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OzZET

Arthan O., Farkli Agn Modellerinde Koniinin Olasi Antinosiseptif
Ozelliginin Arastirimasi. Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Farmakoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2008. Baldiran
otundan elde edilen bir alkaloit olan koniinin antinosiseptif etkileri arastirildi.
Literatirde, baldiran otu toksisitesinden sorumlu ana alkaloid koniinin
antinosiseptif etkileri ile ilgili veri bulunmamaktadir. Bu ¢alismada koniinin
olasi antinosiseptif Ozellikleri farkli agri modelleri kullanilarak incelendi.
Kullanilan termal agri modeli hotplate testinde ve kimyasal agri modeli
kivranma testinde (writhing test) koniinin 20 mg/kg dozunda antinosiseptif
etki gosterdigi bulundu. Koniin, hotplate testinde ayak c¢ekme suresinin
uzamasina neden oldu. Kivranma testinde ise koniinin kivranma sayilarini
azalttigi gozlendi. Her iki veri koniinin agri algisini azalttigini gostermektedir.
Analjezik etki olarak go6ziken durumun herhangi bir bigimde lokomotor
aktivitenin  azalmasi ile iligkili olmadigini ortaya koyabilmek igin
gercgeklestirilen rotarod testinde, kullanilan ajanlarin higbirisi lokomotor
aktivitede bozulmaya neden olmadi. Bu durum, koniinin testlerde analjezi
olarak degerlendirilen etkisinin beklendigi Uzere analjeziden kaynaklandigini
dusunddrdd. Ayrica koniinin morfinin analjezik etkisini potansiyalize ettigi
gosterildi. Bu etkilerin mekamilamin (1 mg/kg) ile geri donmesi antinosiseptif
etkinin nikotinik reseptorler Uzerinden gercgeklestigini dusundurmektedir.
Eldeki bulgular dogrultusunda Sokrates’in 6lumu ile ilgili farmakolojik bir

degerlendirme de ortaya konuldu.

Anahtar kelimeler: Koniin, baldiran otu, antinosiseptif, kivranma testi,

hotplate.



ABSTRACT

Arihan O., Possible Antinociceptive Effects of Coniine in Different
Nociception Models, Hacettepe University, Faculty of Medicine,
Department of Pharmacology, Master of Science Thesis, Ankara 2008.
Antinociceptive effect of connine is investigated. There has been no record
about the antinociceptive effect of coniine which is the major alkaloid
compound responsible from the toxicity of hemlock. Possible antinociceptive
effects of coniine has been studied in different nociception models.
Antinociceptive effect has been found at 20 mg/kg dose in hotplate test which
is the thermal pain model and in writhing test which is the chemical pain
model. Coniine caused a prolongation in hind leg retraction time in hotplate
test. It was observed that coniine decreased the number of writhes in writhing
test. Both data indicated an antinociceptive effect of coniine. A rotarod test
was also conducted in order to clarify, whether this activity is related with a
loss of locomotion. None of the chemical agents used in experiments caused
a loss of locomotor activity. This result implies that activities observed in
nociceptive tests are actually linked with analgesia. It was also shown that
antinociceptive effect of morphine was potentialized by coniine. Those effects
were inhibited by mecamilamine (1 mg/kg) and thus result implies that
antinociceptive effects are via the nicotinic receptors. A pharmacological
assessment about the death of Socrates has been presented by using our

pharmacological data.

Keywords: Coniine, hemlock, antinociceptive, writhing test, hotplate test.
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GiRiS

izolasyonu ve sentezi yapilan alkaloidler arasinda ilk siralarda gelen
koniin ile ilgili farmakolojik ¢alismalar yaklasik ylzyil 6ncesinde baslamis ve
bu caligmalar sonucunda koniinin depolarizan bir gangliyon blokoru oldugu

ortaya konulmustur.

Koniinin nikotinik reseptoérler Uzerinden yaptigi anlasilan etkileri santral
ve periferik olmak UGzere iki yonludur. Periferik sinir sisteminde c¢izgili kaslari
fel¢ edici Ozelliginin bulunmasi ve solunum kaslarinin felci ile 6lime neden
oldugunun anlasiimasiyla tibbi olarak kullanimindan vazgecilmistir. Bunun
sonucunda koniin Uzerindeki arastirmalar daha ¢ok toksikolojik alanlara
yonelmis ve analjezi gibi diger inceleme basliklarindaki etkileri Uzerinde de

bugune kadar herhangi bir veri elde edilememigtir.

Kolinerjik sistemin agri algisi Gzerinde etkili oldugu, pek ¢ok arastirma
ile ortaya konulmustur. Eldeki veriler opiyatlarla kolinomimetikler arasinda bir
sinerjizmin bulunduguna isaret etmektedir. Koniinin gerek agri algisi gerekse
diger fizyolojik mekanizmalar ile etkilesimleri hakkinda daha detayl bilgilerin
ediniimesi gelecekte nikotinik reseptorlerin  alttiplerine yonelik spesifik
antinosiseptif maddelerin gelistirimesinde yol gdsterici olabilir. Bu alanda
gerceklestirilecek yeni bulgular kolinomimetiklerin analjezide kullanimi

konusunda yeni acilimlara imkan taniyabilir.

Fizyolojik ve farmakolojik agidan éneminin yani sira koniinin morfin ile
birlikte antinosiseptif etki yonunden degerlendiriimesi antik donemde
yasanmis ve toksikolojik yonu olan Sokrates’in Baldiran otu (Conium
maculatum L.) ile idami hakkinda bilgi vermesi agisindan da aydinlatici

olabilir.



GENEL BILGILER

2.1. Baldiran otu ve Koniin

Baldiran otu (Conium maculatum L.) maydanoz benzeri parcali
yapraklara sahip, beyaz ¢igekli ve 120-180 cm civarlarinda boya ulagabilen,
Maydanozgiller (Umbelliferae) ailesinden bir bitkidir. Bilinen en toksik bitkiler
arasindadir (53). Avrupa ve Asya’da dogal olarak yayilis gosterir. Diger
kitalara sUs bitkisi olarak gotirilmustir (23). Ulkemizde dogal olarak yetisen
baldiran otuna her bolgede rastlamak mumkundur (19). “Baldiran otu”, bazi
yorelerde “Agu otu” ve “Yilan otu” adlariyla da bilinmektedir (7). Baldiran
otunun diger bazi zehirli bitkilerle karistiriima ihtimali bulunmakla birlikte fare
idrarina benzeyen kuvvetli kokusu ve diger botanik ozellikleri ile onlardan
ayrilmaktadir. Buyukbas hayvanlar genel olarak kuvvetli kokusu ve aci tadi
nedeniyle baldiran otunu yememekte ancak hayvancilikta silaj hazirlamada
yanhglkla yem bitkilerinin arasina baldiran otunun karistigi gézlenmektedir
(12). Nitrojen icerigi ylksek topraklarda daha ¢ok gbézlenen baldiran otu, bu
Ozelligi nedeniyle nitrofilik bir bitki olarak siniflandiriimaktadir. Cayirlik
alanlarda hayvancilik icin bir tehdit olusturabilecek hizla yayilabildiginden

tarimda yabanci ot olarak adlandirilir (53).

Bitkinin ad1 gerek sahip oldugu botanik 6zelliklere gerekse insanlarda
meydana getirdigi toksik etkilere isaret etmektedir. Bitkinin cins adi olan
Conium, Antik Yunan'’ca “Konas” kelimesinden gelmektedir ve bitkinin
tuketilmesinden sonra ortaya ¢ikan kendi etrafinda dénmek, ataksi, tremor ve
konvulsiyon durumlarini ifade etmektedir. Bu bitkinin zehirli oldugu ve bu
bitkinin ekstresinin 6lum cezalarinda kullanildigi antik Yunanca metinlerde de
gecmektedir (4). Bitkinin tar adini beliten “maculatum” ifadesi ise bitkinin
uzerindeki beneklere igsaret eder ve baldiran otunun, maydanozgiller
ailesindeki diger benzer bitkilerden ayrilmasinda ayirt edici bir ozelliktir (6)
(bkz. Sekil 2.3).



Sekil 2.2 C. maculatum gigek durumu  Sekil 2.3 C. maculatum gbévde

benekleri (macula)



Baldiran otunun toksik etkisinden sorumlu en o6nemli alkaloid olan
koniin, bitkinin timdnde bulunmakla birlikte miktari, bitkinin organlarina ve
mevsimlere gore degisiklikler gostermektedir. Genel olarak mevsimin
ilerleyen dénemlerinde bitkinin farkh dokularindaki koniin miktari artmaktadir
(44). Bitkinin farkli organlarinda da koniin igerigi degisim gdstermekte ve
koniin agisindan siralama, agilmamis tohum > dal > yaprak >> kok seklinde

gozlenmektedir (53).

Baldiran otunun (Conium maculatum L.) toksisitesinden sorumlu olan
koniin, izolasyonu yapilan, 6zellikleri arastirilan ilk alkaloidlerden biridir (25).
Koniin hakkinda yapilan aragtirmalar 100 yil 6ncesine kadar uzanmaktadir ve

konu ile ilgili ilk yayin 1898 yilinda yayinlanmigtir. (41).

Koniin ve y-konisein, baldiran otundaki diger sekiz alkaloid arasinda
en yuksek oranda bulunanlardir. Koniin bu alkaloidler arasinda en toksik
olanidir. Tumu piperidin alkaloidlerinden olusan bu bilesikler farkh Dbitki
ailelerinde de bulunmakta ancak baldiran otunun iginde bulundugu bitki
ailesinde (Umbelliferae-Maydanozgiller) nadir olarak rastlanmaktadir.
Baldiran otunda bulunan piperidin alkaloidleri dort asetat biriminden kdken
alan sekiz karbonlu zincirin halka olusturmasi sonucunda ortaya gikmakta,
halkaya slrecin bir asamasinda nitrojen eklenmektedir. Bu bilesiklerin
biyokimyasal sentez yolaklari henuz tam olarak aydinlatilamadigindan bu
konudaki arastirmalar halen devam etmektedir (47). Baldiran otunda bulunan

alkaloidler sekil 2.4’de gosterilmigtir (37).
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Sekil 2.4 Conium maculatun’da saptanan alkaloidler

19. yuzyil baglarinda organik kimya biliminin izolasyon ve sentez
konusunda gosterdigi gelisime paralel olarak alkaloidler de cgalisiimis ve
bunun sonucunda koniin, morfin ile birlikte izolasyonu ve sentezi yapilan ilk
alkaloidler arasinda yer almistir. Koniin’in erken izolasyonu, farmakolojik
arastirmalar basta olmak Uzere bu alkaloid hakkindaki ¢ok ¢esitli calismalarin

artmasina neden olmustur.



2.2 Farmakolojik ve Toksikolojik Agidan Koniin

Farmakolojik agidan koniinin o6zellikle gangliyoner agirim uzerinde
etkili oldugu, nikotine benzer bigimde 6ncelikle gangliyoner agirimi artirdigi
ancak daha yuksek dozlarda bloke edici bir 6zellik gdsterdigi ortaya
konulmustur (10). Noromuskuler kavsakta kurar benzeri etki yapmasi
nedeniyle kurara alternatif olarak da dusunulmus ancak toksisitesi nedeniyle
modern tedavide kullanim alani bulamamistir (28). ingiliz Farmakopesinde
1934 vyilina kadar baldiran otu tohumlari antispazmodik, sedatif ve
antinosiseptif etkiye sahip droglar arasinda listelenmistir (47). Gunimuzde
artik sadece homeopatik listelerde yer almakla birlikte modern tipta kabul
edilmig bir kullanimi bulunmamaktadir (56). Koniinin etki mekanizmasi ile ilgili
calismalar daha sonraki yillarda da devam etmis ve depolarizasyon
sonrasinda gangliyoner asirimi inhibe etmesinin yani sira bu asirimi
dogrudan bloke ettigi de gosterilmistir. Bu calismalarda koniinin superior
servikal gangliyon ve noéromuskuler kavgakta iletimi bloke ettigi, ancak bloke
edici etkisi ortaya c¢ikmadan oOnce stimulasyon yaptigi goézlenmigstir (48).
Farmakoloji kitaplarinda koniin, nikotin gibi gangliyon stimule edici maddeler
arasinda yer almaktadir. Koniinle ilgili yakin zamanda yapilmis olan in vitro
calismalarda farkli dokulardaki nikotinik reseptorler Gzerindeki etkileri
arastinimis olmakla (22) birlikte diger sistemlerle etkilesimi konusunda
(adrenerjik, nitrerjik, vd.) fazla bilgi bulunmamaktadir. Koniinin toksikolojik
acidan incelendigi ¢calismalar mevcuttur (bkz. Tablo 2.1, 2.2, 2.3).

Koniinin ginimuzde yaygin olarak tibbi amagcli kullanimina engel olan
toksik etkileri sadece insanlar Uzerinde dedil diger canhlar Uzerinde de
gOsterilmistir. Baldiran bitkisinin koniini temelde omurgali ve omurgasiz
otgullara kargl bir savunma araci olarak sentezledigi dusunulmektedir.
Omurgasiz otcullara (herbivorlara) karsi tarimda kullanilan pek ¢ok kimyasal
da koniine benzer bigcimde kolinerjik sistem Uzerinden etkilerini
gOsterdiklerinden boceklerin nikotinik reseptorlerine spesifik
neonikotinoidlerin bulunmasina yonelik pek ¢ok arastirma devam etmektedir

(52). Koniin, omurgasiz otcullarin (herbivorlarin) yani sira memeliler ve kus



turleri Uzerinde de toksik etkiler gostermektedir. Farkli canli tlrlerinde koniinin

letal dozlari Tablo 2.1’de gdsterilmistir (33)

Tablo 2.1. Taze Conium maculatum’un bazi hayvan turlerindeki oral akut

letal dozlari.

Hayvan tird Letal Dozu (g/kg) Alkaloid icerigi (%)
Domuz 8.0 0.023

Sigir 5.3 0.40

Koyun 10.0 0.40

Kuglarin memelilere gdre koniinden daha az etkilenmelerinin
nedeninin memelilere gore farkli nikotinik reseptoér alttiplerine sahip
olmalarindan kaynaklanabilecedi iddia edilmistir (46). Dokularinda koniine
rastlanan ancak zehirlenme Dbelirtileri gostermeyen kuglarin insanlar
tarafindan yenilmeleri durumunda bu canlilari tiketen insanlarda zehirlenme
tablolarinin ortaya ¢iktigi kaydedilmistir (46). Farkli memeli ve kus tlrlerinin
farkh koniin dozlarinda gosterdikleri semptomlarin dereceleri Tablo 2.2'de yer

almaktadir.

Tablo 2.2. Koniin’in farkli hayvanlardaki tek oral dozunun akut etkileri

Hayvan tird Doz (mg/kg) Semptomlarin derecesi
Sigir® 3.3 asiri (32)
At 15.3 asiri (32)
Koyun?® 44.0 orta (32)
Bildircin® 25.0 asiri (23)
Pilic® 50.0 asiri (23)
Hindi pilici® 100.0 asiri (23)

@ Erigkin hayvanlar (maksimum letal olmayan dozlar) (33)

® Ug-alti haftalik hayvanlar (bazi bireyler igin letal) (23)



Ulkemizde bitkilerin neden oldugu zehirlenmeler iginde %6 ile en sik
goOrulen dguncu zehirlenme olan baldiran otu zehirlenmesi bu konunun
sadece tarihsel bir olayla sinirli kalmadigini ve guncelligini devam ettirdigini
gOstermektedir (43). Baldiran otunun yenilen bitkilerle yanhislikla
karistinimasiyla (8) ya da o6zellikle gocuklar tarafindan kabuklari soyularak
govdesinin yenilmesi sonucunda, ¢ogunlukla kirsal kesimlerde olmak Uzere
zehirlenmeler gorulebilmektedir (5). Gerek tibbi gerekse deneysel amaglarla
kullanim olanaklarindaki kisithlik, bunun yani sira hayvancilikta neden oldugu
sorunlar sebebiyle literatirde koniin ile ilgili yakin zamanda yapilmig
caligsmalarin daha ¢ok buyukbas hayvanlarda ve kimes hayvanlarinda ortaya
cikan teratojenik etkiler ve mekanizmalar Uzerine odaklandigi gorulmektedir
(38).

Hayvanlar tarafindan tdketilen baldiran otunun, dusuk ile
sonuclanmadigr durumlarda teratojenik etkileri ortaya c¢ikmaktadir.
Teratojenik etkiler arasinda kalici eklem fleksurl ve ya kontrakturt ile
seyreden artrogripozis gozlenmektedir. Gdzlenen bu teratojenik etkinin
koniinin nikotinik reseptorler Uzerinden gergeklestirdigi bir mekanizma ile
ortaya ¢iktigi dustinulmuis ancak gerek periferik nikotinik reseptor antagonisti
d-tibokdurarin gerekse santral nikotinik reseptdor antagonisti trimetafan
kamsilatin koniinin teratojenik etkilerini dnleyememesi nedeniyle bu iddia
dogrulanamamistir (37). Koniinin teratojenik etkilerinin mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamadigindan bu konu ile ilgili daha fazla arastiriimaya ihtiyag
duyulmaktadir. Koniinin teratojenik etkileri ile ilgili gerceklestirilen ¢aligmalara

Tablo 2.3.’te deginilmigtir.



Tablo 2.3. Farkh hayvan tirlerinin fetlslerinin Conium maculatum’un

teratojenik etkilerine hassas olduklari hamilelik donemleri

Hayvan tura Hamilelikte koniine Lezyonlar

Maruz kalinan donem

Sigir (283)? 55-75 artrogripozis (32)
42-70 palatosizis (24)
Domuz (115)® 30-45 palatosizis (44)
43-53 artrogripozis (44)
Kegi (150)? 30-60 artrogripozis (44)
Koyun (147)? 30-60 artrogripozis (24)

@Toplam hamilelik siiresi

2.3. Sokrates’in Oliimii

Koniinin bir zehir olarak bu kadar bilinmesinde Sokrates'’in baldiran otu
igirilerek idam edilmesinin bly(k rolii bulunmaktadir. Hz. isa’ninkinden sonra
en iyi bilinen ve her asamasi kayitlara gegmis olan bu idam nedeniyle
baldiran otu o ginden ginimuze her dénemde hatirlanmis ve bu durum
baldiran otunun ana etken maddesi olan koniinin 19. yuzyil baslarinda izole
edildikten sonra da farmakolojik olarak ilk arastirilan alkaloidler arasinda yer

almasina yol agmistir.
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Sekil 2.5. Sokrates’in 6limu adiyla bilinen Totenmahl rélyefi (51).

Felsefenin kurucularinin basinda sayilan Sokrates, Atina’li yoneticiler
tarafindan Atina tanrilarini tanimamak ve gengleri sisteme karsi ayartmak
suglarindan dolayi élimle cezalandiriimigtir. Sokrates’in son anlari 6grencisi
Platon ve Xenophon tarafindan kaydedilmigtir. Sokrates kendisine sunulan ve
icinde baldiran otu ekstresinin bulundugu bir karisimi i¢migtir. Bu karisim
icinde baldiran otunun yani sira hashas ekstresinin de bulundugu bazi antik
yazarlar tarafindan iddia edilmistir (9).

Platon tarafindan Sokrates’in zehiri igmesinden 4ldugu ana kadar

gecenler su sekilde aktariimaktadir:

“Sokrates’e zehir getiren gérevliye soran Sokrates séyle dedi: “Sen, dostum,

bu konularda tecriibelisin, ne yapmam gerektigini séyle bana.”
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Adam sbOyle cevap verdi: “Yapman gereken tek sey zehiri icmek, ayaklarina
bir agirlik ¢bkene kadar ylirimek, sonra da yere uzanmak, zehir bundan sonra
etkisini gdsterecektir.” Gorevli bunlari séyledikten sonra Sokrates gbéyle dedi:
“Tanrilarin serefine bu kaptan bir miktar sarabin yere dékiilmesine ne dersin? Bunu

yapabilir miyim, yapamaz miyim?”

Adam sbyle cevap verdi: “Biz onu sadece yeterli olacak miktarda hazirliyoruz

Sokrates.” Sokrates bunun lizerine : “Anliyorum,” dedi ve zehiri bir dikiste igip bitirdi.

Sokrates odanin iginde ylriimeye bagladi ve bacaklarinin agirlagsmaya
basladigini séyleyince, ona zehiri veren adamin tavsiyelerine uygun olarak yataga
sirtisti uzandi. Sonra adam onun ayaklarina ve bacaklarina bakti, bir stire sonra
ayagina sikica bastirdi ve ona hissedip hissetmedigini sordu. Sokrates’ten hayir
yanitini aldiktan sonra, 6nce bacadina, sonra daha yukarilara ayni seyi yapti ve bize
onun soguyup katilagsmakta oldugunu gésterdi. Sonra bunlari kendisi de hissetti ve

zehir kalbe ulastiginda, bunun onun sonu olacagini séyledi.

Sokrates daha Onceden orttligli ylzini agtigi zaman sogukluk kasik
boélgesine kadar ilerlemisti. “Krito” dedi, Asklepios’a bir horoz borcum var, éder
misin?” bu onun son sézleri olmustu. “bor¢ édenecektir, baska bir sey var mi?” bu
soruya cevap gelmedi, fakat birka¢ dakika icinde bir hareket duyuldu. Gérevli, onun

yliziinii agt, gézleri sabitlesmisti. Krito gbzlerini ve agzini kapadi (31).

Platon tarafindan aktarilan bu tarihsel kaydin farmakoloji, botanik ve
dilbilim agisindan modern bir degerlendirmesi antik metnin gergek bir
gbzleme oldukga yakin oldugunu duasundurmektedir. Metinde aktarilan,
zehirlenme ile ilgili gbzlenen belirtiler temelde sinir sistemi ile ilgili bir
zehirlenmeyi yansitmaktadir. Yazilanlarla paralel bicimde insanlarda baldiran
otu zehirlenmesi alt ekstremitelerde baslayan bir motor fonksiyon kaybi, daha
sonrasinda ust ekstremitelerde devam eden gugsuzluk, ataksi ve tremor ile
devam eder. Sokrates’in dlumunde gozlendigi gibi, tim bu suregler boyunca
biling acgiktir. Olim nedeni solunum kaslarinin felg olmasi ve bunun
sonucunda gelisen asfiksidir. Platon’a ait Antik Yunanca metnin ginimuz

arastirmacilari tarafindan yapilan dilbilimsel incelemeleri sonucunda yazilan
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“soguyup katllagsma” ifadesinin bir “soguma” olmadi§gi ve o doénemdeki
ifadenin daha ¢ok bir “kuvvet kaybi’ni isaret ettigi iddia edilmektedir (9). Bu
bilgiler 1s1ginda sikica bastirarak agri hissinin kaybini tespit eden gorevli
daha sonrasina kaslarin felg olmaya basladiklarini da (néromuskuler blok)
tespit etmigstir. Sokrates’in dluminden hemen once yaptigi son hareket ise
solunum kaslarinin felcine baglh son bir o6lim kasilmasi olarak
degerlendiriimektedir. Asfiksiye bagli bir tepkinin beklenenden daha az
olmasinin, zehirin solunum kaslarini etkileyene kadar diger kaslarin kasiima
glcund blyuk oOlcide kaybetmis olmasiyla iliskili olabilecedi kabul
edilmektedir (9).

Yukarida anlatildigi gibi Sokrates, son anina kadar hissettiklerini
yanindakilere not ettirmistir. Bahsedilen zehirlenme ve 6lim tablosu, koniinin
gercgeklestirmesi beklenen bigimine benzemekle birlikte bu zehirlenmenin bir
agn hissi yasanmadan gercgeklestiriimesi iki dustnceyi akla getirmektedir:
Koniinin analjezik etkinligi ve karigsima eklenen bir bagska maddenin guglu bir
analjezik etki tasimasi. Her ne kadar idama mahkum edilmig olsa da
Atina’nin bu etkili kigisinin idaminda, karigima oldurtcu baldiran otunun yani
sira donemin bilinen en gugli analjezik maddesi olan hashas ekstresinin
(Papaver somniferum) eklenmis olmasi akla gelmektedir. Antik donemin bazi
yazarlar tarafindan da bu iddianin 6éne suruldigu bilinmektedir. Ancak bu
degerlendirme yapilirken unutulmamasi gereken onemli bir nokta da koniinin

analjezik etkisinin olup olmadiginin bu ¢galismaya kadar bilinmemesidir.
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2.4 Agn Algisi ve Kolinerjik Sistem

Analjezide kolinerjik sistemin etkinligi ile ilgili ¢cok sayida calisma
bulunmaktadir. Kolinerjik reseptdér agonistleri ve asetilkolin esteraz
inhibitorlerinden olusan kolinomimetiklerin insanlarda ve diger hayvan
turlerinde agri sinyallerinin iletimini dnlemede etkili olduklari bulunmustur.
Kolinomimetiklerin bu etkileri farkli preklinik ve klinik agri modellerinde

denenmis ve genis bir terapotik potansiyelin varligi ortaya konmustur (17).

Asetilkolinesterazlarin analjezideki rollerinin arastiriimasini hedefleyen
calismalarda intraplantar kapsaisin, soguk, cerrahi sonrasi s,
streptozotozosin ile indiklenen diyabetik agri modellerinde neostigminin

antinosiseptif etkileri incelenmistir (11, 14, 21, 29, 35).

Muskarinik asetilkolin reseptorlerinin analjezideki etkileri kuyruk-gcekme
(tail-flick) ve cerrahi sonrasi agri modellerinde betanekolle (45), kuyruk
cekme, hotplate, asetik asitle kivranma modellerinde oksotremorin’le (26,

49) ve orofasiyel agri modelinde arekaidin’le incelenmigtir (20)

Analjezide nikotinik asetilkolin reseptorlerinin  etkileri formalinle
olusturulan kivranma, hot-plate, cold-plate testlerinde ABT-594 (1, 16),
kuyruk ¢ekme, hot-plate, intrakapsuler karagenan uygulamasinda
Epibatidin/analoglari (13, 36, 42) ve kuyruk c¢cekme, cerrahi sonrasi agri

modellerinde DMPP kullanilarak arastiriimistir (45).

Kolinomimetiklerin analjezi olugturma mekanizmalari ile ilgili temel etki
yerinin  omurilik oldugu genel kabul gormektedir. Bu bdlgede
kolinomimetiklerin  olusturdugu analjezinin test edilmesi amaciyla
gercgeklestirilen deneylerde intratekal kolinerjik ajanlarin enjeksiyonu yapilmis
ve spinal kolinerjik sinirlerin asetilkolin salivermesi durumu taklit edilerek

analjezi olustugu gosterilmistir. Canlida agri algisi olusturan uyaranin
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omurilikte ACh miktarini artirdidi  bulunmustur. Bu tir bir uyarandan
kaynaklanan asetilkolin saliveriimesindeki artigin sadece omuirilik ile sinirl
kalmadigi, anestezi altinda agrli uyaran verilen koyunun serebrospinal

sivisinda da ACh miktarinin arttigi kaydedilmistir (21).

Agrili bir uyaran sonucunda inhibitor desendant noradrenerjik ve
serotonerjik agri  modulatér yolaklari, dorsal boynuzdaki kolinerjik
interndronlari uyarir. Bu uyari sonucunda bu internéronlardan ACh saliverilir.
ACh’In analjezik etkiyi ortaya c¢ikarmada spinal muskarinik ve nikotinik
reseptorleri aktive ettigi gosterilmigtir. Analjezik etkilerin daha ¢ok nikotinik
yolak Uzerinde olduguna dair gorusler olmakla birlikte, omurilikteki muskarinik
reseptorlerin aktivasyonunun da inhibitor noérotransmitterlerde artisa ve
eksitator norotransmitterlerde azalisa neden olarak antinosiseptif etkilerin bir
kismini ortaya c¢ikardigina dair pek ¢ok veri bulunmaktadir (54). Nikotinin
analjezik etkilerinin opioiderjik noéronlarin aktivasyonu ile iligkili oldugu
gosterilmigtir. Eldeki veriler nikotinin omurilikteki opioiderjik néronlari aktive
ettigine ve bu ndronlardan saliverilen Met-Enkefalin ile analjezik etkilerin

ortaya ciktigina isaret etmektedir (34).

2.5. Nikotinik Asetilkolin Reseptorlerinin Agr Algisindaki Rolleri

Nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR) bir ya da birden fazla
altbirimden olusan (a., B, 9, €, v) pentamerik ligand-bagl iyon kanallari ailesini
temsil eder. Bu reseptorler merkezi sinir sisteminde (MSS) ve periferik sinir
sisteminde yaygin olarak dagilim gdsterirler. MSS’de baskin olan nAChR’leri,
homomerik a7 reseptorleri ve heteromerik a4/B2 reseptorlerinden olusur. o-
bungarotoksine duyarli olup olmamalarina gére farmakolojik ayrimlari
yapilabilmektedir (30).
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Sekil 2.6. nAChRIerinin o altbirimleri, ligand baglanma bdlgeleri ve
ekstraseluler-transmembranal kisimlari

Noéronal nikotinik asetilkolin reseptoérleri olarak adlandirilan bu reseptorler,
asetilkolinin sinaptik asirimiyla ice yonelik Na* ve Ca?* akimlarina neden
olmaktadirlar. Bunun sonucunda ¢ok genis bir gesitlilik gosteren sinapslarda

glutamerjik, GABAerjik ve monoaminerjik yolaklarda etkili olurlar (30).

Santral inir zistemi Santral zinir sistemid Feriferik, zinir sisterni
Perterk, sinir sigtemi

Sekil 2.7 Sinir sisteminin santral ve periferik kisimlarina ait nAChR tipleri.

Koyu noktalar agonist baglanma noktalarini temsil etmektedir.
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Yakin zamanda sayilari artan molekuler caligmalar sayesinde nikotinik
reseptorler Uzerinde daha detaylh bilgiler edinilmektedir. Nikotinik reseptorleri
olusturan proteinlerin ekspresyonundan sorumlu genleri silinen farelerin sicak
levha (hot-plate) ve kuyruk-¢cekme (tail-flick) testlerinde nikotinin olusturdugu
antinosiseptif etkide beklenenden daha dusuk bir analjezi yaniti gosterdikleri
kaydedilmistir  (40). Molekuler c¢alismalarin yani sira eldeki mevcut
farmakolojik veriler de noéronal nikotinik reseptorlerin antinosiseptif etkinin
ortaya c¢ikmasindaki rollerini destekleyici niteliktedir (15). Nikotinin
antinosiseptif etkilerinin uzun bir suredir bilinmesine karsin Ekvator zehirli
kurbagasi Epipedobates tricolorun derisinden elde edilen dogal bir alkaloid
olan epibatidin’in potent bir analjezik oldugunun bulunmasi, bu etkisinin
nikotinik reseptdr antagonisti mekamilamin tarafindan bloke edilmesi ve
boylece mekanizmasinin aydinlatimasiyla agr tedavisinde yeni bir
potansiyel ortaya ¢ikmistir (30). Epibatidin analoglarinin geligtiriimesi igin
gergeklestirilen arastirmalar sonucunda néronal nikotinik reseptoér agonistleri
arasinda gunimuze kadar en iyi karakterize edilmis madde olan ABT-594’Un
sentezlenmesi saglanmistir (18). Nikotinik reseptoérlere etki eden maddelere
yonelik arastirmalarin, analjezi konusunda spesifik etki gosteren yeni
bilesiklerin bulunmasina yol agmasi olasihgl bu konunun yakin gelecekte de

ilgi ceken bir arastirma sahasi olacagina igaret etmektedir.

2.6.Hipotez:

“Koniin nikotinik reseptorler araciliiyla antinosiseptif etki gosterir.

Ayrica koniin, morfinin antinosiseptif etkilerini nikotinik reseptorler araciligiyla

potansiyalize eder.”
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2.7. Amag:

Bu galismanin temel amaci agrn algisi Uzerine etkisi hakkinda bilgi
bulunmayan koniinin olasi antinosiseptif etkilerinin arastiriimasidir. Boyle bir
etkinin varhigr durumunda koniinin bu etkiyi nikotinik reseptorler Uzerinden
gerceklestirip  gergeklestirmeyeceqi incelenecek  ve  antinosiseptif
mekanizmasi ile ilgili bilgi ediniimeye calisilacaktir. Ayrica koniinin opioid
analjezikler ile olasi sinerjistik etkisinin olup olmadigi bir diger arastirma

konusudur.

Bu hipotez ve amacin tarihsel bir olaya acgikhk getirmesi
beklenmektedir. Sokrates’in baldiran otu igeren bir karisim icerek o6lime
mahkum edildigi bilinmektedir. Bu 6lum sirasinda gozlenmesi beklenen,
ekstremitelerde kas zayifligi ile baglayan, daha sonra ust ekstremitelerde
motor kayip, duyu kaybi ve solunum kaslarinin felci sonucunda solunumun
durmasiyla gerceklesen oOlum tablosu tarihsel kayitlarda aktariimaktadir.
Ancak bu zehirlenme tablosunun oldukg¢a agrisiz gecmis olmasi Sokrates’e
icirilen karigsimin icinde donemin bilinen en gugli analjezik maddesi olan
hashas ekstresinin eklenmis olabilecegini duslindirmektedir. Ancak bu
degerlendirme yapilirken unutulmamasi gereken énemli bir nokta da koniinin

analjezik etkisinin olup olmadiginin halen ginumuzde dahi bilinmemesidir.
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GEREG VE YONTEM

3.1. Hayvanlar

Bu galigmada 25-35 gr agirhginda Swiss-Albino erkek fareler
kullanildi. Deneylerde kullanilan fareler Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlari biriminden temin edildi. ila¢ uygulanan farelere deneylerden sonra
ikinci kez ilag tatbik edilmedi ve fareler H.U.T.F. Farmakoloji Anabilim Dali

Hayvan Barinaginda yasatiimaya devam edildi.

3.2. Etik Kurul izni:

Bu calisma icin Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari
Etik Kurulu'ndan 14. 02. 2008 tarihli izinle onay alindi (Karar No: 2008/12-5).

3.3. Kullanilan deneysel modeller
3.3.1. Kimyasal Agri Modeli-Kivranma Testi (Writhing test)

Kimyasal agri modelinde antinosiseptif etkiyi degerlendirmek igin
“Kivranma Testi (Writhing Test)” secildi (50). Nosiseptif etkiyi olusturmak icin
serum fizyolojik iginde %0,6’'lik asetik asit ¢dzeltisi kullanildi. I.p. enjeksiyonu
takip eden 5. dakikadan sonra 15 dakika boyunca kivranma refleksi (writhing)
saylldi. Her grupta 6 hayvan kullanilarak istatiksel olarak anlamli

kargilastirmalarin yapilabilmesi hedeflendi.
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3.3.2 Termal Agri Modeli-Hotplate (sicak levha) Testi

Termal agri modelinde hotplate testi secildi (39) ve ylzey sicakligi
52°C olarak belirlenmis bir “hotplate sistemi” kullanildi. Sicakligi sabit tutan
kontakt termometre ile donanimli bu sistem sayesinde standart sicaklikta bir
termal agri modeli olusturuldu. Farelerin arka ayaklarini cekme, yalama veya
sigrama davranigi agrinin algilanmasi olarak degerlendirilerek saniye
cinsinden kaydedildi. Tepki sUresinin uzamasi agri algisinda azalma ve
antinosiseptif etkinin varligina isaret eden bir durum olarak degerlendirildi.
Hotplate sistemindeki Olcumler 10’ar dakika arayla 1 saat boyunca
surduruldd. Uzun donemde etkinin varhiginin gozlenmesi i¢in 140. dakikada
son hotplate kaydi alindi. Farelerde isinin kalici bir doku hasari olugturmasini
engellemek amaciyla cut-off stresi 30 saniye olarak belirlendi. Her grupta 6
hayvan kullanilarak istatiksel olarak anlamli karsilastirmalarin yapilabilmesi
hedeflendi.

3.4. ilag Uygulamalari ve Degerlendirme

Kivranma ve hotplate testlerinde Oncelikle morfin ve koniinin
ayri ayri etkileri degerlendirildi. Daha sonra morfin ve koniin, aralarindaki
olasi etkilesimi degerlendirebilmek amaciyla es zamanli olarak verildi. Morfin
ve Kkoniinin intraperitonal enjeksiyonlarindan 10 dakika sonra kivranma
testinde nosiseptif etkinin olugmasini saglayacak asetik asit ¢ozeltisi verildi.
Asetik asit enjeksiyonunu takip eden 5. dakikadan itibaren 15 dakika boyunca
kivranma refleksi (writhing) sayildi. Termal agri modelinde ise morfin ve
koniinin enjeksiyonlarindan 10 dakika sonra nosiseptif etkinin olugsmasini
saglayacak hotplate uygulamalarina baslandi. Tum ila¢ uygulamalarinda

enjeksiyonlar 0.1ml/10 g vucut agirhgina gore yapildi.
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3.5 Mekamilamin Uygulamasi:

Kivranma ve hotplate testlerinde koniinin olusturmasi beklenen
antinosiseptif etkinin mekanizmasinin incelenebilmesi amaciyla nikotinik
reseptdr antagonisti mekamilamin, 1 mg/kg dozunda verildi. Mekamilaminin
analjezik etkisinin yaklagik 10 dakika iginde ortaya ¢iktigi bilindiginden (2),
mekamilamin koniin ile birlikte ayni anda verildi. Mekamilamin varliginda
kivranma ve hotplate testlerinin sonuglari yukarida aktarildigr sekilde
kaydedildi.

3.6 Toksisite

Deneyler suresince ve deneylerden sonraki 1 hafta boyunca

hayvanlarda gozlenebilecek 6lim veya diger komplikasyonlar izlendi.

Antinosiseptif etki olarak degerlendirilen goézlemlerin noérotoksik bir
etkiden ya da lokomotor aktivitenin azaldigi bir durumdan kaynaklanma
olasihgini ortadan kaldirmak amaciyla “rotarod testi” uygulandi. Dakikada 12
tur dénen bir rotarod gubugu Uzerinde farelerin kalma sureleri ve bu sturelerin
deneyler sirasinda verilen kimyasal ajanlara bagli olarak degisimi, lokomotor
aktivitenin degerlendiriimesi amaciyla kaydedildi. Farelerin rotarod Uzerinde
kalma suresinin  kisalmasi lokomotor aktivitenin azalmasi olarak

degerlendirildi.

3.7. Verilerin Analizi:

Sonuglar 6 sayida deneyin ortalamasi * ortalamanin standart hatasi

olarak ifade edildi. Verilerin istatiksel analizi i¢cin Student'in f-testi, Mann-

Whitney U testi ve tek yonlu tekrarlayan varyans analizini (ANOVA) takiben
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post-hoc Bonferroni testleri kullanildi. Grafikler ve istatistik Graph Pad
Software Prism 3.0 paket programi ve Microsoft Excel programinda

hazirlandi.

3.8. Kullanilan ilaglar:

Bu calismada koniin (Sigma), mekamilamin HCI (Merck Sharp &
Dohme) ve morfin (Sigma) kullanildi. Kullanilan ilaglarin stok c¢ozeltileri,
serum fizyolojik icinde ¢ozulerek hazirlandi. Stok ¢ozeltilerden diliisyonlar

gunluk olarak hazirlandi.
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BULGULAR

4.1. Kivranma Testinde Antinosiseptif Etkinin Degerlendirilmesi

4.1.1. Koniinin Kivranma Testindeki Antinosiseptif Etkileri

Koniinin 10 mg/kg dozunda uygulanmasi, nosiseptif etkinin bir
gOstergesi olan kivranma sayilarinda, kontrol grubuna goére fark olusturmadi
(kontrol: 29,5 £ 2,57; koniin: 29 * 1,21). Koniinin 20 mg/kg dozunda ise
kivranma sayilarinda belirgin bir disus goézlendi (koniin: 13,5 £ 1,12 ; P< 0.05)
(Sekil 4.1).

"Writhing Testi"

O =alin
40
& Koniin 10 mgfky
35 1

& Koniin 20 mgfky

30 4

25 1
20 1
15 4

Krvranma Sayisi

10 4

Sekil 4.1 Koniinin kivranma testindeki antinosiseptif etkisi
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4.1.2. Morfinin Kivranma Testindeki Antinosiseptif Etkileri

Morfinin 0,3 mg/kg dozunda uygulanmasi kivranma sayilarinda kontrol
grubuna gore anlamli azalma olusturmazken (kontrol: 29,5 £ 2,57; morfin: 26
+ 1,98), 1 mg/kg dozunda kivranma sayisinda belirgin bir azalma meydana
getirdi (morfin: 10,17 = 0,79; P<0.05). Morfin 5 mg/kg dozunda ise kivranma
refleksini tumuyle onledi (P<0.01).

"Writhing Testi”
O5alin
mrAarfin 0.3 mofkg
35 - ardarfin 1 moskn
M ormin S mgikg
30 - I
25 4
o
=
o 20 1
o
£
s 15 -
= *
x
10 -1
A 4
*k ok
0 1

Sekil 4.2 Morfinin kivranma testindeki antinosiseptif etkisi

41.3. Morfin Varhginda Koniinin Kivranma Testindeki

Antinosiseptif Etkileri

Tek basina 10 mg/kg dozunda koniin uygulamasi, kivranma sayilarinda
kontrole karsi belirgin azalma olusturmamasina karsin 0.3 mg/kg morfin
eklenmesiyle birlikte kivranma sayisinda belirgin bir azalma meydana getirdi
(koniin: 29 % 1,21, koniin+morfin: 16,83 + 1,30; P<0.05). Ayni koniin dozunda
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Morfin’in 1 mg/kg uygulanmasi kivranmayi sifira yakin bir degere kadar azaltti
(P<0.01). Morfinin 5 mg/kg dozda uygulanmasi tek basina tim kivranmalari

ortadan kaldirmasi nedeniyle koniinle birlikte kullaniimasi tecih edilmedi.

Tek basina uygulandiginda kivranma sayisini kontrole gére anlamli
derecede azaltan 20 mg/kg koniin dozuna 0.3 mg/kg morfin eklenmesiyle
birlikte kivranma sayisinda belirgin azalma gozlendi (koniin: 13,50 + 1,12,
koniin+morfin: 5,83 = 0,60; P<0.05). 20 mg/kg koniin varliginda morfin

dozunun 1 mg/kg ¢ikarilmasi sonucunda kivranma refleksi timuyle kayboldu.

"Writhing Testi"
OSalin
A - m Maorfin 0.3 moiko
B Morfin 1 moafkg
T B Koniin1 0 maikg
30 4 L ® Koniin20 maikg
25 1
&
B 20 | *
:
5 15 4
= *
10 - | T
*
a4
* X #
* *
[:] — é
Salin Faoniin10 mofkg  Eaniin20 mofko

Sekil 4. 3 Koniinin morfin varhginda kivranma testindeki antinosiseptif etkisi
* P<0.05 ayni deney grubundaki kontrole gére
** P<0.01 ayni deney grubundaki kontrole gére

# P<0.05 dlisiik dozdaki koniin degerlerine gére
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41.4. Mekamilamin Varliginda Koniinin Kivranma Testindeki
Antinosiseptif Etkileri

Tek basina uygulandiginda 20 mg/kg koniin kivranma sayisini belirgin
bicimde dusurmekteyken (kontrol: 29,5 + 2,57, koniin: 13,5 + 1,12; P<0.05) 1
mg/kg mekamilamin eklenmesi ile birlikte kivranma sayisinin kontrole
yaklastigi gozlendi (koniin+tmekamilamin: 26,67 + 1,93; P>0.05).
Mekamilaminin 0.1 mg/kg dozunun ise kivranma sayilarinda koniinin 20
mg/kg dozunda go6zlenen azalma Uzerinde bir etkide bulunmadigi tespit edildi
(13,67 + 1,28). Sadece 1 mg/kg mekamilamin verilmesi, kivranma sayisinda

kontrole gore belirgin bir degisime neden olmadi (30,17 + 2,12).

O 5alin

40 ~ # Koniin 20 mafkg

35 A & Koniin 20 kg +
[ mMekamilamin 1 mafkg

a0 A

25 1

20 A

18 1

Kivranma sayisi

10 1

Sekil 4. 4 Mekamilamin varliginda koniinin kivranma testindeki antinosiseptif

etkisi
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4.2. Hotplate Testinde Antinosiseptif Etkinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Koniinin Hotplate Testindeki Antinosiseptif Etkileri

Hotplate testinde 10 mg/kg koniin enjeksiyonunu takiben 20. dakikada
kontrole gore ayak gcekme suresinde bir artis meydana gelmekle beraber bu
artis istatistiksel olarak anlamli degildi (kontrol: 9 £ 0,45 s, koniin: 12,83 + 1,38
s; P>0.05 ). Antinosiseptif etkinin bir gostergesi olan ayak ¢cekme suresindeki
uzama 20 mg/kg koniin uygulanmasi ile belirginlesti (koniin: 16,33 + 2,40 s)
(P< 0.05).

"Hotplate Testi" O Salin
Foniin 10 maofkg
& Foniin 20 mofkg

Ayak Cekme Suresi [s)
=

Sekil 4. 5 Koniinin hotplate testindeki antinosiseptif etkisi

20 mg/kg dozda hotplate testinde gdzlenen antinosiseptif etki zamana
gore incelendiginde enjeksiyonu takiben etkide hizli bir yukselme ve bu
yukselmeye oranla daha yavas bir dusus gozlendi. Bu dozda en gugli
antinosiseptif etki enjeksiyondan 20 dakika sonra kaydedildi. 10 mg/kg dozda
koniinin antinosiseptif etkisi 30. dakikada belirgin hale geldi. Bu dusik doz, 20
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mg/kg’a gore daha duslk bir antinosiseptif etkiye neden olmanin yani sira
etkinin ortaya ¢ikisinda da daha uzun bir sure (30 dak) gegmesi gerektigini

gOsterdi.

20
18 4
16
14
12

——aniin 20 mgdg
=—konin 10 mgky

10 ]

Ayak gekme suresi {s)

T

llag enjeksiyonu

= . iy [y oa
N N N

0 10 20 30 40 30 60 70 8O 140
Dakika

Sekil 4. 6 Koniinin hotplate testindeki zamana goére antinosiseptif etkisi



28

4.2.2. Morfinin Hotplate Testindeki Antinosiseptif Etkileri

Hotplate testinde morfin enjeksiyonundan 20 dakika sonra, artan morfin
dozlarina paralel olarak ayak cekme surelerinde de artis gézlendi. Bu artis 0.3
mg/kg ve 1 mg/kg dozlarinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degildi
(kontrol: 9 + 0,45 s, morfin-0.3: 10,33 + 1,28 s, morfin-1: 11,83 + 1,01 s;
P>0.05 ). 5 mg/kg'da ise fark anlamli bulundu (morfin-5: 16,67 + 2,25 s;
P<0.05). Morfin 10 mg/kg uygulandiginda farelerde cut-off zamanina kadar

ayak cekme tepkisi gozlenmedi.

"Hotplate Testi" O Salin

m Morfin 0.3 mgfkg
B Morfin 1 mgfkg
Worfin & mgfkg
W Morfin 10 mofkg

*+

e

N TH T
Nl -

Ayak Gelkme Siiresi [s)

Sekil 4.7 Morfinin hotplate testindeki antinosiseptif etkisi



29

Morfinin  hotplate testinde antinosiseptif etki gosterme suresi
incelendiginde en gugclu ve en hizli ortaya ¢ikan antinosiseptif etkinin 5 mg/kg
dozunda oldugu gozlendi. Koniin bulgularinin aksine morfinin 0.3 mg/kg ve 1
mg/kg gibi disuk dozlarinda zaman icinde antinosiseptif etkide istatistiksel

olarak anlamli bir artig gozlenmedi.

——hbrfin 5 mg'ky
309 —— Norfin 1 mafky
z 25 1 —t—Marfin 0.3 mog'ky
€20
@
z 15 -
—
® |
= 10
2 5 o
[lag enjeksiyonu
I:I L] L] L] L] L] L] L] L] ”_l
o 10 20 30 40 50 BO 70O 80 140
Dakika

Sekil 4. 8 Morfinin hotplate testindeki zamana gore antinosiseptif etkisi
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Testindeki

4.23. Morfin Varlhiginda Koniinin Hotplate
Antinosiseptif Etkileri
" . O Salin
Hotplate Testi I Morfin 0.3 mogfkg
B Morfin 1 mo'kg
Maorfin & mofkg
a5 - O Koniin 10 mofkg
| Koniin 20 mgfkg
#
* *
a0
25
w
o
2
5 20
[}
a
E
S
o 18 1
-
[
=
<
10 4
5 -
. Z
Salin Koniin 10 mgskg  Koniin 20 modko

Sekil 4. 9 Morfin varliginda koniinin hotplate testindeki antinosiseptif etkisi

* P<0.05 salin verilen gruptaki kontrole gére
** P<0.01 salin verilen gruptaki kontrole gére

# P<0.05 dlisiik dozdaki koniin degerlerine gére

Morfinin farkli dozlarinin verilmesi ile olusan ayak ¢ekme suresindeki

artigi koniin 10 mg/kg dozda anlamli bicimde degistirmedi. Koniin 20 mg/kg

dozunda morfinin farkli dozlarinin verilmesiyle olusan yanitlari her dozda

artirdi. Morfinin 0.3 ve 1 mg/kg dozlarinda ayak ¢ekme surelerinin uzamalari

Olcllebilirken (P<0.05), 5 mg/kg dozunda fareler cut-off suresine kadar tepki
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vermedikleri igin tam degerleri elde edilemiyerek degerlendirmeler cut-off

suresine gore yapildi (P<0.01).

4.2.4. Mekamilamin Varliginda Koniinin Hotplate Testindeki

Antinosiseptif Etkileri

Mekamilamin uygulamasi koniinin hotplate testinde fareler Uzerinde
g6zlenen ayak ¢ekme suresindeki artigi geri dondurdi. 20 mg/kg dozda koniin
verilen farelerde enjeksiyondan sonra 20. dakikada ayak ¢ekme surelerinde
gbzlenmesi beklenen uzama kaydedilmedi ve bu sure kontrole yakin bir
degerde gozlendi (kontrol: 9 + 0,45 s, koniin+tmekamilamin: 12,33 + 1,31 s;
P>0.05). 140. dakikaya kadar yapilan izlemede bu durumun uzun dénemde
de devam ettigi tespit edildi. Mekamilaminin 0.1 mg/kg dozunun, ayak gcekme
suresinde koniinin 20 mg/kg dozunda goézlenen artis Uzerinde azaltici bir
etkide bulunmadigi gozlendi (16 + 2,44). Sadece 1 mg/kg mekamilamin
verilmesi, ayak ¢ekme suresinde kontrole gore belirgin bir degisime neden
olmadi (9,17 £ 0,70).

O Salin

20 A *

18 4 Kaoniin 20 mo/kg

16 1 T | B Koniin 20 mofky +
- Mekamilamin 1 mafkg
= 14 A
=]
[ ]
:5 12 T
-]
E 10

T

G 8 A
w
= -
- B

4 .

2 -

0

Sekil 4. 10 Mekamilamin varliginda koniinin hotplate testindeki antinosiseptif

etkisi
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4.3. Rotarod Testinde Lokomotor Aktivitenin Degerlendirilmesi

Rotarod testinde farelerin dakikada 12 tur donen rotarod gubugu
Uzerinde durma sureleri gézlendi. Yalnizca serum fizyolojik verilen kontrol
grubu 49,67 £ 3,69 s yururken, bu deger 20 mg/kg koniin verilen farelerde
47,17 = 3,1 s olarak dlguldi. 20 mg/kg koniinin beraberinde 5 mg/kg morfin
verilen farelerde ise ortalama sure 46,83 + 3,41 s olarak kaydedildi. Elde

edilen sureler arasinda istatiksel olarak anlaml bir farklilik tespit edilmedi.

Rotarodtesti O%alin

B oniin 20 mgfky
G0 -

a0 T

B loniin 20 mgiky  +
hdorfin & migfkig

I 1

Yiiriime siiresi (s)
w o
- (o}

b
[

10

Sekil 4.11 Rotarod testinde farkli ajanlarin lokomotor aktiviteye

etkilerinin degerlendiriimesi.



33

4.4 Kullanilan Kimyasal Ajanlarin Toksisitesi

Koniinin 10 mg/kg dozda uygulanmasi hayvanlarda tespit edilebilen
dizeyde patolojik ya da fonksiyonel bir bozukluga veya 6lime neden olmadi.
Koniinin 20 mg/kg’in Gzerine c¢ikan dozlarinda ise fasikulasyon, diskinezi ve
konvulsiyonlar gozlendi. Artan dozlarla birlikte hayvanlarin enjeksiyonu takip
eden 5-10 dakika igcinde oldukleri gozlendi. Koniinin 10 ve 20 mg/kg (6lum
g6zlenmeyen) dozlarinda takip suresi olan 1 hafta iginde bagka bir

komplikasyon veya olum tespit edilmedi.

Morfin (0.3, 1, 5, 10 mg/kg) ve mekamilamin (1, 3 mg/kg), kullanilan

dozlarda 6lum veya herhangi bir komplikasyona neden olmadi.

Mekamilamin 3 mg/kg dozda uygulandiginda, tum farelerde letal etki
gostermesi beklenen 50 mg/kg koniin dozunda, bir haftalik takip suresi

boyunca 6limlere engel oldu.



TARTISMA

Bu calisma, bitkisel kdkenli alkaloid koniinin antinosiseptif etkilerinin
arastinimasi acisindan ilk arastirma niteligindedir. Koniinin  6ncelikle
antinosiseptif etkileri termal ve kimyasal agri modellerinde incelendi ve
koniinin fareler Uzerinde antinosiseptif etkisinin bulundugu gdsterildi. Koniinin
bu etkisi her iki agri modelinde de dar bir doz araliginda tespit edildi (10-20
mg/kg). 10 mg/kg’in altinda bir antinosiseptif etki gézlenmezken, 20 mg/kg’in
uzerindeki dozlarda ise gozlenen letal etki nedeniyle antinosiseptif etki test

edilemedi.

Morfin, bilindigi Uzere her iki modelde de antinosiseptif etki gosteren
santral etkili bir opioiddir. Morfinin koniin ile antinosiseptif etki bakimindan
etkilesimi veya karsilastirilmasi daha o©nceden goOsteriimemistir. Bu
calismada morfin, koniine gore daha dusuk dozlarda daha guglu
antinosiseptif etki gosterdi. Morfin, kivranma tesitinde 5 mg/kg dozunda
kivranma refleksini timuyle ortadan kaldirirken, koniin letal etki gézlenmeden
uygulanabilen en ylksek dozu olan 20 mg/kg’da bu refleksi azaltmakla
birlikte timuyle ortadan kaldiramadi. Benzer bigimde hotplate testinde morfin
10 mg/kg dozda tim farelerin cut-off suresine kadar (30 s) tepki gostermeden

kalmalarina neden olurken 20 mg/kg koniinde fareler cut-offa ulasamadilar.

Tezin temel hipotezlerinden birisi olan koniinin morfinin antinosiseptif
etkisini potansiyalize edici etkisi olup olmadigi konusu da eldeki bulgular
iIsiginda deg@erlendirildi. Her iki testte de koniinin morfinin antinosiseptif
etkisini potansiyalize ettigi bulundu. Bu potansiyalizasyonun kivranma
testinde daha belirgin oldugu gozlendi. Antinosiseptif etkinin degerlendirme
kriteri olan kivranma sayilari agisindan 10 mg/kg koniin 0,5 azalma olusturdu.
0.3 mg/kg morfin ise 3,5 birimlik azalma olusturdu. Bu iki ajan birlikte
uygulandiklarinda 12.67 birimlik bir azalma gozlendi (P<0.05). Benzer durum

koniinin 10 mg/kg, morfinin ise 1 ve 5 mg/kg oldugu durumlarda da gegerliydi.
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Bu sonuglar, morfinin antinosiseptif etkisinin koniin varliginda

potansiyalize oldugunu gostermektedir.

Potansiyalizasyon durumunun degerlendirildigi ikinci test olan Hotplate
testinde ise beklenen potansiyalizasyon gorulmekle birlikte kivranma
testindeki kadar yuksek duzeyde gozlenmedi. Koniinin 10 mg/kg dozunda
herhangi bir potansiyalizasyon gozlenmezken 20 mg/kg dozunun, morfinin
cesitli dozlari ile birlikte kullanildiginda koniinin artan dizeyde bir
potansiyalizasyona neden oldugu tespit edildi. Antinosiseptif etkinin hotplate
testindeki olgme kriteri olan ayak ¢ekme suresindeki uzama sayilarinda 20
mg/kg koniin 7.33 saniyelik bir uzama olusturdu. 0.3 mg/kg morfin ise 1.33
saniyelik uzama meydana getirdi. Her iki ajanin birlikte kullanildigi durumda
ise 10 saniyelik bir uzama go6zlendi (P<0.05). Benzer ancak daha gugli
bicimde, morfinin 1 mg/kg dozunda da, ajanlarin ayri ayri kullanildiklari
durumlarda olusan farkin toplamina goére (10.16 s) daha fazla bir uzama (13
s) tespit edildi. Hotplate testinde gdézlenen en yuksek potansiyalizasyon,
koniinin 20 mg/kg ve morfinin 5 mg/kg dozunda birlikte kullanildiklarinda
tespit edildi. Ajanlarin ayri ayri kullanildiklari durumlarda olusan farkin
toplamina goére (15 s) birlikte kullanildiklari durumda cut-off suresine (30 s)
kadar suren bir uzama gozlendi. Kivranma testinde oldugu gibi hotplate
testindeki bu durum da morfinin antinosiseptif etkisinin koniin varliginda

potansiyalize oldugunu isaret etmektedir.

Hotplate ve kivranma testlerinde koniin ve morfinin birbirlerini
potansiyalize etmelerinin nedeni antinosiseptif etki mekanizmalarinin
farkhliklar 1s1ginda degerlendirilebilir. Hoplate daha ¢ok santral analjezik
etkili bilesiklerin degerlendirildigi bir testtir. Kivranma testi ise periferik
antinosiseptif etkinligin incelenmesinde daha c¢ok tercih edilen bir agri
modelidir (55). Morfinin ve koniinin bu farkh agri algilama mekanizmalarinda
birbirini destekleyici bir etki olugturabilecekleri ve bu durumun da

potansiyalizasyona neden olabilecegi dusunulebilir.
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Koniin, morfin ve her ikisinin birlikte uygulandigi durumlarda goézlenen
degisimlerin antinosiseptif bir etkiden mi yoksa lokomotor aktivitenin
azalmasindan mi kaynaklandigi da arastirnildi. Bu amagla kullanilan rotarod
testinde koniin, morfin ve her ikisinin birlikte uygulandigi farkh dozlarin
rotarod testi sonuclarini istatiksel olarak anlamli duzeyde degistirmedigi
gOzlendi. Bu bulgular, deneyler sirasinda elde edilen sonuglarin lokomotor
aktivitenin azalmasindan degil antinosiseptif bir etkiden kaynaklandigini

isaret etmektedir.

Morfinin antinosiseptif etkisini santral opiyoit reseptorler Uzerinden
yapmakta oldugu bilinmektedir (27) Koniin ise nikotinik reseptoérleri uyaran bir
alkaloiddir (10). Ancak koniinin antinosiseptif etkisi ile ilgili herhangi bir veri
bulunmadigindan deneylerde gdzledigimiz etkilerin  hangi fizyolojik
mekanizma ile gerceklestigi, baslangicta net olarak bilinmemekteydi. Bu
amagla vyapilan deneyde kullanilan nikotinik reseptdr antagonisti
mekamilamin, 1 mg/kg dozunda koniinin bu antinosiseptif etkisini belirgin
derecede azaltici etki gosterdi. Bu sonuglar, koniin ile elde edilen
antinosiseptif etkinin nikotinik yolak Uzerinden meydana geldigini
dusundirmektedir. Daha dusuk dozlarda kullanilan mekamilamin, koniinin
antinosiseptif etkisini azaltici bir etki gdstermedi. Daha yuksek dozlarda
kullanilan mekamilaminin (3 mg/kg) kendisinin de antinosiseptif etki
gosterdigi tespit edildiginden koniinin antinosiseptif etkisi mekanizmasini
arastirmada kullaniimadi. Kolinerjik etki gosteren kimyasal ajanlarin oldugu
kadar antikolinerjik ajanlarin da antinosiseptif etkilerinin oldugu bilinmektedir
(17). Koniinin antinosiseptif etkisini bloke edebilecek ancak kendisi
antinosiseptif etki gostermeyecek mekamilamin dozu literatiur ile de uyumlu
olarak 1 mg/kg olarak belirlendi ve antinosiseptif mekanizmanin

aydinlatiimasinda bu doz kullanildi.

Koniinin toksisitesi ile ilgili deneylerde ise koniinin 20 mg/kg’in

uzerinde letal etki gosterdigi gozlendi. Koniinin 10 ya da 20 mg/kg olarak tek
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doz uygulanmasi farelerde deney slresince ve sonraki 1 haftalik dénemde
herhangi bir 6lum ya da komplikasyon olusturmadi. 20 mg/kg koniin
uygulanan farelerin bir sonraki hafta gergeklestirilen antinosiseptif testlerinde
kontrol farelere gore anlamli bir fark g6zlenmedi. Bu bulgu koniinin toksik
etkisinin kisa sureli gangliyon blokajindan kaynaklandigini ve dozun letal
dizeyde olmadigi surece sinirlerde daha sonraki denemelerde antinosiseptif
tepkileri bozabilecek fonksiyonel bir hasar meydana getirmedigini
dusundurmektedir. Ancak hucre duzeyinde bu durumun test edilmesi igin
biyokimyasal parametreleri de iceren testlere inhtiyagc vardir. Ayrica tek doz
yerine, kronik subletal doz uygulamalarin toksisiteye sebep olup olmadigi, bu

tez calismasi kapsaminda incelenmedigi i¢in bilinmemektedir.

Mekamilamin’in 3 mg/kg dozda kullaniimasinin, hayvanlarin timdnde
letal etki gostermesi beklenen 50 mg/kg koniin dozunda &lumleri 6nledigi
gosterildi.  Koniinin  letal etkisini nikotinik reseptorlere  baglanarak
ganglionlarin temporal blokaji Uzerinden gerceklestirdigi ve antinosiseptif
etkinin de nikotinik reseptoérler araciligi ile meydana geldigi disunuldigtnde
daha 6nce baska arastiricilar tarafindan 6n planda tutulan gangliyon

stimulasyonu segenegi sorgulanabilir (10).
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SONUG VE ONERILER

Bu tez galismasinda, 1898 yilindan bu yana bilimsel arastirmalara
konu olan, ilk izole edilmis alkoloidler arasinda yer alan koniinin antinosiseptif
etkisi ilk kez gosterilmistir. Elde edilen bu veriler, gerek koniin ile
gerceklestirilecek gelecek calismalar igin gerekse antik donemde yasanmis
onemli bir tarihsel olay hakkinda fikir verici niteliktedir. Bati felsefesinin
kurucusu sayillan Sokrates’in idaminda kullanilan karisimin igeriginde
baldiran otunun yani sira agrisini ortadan kaldirmak icin haghas ekstresi gibi
analjezik etkili bir maddenin de bulunabilecegi yonunde kesin olmayan
tarihsel yorumlar mevcuttur. Bu galismanin sonucunda koniinin kendisinin
analjezik etkisinin oldugu gdsterilmistir. Ayrica antik yazarlar tarafindan iddia
edildigi gibi hashas ekstresi (morfin) ve baldiran otu ekstresi (koniin) birlikte
kullanilmisg ise bu idam sirasinda analjezi agisindan bir potansiyalizasyon

olustugu ve Sokrates’in muhtemelen hi¢ agri hissetmedigi dusunulebilir.

Tez sonrasi galismalarda:

1. Koniinin antinosiseptif 6zelliklerinin arastirimasinda, hiperaljezi

olusturulan durumlarda ve allodini yanitlarinda koniinin etkisi arastirilabilir.

2. Koniinin subletal dozda kronik uygulamalarinin sonuglari
bilinmemektedir.  Nikotinik reseptorlerde bu uygulamanin  sonugclari

histopatolojik ve elektrofizyolojik yontemleri de igeren metotlarla incelenebilir.

3. Koniinin ile ilgili guinumuzde surdurulen arastirmalar daha ¢ok
teratojenite Uzerinedir. Tez kapsaminda deneyler erkek fareler ile
gerceklestiriimesine ragmen bu hayvanlarin daha sonradan tUremesine imkan
verilmediginden ve teratojenite tez konusu kapsami diginda oldugundan bu
konuda bir veri elde edilmedi. Gelecek calismalarda mekamilamin gibi

antagonistler kullanilarak koniinin teratojenik ve toksikolojik etkilerinin bu tur



39

ajanlar varhginda incelenmesi 6zellikle hayvanlarda gozlenen bu istenmeyen

durumlar agisindan antidot gelistirmede faydali olabilir.
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