguchi ve ark. tarafindan yapilan
calismada subkutan olarak uygulanan nikotinin antinosiseptif etki meydana getirdigi
bulunmustur. Yine ayni arastirmacilar tarafindan it. olarak uygulanan nikotinin de
farelerde agr1 esigini yiikselttigi gosterilmistir (Kiguchi ve ark., 2008). Campbell ve

ark.’nin yaptiklar1 ¢aliymada ise i.p. olarak uygulanan nikotinin de hem tail flick hem de
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hot-plate testlerinde antinosiseptif etki gosterdigi ortaya konmustur (Campbell ve ark.,
2006). Ki-Yung Han ve ark.’nin formalin test ile yaptiklar1 bagka bir ¢aligmada ise i.c.v.
olarak uygulanan nikotinin asetik asit ile olusturulan kivranma sayilarini azalttig: tespit
edilmistir (Han ve ark., 2005). Bu ¢alismada da i.v. olarak uygulanan nikotinin diger
verilis yollarinda oldugu gibi analjezik etki meydana getirdi. Buda g¢esitli yollar
vasitasiyla uygulanan nikotinin antinosiseptif etkili oldugunu gostermektedir.

Nikotinin meydana getirdigi antinosisepsiyonda, nosiseptif yolaklardaki ve
santral sinir sisteminin belirli bolgelerindeki (talamus, medulla, nukleus rafe, omurilik)
nAChR’lerinin aktivasyonunun gorev aldigmi gosteren giiclii bulgular mevcuttur
(lwamoto ve Marion, 1993). nAChR’lerinin aktivasyonunun endojen opioid peptitlerin
yan1 sira asetilkolin, noradrenalin, serotonin ve glutamat saliimini artirdigr iyi
binmektedir. Bu siireclerin biiyiik oranda ekstraseliiler kalsiyuma bagli oldugu
bilinmekte ve nikotinin antinosiseptif etkisi i¢in santral sinir sisteminin farkli
bolgelerindeki olas1 bir mekanizmay1 ortaya ¢ikarabilecegi diistiniilmektedir. Houdi ve
ark., nAChR’lerinin aktivasyonu sonrasi beta-endorfin ve enkefalinlerin biyosentez ve
salmimindaki artis ile kolinerjik ve opioid mekanizmalar arasinda yakin iliski oldugunu
gostermistir (Houdi ve ark., 1991). Bu sonuca destek olarak, bazi ¢aligmalarda talamus
ve omurilik gibi nosiseptif kontrolde yer alan ¢esitli santral sinir sitemi bolgelerinde -
opioid reseptorlerinin ve nAChR’lerinin ko-lokalize oldugu gosterilmistir (Mansour ve
ark., 1995).

Nikotinerjik sistemin nikotinin antinosiseptif mekanizmasinda rol aldigini
gosteren ¢alismalar mevcuttur. Nikotinin meydana getirdigi antinosiseptif etkinin non-
selektif nAChR antagonisti olan mekamilamin tarafindan hot-plate ve tail-flick
testlerinde engellendigi rapor edilmistir (Marubio ve ark., 1999). Ilaveten Dulu ve
ark.’nin farelerde yapmis olduklar1 baska bir ¢alismada da formalin ile indiiklenen
viseral agri modelinde de nikotinin antinosiseptif etkisinin mekamilamin tarafindan
engelledigi gosterilmistir (Dulu ve ark., 2014). KRD ile indiiklenen viseral agri
modelinde nikotinin antinosiseptif etki mekanizmalarinda nikotinerjik sistemin roliiniin
arastirildigl bir ¢aligma literatiirde yoktur. Bu calismada, mekamilamin (0.25 mg/kg)
sicanlarda nikotinin antinosiseptif etkisi engellenmistir (p <0.001). Gerek somatik
gerekse de viseral agr1 modellerinde nikotinin nikotinerjik reseptorler ilizerinden etki

gosterdigi goriilmektedir.
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Calismamizda diisik dozda kullanilan mekamilamin (0.25 mg/kg) nikotinin
antinosiseptif etkisini engelliyor olmasina ragmen, tek basina uygulandiginda herhangi
bir etki meydana getirmemistir. Ancak daha yiiksek dozda kullanilan mekamilaminin
(0.5 ve 1 mg/kg) tek basmma antinosiseptif etki meydana getirdigini gosteren bulgular
literatiirde mevcuttur. Oyle ki Pamela ve ark. formalin test ile yaptiklar1 bir ¢alismada
mekamilaminin tek basina uygulanmasi sonucu antinosiseptif etkili oldugunu
gostermislerdir. Yiiksek dozda uygulanan mekamilamin sonucu meydana gelen bu
antinosiseptif etkide glisin, GABA ve NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptorlerinin ve
diger mekanizmalarin rolii olabilecegi savunulmustur. Bunun yani sira diisiik dozda
uygulanan mekamilaminin (0.25 mg/kg) hiperaljezik etki meydana getirdigi, diisiik
dozlarda nikotinik aktiviteyi baskilayarak hiperaljeziye sebep olabilecegi gosterilmistir
(Flood ve ark., 2002). Ancak ¢alismamizda 0.25 mg/kg dozda kullanilan mekamilamin
hiperaljezik etki meydana getirmedi. Mekamilaminin hiperaljezik etki gostermemesinin
nedeni ¢aligmamizm farkli bir agr1 modeli kullanilarak yapilmasindan kaynaklaniyor
olabilir.

Nikotinin antinosepsiseptif etkileri ile opioiderjik sistem arasindaki iliski pek
cok hayvan c¢alismasinda gosterilmistir (Tripathi ve ark., 1982; Zarrindast ve ark.,
1997). Oyle ki, naloksonun hayvan c¢alismalarinda nikotinin antinosiseptif etkisini
azalttigin1 gosteren bulgular mevcuttur (Tripathi ve ark., 1982; Aceto ve ark., 1993).
Nikotinin adrenal kromafin hiicrelerden met-enkefalin saliverilmesine neden oldugu
bulunmus (Eiden ve ark., 1983) ve bdylece endojen opioidlerin siganlarda nikotin
antinosisepsiyonu ile iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir (Molinero ve Del Rio, 1987).
Naloksonun hot-plate ve tail flick testleri ile yapilan somatik agri modellerinde morfin
analjezisine benzer sekilde nikotinin antinosiseptif etkisini azalttigini gosteren bulgular
mevcuttur (O'Callaghan ve Holtzman, 1975; Ginawi, 1991).

Calismamizda, KRD ile olusturulan viseral agri modelinde nikotinin
antinosiseptif etkisi ayn1 zamanda opioid reseptor antagonisti olan nalokson tarafindan
kismen engellenmistir. Bu sonuglar yabanil tip ve p-opioid reseptor (u-OR) geni ya da
met-enkefalin prokiirsorii olan preenkefalin (ppENK) geni bulunmayan knock-out
(KO) farelerle yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglarla uyumludur. Oyle ki, nikotin
kaynakli antinosisepsiyonun biiyiikliigiiniin yabanil tip farelerle karsilagtirildiginda

MOR ya da ppENK KO farelerde daha az oldugu saptanmistir (Wewers ve ark., 1999;
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Berrendero ve ark., 2002; Berrendero ve ark., 2005; Galeote ve ark., 2006). Bu sonuglar
da, nikotinin nAChR’lerini aktive ederek endojen opioid peptitlerin salinimini uyardigi
ve boylece antinosiseptif etki olusturdugunu diisiindiirmektedir. Ancak ¢alismamizda
nikotinden 10 dakika 6nce uygulanan nalokson hiperaljezik etki meydana getirmistir.
Dolayisiyla nikotin antinosepsiyonunun nalokson tarafindan engelleniyor olmasi, bu
engellemenin naloksonun nikotinin salt antinosiseptif etkisini dondiirmekten ziyade
hiperaljeziye neden olmasindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

Literatiirde naloksonun hiperaljezik etki meydana getirdigini gosteren kanitlar
mevcuttur. Ramabadran ve ark. subkutan olarak uyguladiklar1 diisiik dozdaki
naloksonun (0.3 mg/kg) farelerde hiperaljezi meydana getirmedigini, ancak daha yiiksek
dozlarda naloksonun (1 ve 3 mg/kg) hiperaljezik etki olusturdugunu goéstermistir
(Ramabadran ve ark., 1989). Aymi sekilde Laulin ve ark.’nin yapmis olduklari
calismada da 1 mg/kg dozunda uygulanan naloksonun siganlarda hiperaljezik etki
meydana getirdigi tespit edilmistir (Laulin ve ark., 2002). Yine yapilan baska bir
calismada da naloksonun morfin analjezisini blokladig1 doz olan 1 mg/kg dozunda sigan
ve farelerde hiperaljezik etki olusturdugu gosterilmistir (Carmody ve ark., 1979).
Calismamizda tek basina uygulanan naloksonun (1 mg/kg) hiperaljezik etki meydana
getirdigini, ayn1 zamanda nikotinden (5 mg/kg) 10 dakika 6nce verilen naloksonunda (1
mg/kg) hiperaljezik etki meydana getirdigini gozlemledik. Tiim bu sonuglarda salt
antagonist olarak naloksonun, nikotinin antinosiseptif etkisini engelliyor seklinde yorum
yapmay1 giiclestirir.

Yapilan calismalarla nikotinin dogrudan omurilikteki inhibitér néronlar olan
GABAerjik néronlar1 aktive ettigi ve santral sensitizasyon ile agr1 iletimini inhibe ettigi
gosterilmistir (Raj, 2004; Kiguchi ve ark., 2008; Dulu ve ark., 2014). Dolayisiyla bu
caligmada da, GABAerjik noronlarin nikotin kaynakli antinosisepsiyonla iliskisi
arastirilmigtir. Calismamizda, nikotinden (5 mg/kg) 10 dakika once i.v. uygulanan 0.1
mg/kg pikrotoksinin KRD ile indiiklenen viseral agr1 modelinde nikotinin antinosiseptif
etkisini azalttig1 (p< 0.001), ancak ayni dozda tek basina uygulandiginda ise herhangi
bir etki meydana getirmedigi gozlenmistir. Pikrotoksin, GABA resptorleri ile iliskili
klor kanallarinimn internal bolgelerine baglanan ve GABA’nim hiperpolarizasyonu artirict
etkisini inhibe eden konviilsif bir bitkisel alkoloidtir (Biata ve ark., 2004). Pikrotoksin,
pikrotin ve pikrotoksininin bir karigimidir ve pikrotoksinin hem GABA hem de glisin
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reseptorlerini bloklarken, pikrotin ise GABA reseptorleri iizerinde etki gdstermez,
sadece glisin reseptorlerini bloke eder (Wonnacott, 1997).

Bir¢ok ¢alismada, GABA reseptorlerine baglanarak antinosiseptif etki
meydana getiren ilaclarin antinosiseptif etkilerinin pikrotoksin tarafindan engellendigi
bulunmustur (Marubio ve ark., 1999; Zarrindast ve ark., 1999; Berrendero ve ark.,
2002). Oyle ki gabapentinin viseral agridaki antinosiseptif etkisinin ve etki
mekanizmasinin arastirildigi bir ¢calismada 0.75 ve 1 mg/kg dozlarinda pikrotoksinin
gabapentinin antinosiseptif etkisini engellemedigi, sadece toksik dozunun (1.5 mg/kg)
asetik asit ile indiiklenen viseral agri modelinde viseral kontraksiyonlar1 azalttigi
gosterilmis, ilaveten aynmi dozda tek basmna uygulanan pikrotoksinin de herhangi bir
antinosiseptif etki meydana getirmedigi bulunmustur (Berrendero ve ark., 2005). Fakat
KRD ile indiiklenen viseral agri modelinde nikotin antinosisepyonu ile pikrotoksin
arasindaki etkilesim simdiye kadar arastirilmamistir. Ancak nikotin ile pikrotoksin
arasindaki iliskinin gosterildigi calismalar mevcuttur. Ornegin, GABAerjik sistemin
noropatik agrida nikotin-kaynakli antinosisepyon ile olan iliskisinin arastirildigi bir
calismada parsiyel siyatik sinir ligasyonu yapilan fareler iizerinde i.t olarak uygulanan
nikotinin (10 nmol) antinosiseptif etkisinin GABAA, reseptorlerine baglandig1 gosterilen
pikrotoksin (0.1 nmol; i.t.) tarafindan engellendigi bulunmustur (Galeote ve ark., 2006).
Bu sonu¢ bizim sonuglarimizla uyumludur. Keza biz de ¢alismamizda pikrotoksinin
subkonviilsif bir dozunun (0.1 mg/kg) KRD ile indiiklenen viseral agr1 modelinde
nikotinin (5 mg/kg) antinosiseptif etkisini geri ¢evirdigini gosterdik (p<0.001).

Pikrotoksinin hiperaljezi ile iligkisinin ele alindig1 ¢aligmalar da mevcuttur.
Formalin test ile yapilan bir calismada pikrotoksinin (20 ve 30 pg/rat) intrahipokampal
injeksiyonunun agr1 esigini anlamli derecede yiikselterek hiperaljezik etki meydana
getirdigi gosterilmistir (Wewers ve ark., 1999). Benzer sekilde, Naik ve ark. yapmis
olduklar1 bagka bir calismada ise noropatik agrida dorsal kok ganglionlarina uygulanan
pikrotoksinin doza bagimli bir sekilde uzun siiren hiperaljezik etki meydana getirdigini
rapor etmislerdir (Balfour, 1982). Ueda ve ark. ise i.t. olarak uyguladiklar1 pikrotoksinin
(0.1 nmol) sham-farelerde hiperaljezik etki gosterdigini bildirmislerdir (Galeote ve ark.,
2006). Cesitli agr1 modellerinde pikrotoksinin gdstermis oldugu hiperaljezik etki bizim
calismamizla bagdasmamaktadir. Keza biz bu ¢alismada gerek tek basina uygulanan

subkonviilsif dozdaki pikrotoksinin (0.1 mg/kg) gerekse de nikotin dncesinde uygulanan
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pikrotoksinin herhangi bir hiperaljezik etki meydana getirmedigini gézlemledik.

Intravendz uygulanan pikrotoksin, desendan antinosiseptif sistemleri ihtiva
eden nukleus rafe dorsalis ve periaquaduktal gri (PAG) igindeki noronlarin
disinhibisyonunun aktivasyonu yoluyla spinal nosiseptif noronlar1 inhibe etmektedir.
GABAA reseptdr antagonisti olan piktoroksinin subkonviilsif bir dozunun i.v.
uygulanmast sonucunda kedilerde omuriligin dorsal boynuzundaki WDR nd&ronlar
iizerinde antinosiseseptif etki meydana getirdigi bulunmus ve yapilan
immiinohistokimyasal ¢aligmalar sonucu pikrotoksinin bu antinosiseptif etkisinin
desendan antinosiseptif sistem iizerindeki GABAerjik inhibisyonun kaldirilmasiyla
PAG/NRD néronlarin aktivasyonu sonucu meydana gelebilecegi ifade edilmistir (Dani,
2001).

Tatsuo ve ark. GABAAa reseptor antagonisti olan pikrotoksinin subkonviilsif
dozlarda (0.12-1.0 mg/kg; i.p.) doza bagimli bir sekilde si¢anlarin tail-flick latenslerini
anlamli derecede artirdigini gostermis, 0.12 mg/kg dozun altindaki dozlarda ise
herhangi bir antinosiseptif etki meydana getirmedigini bulmuslardir. ilaveten
fenobarbital, midazolam veya etanol tarafindan meydana getirilen hiperaljezik etkiyi
pikrotoksinin (0.12 mg/kg) geri ¢evirdigini gostermislerdir (Law ve Loh, 1999). Bu
sonuglar bizim sonug¢larimizla uyumludur. Ciinkii biz de ¢alismada kullandigimiz
pikrotoksin dozunun (0.1 mg/kg) tek basina KRD ile indiiklenen viseral agr1 modelinde
herhangi bir antinosiseptif etki meydana getirmedigini gdsterdik. Ilaveten, yapilan
birgok agri1 ¢alismasinda kullanilan subkonviilsif pikrotoksin dozunun 0.1-1 mg/kg
arasinda oldugu gorilmektedir. Ancak calismamizda 0.5 ve 1 mg/kg dozlarindaki
pikrotoksinin siganlara i.v. uygulanmasi sonucunda hayvanlarda siddetli konviilziyon
meydana geldigi ve akabinde hayvanlarm 6ldigli gézlenmistir. 0.25 ve 0.30 mg/kg
dozlarinda ise hayvanlarda sadece konviilsiyon meydana gelmistir. Tiim bu bilgiler
1s181inda ¢aligmada kullanilan pikrotoksin dozu konviilsiyonun goézlemlenmedigi doz
olan 0.1 mg/kg olarak belirlendi. Bu sonuglar da, pikrotoksinin uygulama yeri ve

dozuna gore ¢esitli etkiler meydana getirdigini géstermektedir.
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6. SONUC

Sonu¢ olarak kolorektal distansiyonla indiiklenen viseral agri modelinde
nikotin antinosiseptif etki gosterdi. Nikotinin bu antinosiseptif etkisi secici olmayan
nikotinik reseptor antagonisti olan mekamilamin ve GABAA, reseptdr antagonisti olan
piktotoksin ile engellenirken, se¢ici olmayan opioid reseptor antagonisti olan nalokson
tarafindan ise kismen engellenmistir. Calismamizda nalokson hari¢ i.v. uygulanan tim
antagonistler tek basina bir etki gostermezken, nalokson hiperaljezik etki meydana
getirdi. Elde ettigimiz bu sonug¢ nikotinin antinosiseptif etkisine nikotinerjik,
GABAerjik ve kismen de opioiderjik sistemin aracilik ettigini disiindiirmektedir.
Mevcut bulgular viseral agr1 mekanizmasinin anlasilmasina ve irritabl barsak sendromu
gibi viseral agrinin eslik ettigi klinik durumlar i¢in etkili analjezik gelistirilmesine ve
halen kullanimda olan analjeziklerin viseral agridaki mekanizmalarmin aydinlatilmasina

151k tutabilir.
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