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Nikotin ve Antagonisti Mecamylaminin Kurbaga (Rana ridibunda) Iskelet Kasi
Uzerine Etkileri

The Effects of Nicotine and Its Antagonist Mecamylamine on Skeletal Muscle of Frog
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Ozet

Amag: Bu calismada, sigaranin etken maddesi olarak
kabul edilen nikotin ile bir¢ok alanda tedavi edici ajan
olarak da kullamlan nikotin antagonisti mecamylaminin,
izole kurbaga gastrokinemius kast kasilma kuvveti
iizerine etkisinin, uygulama siiresine bagli olarak
degisiminin arastirilmasi amaglanmistir.

Yontem: Calismada 10™*M nikotin, 10*M mecamylamin
ve 10*M nikotin + 10*M mecamylamin kombinasyon
grubu olmak tizere ii¢ ayr1 deney grubu olusturulmustur.
Her bir deney grubu igin on gastrokinemius kasi
calistlmistir (n=30). Siireye baglh etkileri inceleyebilmek
icin Olgiimler 0., 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda
alinmustir. Sifirinci dakikadaki 6l¢iim kas preparatin kendi
kontroliine karsilik gelmektedir. Kasilma egrilerini
kaydetmek icin BIOPAC MP 100 Acqusition sistemi
kullamilmustir. Elde edilen kayitlardan maksimum kasilma
kuvveti dlciilmiistiir.

Bulgular: Nikotin ve mecamylaminin ayr1 ayn
uygulandigi deney gruplarmnda her iki madde kasilma
kuvvetini kontrole gore uygulamanin 120. dakikasinda
sirastyla %48 ve %81 oraminda azaltmistir (p<0.05).
Nikotin ve mecamylamin kombinasyonunun uygulandigi
deney grubunda ise aymi dozlar kasilma kuvvetinde
kontrole gore herhangi bir degisiklige yol agmamistir
(p>0.05).

Sonu¢: Bu caligma sonucunda nikotin zamana bagh
olarak iskelet kas1 kasilma kuvveti iizerine inhibe edici bir
etki goOstermistir. Nikotinin bu etkisi mecamylamin
tarafindan ortadan kaldirdmigtir.  Ancak bir nikotin
antagonisti olan mecamylamin tek bagma iskelet kasi
kasilma kuvvetini inhibe edici bir etki sergilemektedir.
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Abstract

Objective: In this study, we investigated the effects of
nicotine which is the active ingredient of smoke and a
therapeutic agent mecamylamine which is the nicotinic
antagonist on contraction force of isolated frog
gastrocnemius muscle depending on application time.
Method: The study was composed of three experimental
groups; 10™*M nicotine, 10*M mecamylamine and 10™*M
nicotine + 10*M mecamylamin combination. Ten frog
gastrocnemius muscles were investigated in each group
(n=30). Measurements were taken at 0", 30™, 60", 90,
120" minutes. Measurements at 0" minute were the
control of the preparation of muscles. Contraction
recordings were obtained by BIOPAC MP 100 Acqusition
System and maximum contraction force was used.

Result: Nicotine and its antagonist mecamylamine
decreased the contraction force 48% and 81% at 120"
minute respectively when compared with control
(p<0.05). Nicotine and mecamylamine combination group
displayed no changes in contraction force at each
threatment time segment.

Conclusion: As a result nicotine showed an inhibition
effect on contraction force of skeletal muscle in
threatment time. This effect of nicotine was reversed by
mecamylamine. On the other hand mecamylamine
inhibited the contraction force of skeletal muscle alone.

Key Words: nicotine, mecamylamine, gastrocnemius
muscle, frog.
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Giris ve Amag

Nikotin, titiin bitkisinden (Nicotiana tabaccum) elde
edilen ve biyolojik olarak onemi bulunan bir maddedir
(1). Titiin kullanicilarinda, tiitiin bitkisinin igerisindeki
nikotin maddesine bagli olarak psikolojik ve fiziksel
bagimlilik gelistigi bilinmektedir (2). Tiitiin kullanicilar,
narkotik kullanici niifusundan daha fazla bir niifusu
olusturmaktadir. Bunun yani sira tiitiin tiiketimi de bircok
saglik probleminin olugsmasina neden olmaktadir (3).
Ayrica bitki oziitiinden elde edilen nikotin, yiizlerce yil
tarim alanlarinda dogal bir insektisit (bocek oldiiriicii)
olarak kullanilmistir. Bugiin hala buharla veya yaprak
spreyi  olarak, emici zararlilarin kontrolii icin
kullanilmaktadir (4,5). Bir¢ok yeni insektisit, nikotin ile
akraba olup, hedef organizmalarin yani sira, hedef
olmayan  organizmalarda da  yilksek  toksisite
gostermektedir (6).

Farkli doz ve siirelerde nikotine maruz birakilan
laboratuar hayvanlart ve insanlarda nikotinin lokomotor
aktiviteyi arttirdigi, viicut sicakligimi degistirdigi, dikkat
ve kavramayi arttirdigi ve antidepresif etkili oldugu
bildirilmektedir (7-11).

Akut olarak uygulanan nikotin, nikotinik asetilkolin
reseptorii (nAChR) fonksiyonlarini etkiler. Nikotinin
kronik uygulamalarinda ise nikotine bagli olarak farkl
veya ek etkiler de ortaya ¢ikar. Kronik nikotin
uygulamasi, beyinde nikotine duyarlih nAChR
fonksiyonunun hizli ve siirekli olarak kaybolmasina neden
olmaktadir (11,12). Gangliyonik a3p4 nAChR’leri veya
kassal tipte alPlyd nAChR’lerinin de kronik nikotin
allmiminda hizli ve siirekli olarak kayboldugu rapor

edilmistir  (12). Bu nedenle nikotinin nAChR
fonksiyonlarmin azalmasma neden olabilecegi
diisiinilmektedir (1).

Nikotinin seg¢ici bir antagonisti olan mecamylamin
gangliyon bloke edici 6zellige sahiptir ve 50 yildan uzun
bir siiredir antihipertansif ajan olarak kullanilmaktadir.
Mecamylamin nikotin gibi nAChR’lerine baglanarak
etkisini  gostermektedir.  Periferik  sinir  siteminde
gangliyon bloke edici, kaslarda ise kiirar gibi kasilma
aktivitesini inhibe edici etkisi oldugu gosterilmistir.
Yiiksek doz mecamylaminin OZgrenmeyi bozdugu ve
spontan motor aktiviteyi deprese ettigi belirtilmistir (13).
Mecamylamin kan-beyin engelini gecer, tiitiiniin ve
nikotinin neden oldugu bircok fizyolojik ve davramigsal
etkiyi bloke eder. Bu nedenle sigara igicilerinde gelisen
nikotin bagimliliginin tedavisinde de kullanimina y&nelik
¢alismalar bulunmaktadir (14-18).

Nikotinin iskelet kasi tizerine etkisi ile ilgili siirl
sayida ¢alisma mevcuttur. Salahdeen ve Fagbohun (19)
tarafindan Afrika kara kurbagasi olan Bufo regularis
iizerinde yapilan calismada nikotinin kasima kuvveti
iizerine etkisi doza bagh olarak incelenmis ve nikotinin
gastrokinemius  kast kasilma  kuvvetini  azaltaf
belirlenmistir.

Bu caligmada nikotinle birlikte nikotinin secici bir
antagonisti olan mecamylaminin kurbaga gastrokinemius
kas1 iizerine etkisinin uygulama siiresine bagli olarak
degisiminin incelenmesi amaglanmistir.

Yontem

Deney Hayvanlart

Deneylerde Mersin Miiftii Deresinden yakalanan ve
agirliklar1 50-60 g arasinda degisen 30 adet Rana
ridibunda tiirinden kurbaga kullanildi. Kurbagalar,
icerisinde dere suyu bulunan bir akvaryuma yerlestirildi
ve bir hafta boyunca adaptasyon saglamalari amaciyla
laboratuarda bekletildi. Akvaryumdaki su, giin asin
degistirildi ve sicakhigi 20-24 °C de tutuldu. Kurbagalar;
10*M nikotin, 10°*M mecamylamin ve 10*M nikotin +
10*M mecamylamin kombinasyon grubu olmak iizere her
grupta 10 kurbaga olacak sekilde 3 gruba boliindii.
Kurbagalara yapilan tiim islemlerde National Institutes of
Health (NIH) tarafindan  hazirlanan  laboratuar
hayvanlarinin bakim ve kullanim rehberinde belirtilen
kriterler uygulanda.

Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde nAChR’lerinin dogal bir agonisti olan
nikotin (C;oH4N,) (N3876, Sigma, Germany) ile
nAChR’lerinin  antagonisti mecamylamin (C;;HyN)
(M9020, Sigma, Germany) kullanildi. Fizyolojik ortami
saglamak i¢in ise Ringer c¢ozeltisi kullanildi. Ringer
cozeltisi 111.87 mM NaCl, 2.47 mM KCl, 1.08 CaCl, ,
2.38 mM NaHCO;’dan olusturuldu (pH= 7.2 ).

Kas Kasilmasmin Kaydedilmesi

Kurbagalar kulak arkasindan kesilerek spinal hale
getirildi. Daha sonra ince bir tel ile vertebral kolona
girerek medulla spinalisleri tahrip edildi. Kurbagalarin her
birinin sag arka bacagindaki gastrokinemius kasi izole
edildi. Izole kaslar ©nce Ringer cozeltisine alindi.
Nikotinin zamana bagh etkilerini belirleyebilmek igin
aymi kastan 0., 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda 6l¢iim
alindi. Sifirinct dakika kayitlari, kaslar Ringer c¢ozeltisi
icerisinde iken aliman kayitlar olup, her bir kas
preparattnin  kontrol degerine karsihik gelmektedir.
Kontrol 6lgiimii yapildiktan sonra I. gruptaki kaslar 10
M nikotin ¢ozeltisine, II. gruptaki kaslar 10 M
mecamylamin iceren ¢ozeltiye, IIL. gruptaki kaslar ise 10
M nikotin+10* M mecamylamin igeren ¢ozeltiye alindi
ve ayni preparattan 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda kasin
mekanik aktivitesi kayitlandi. Cozelti %95 O, ve %5 CO,
ile gazlandi. Tiim kayitlar oda sicakliinda alindi.

Kayit icin BIOPAC MP 100 kayit sistemi kullanildi.
Kasm bir ucu tespit edilip diger ucu izometrik kuvvet
transduserine (MAY, FDT-10) baglandi. Kasa 0.2 g 6n
gerilim uygulandi. Daha sonra biopac stimiilatére bagh
bipolar igne elektrotlar kullanilarak 0.1 ms siireli 0.5 V
siddetindeki supramaksimal pulsla kas uyarildi. Kas
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aktivitesi genel amaclh diferansiyel amplifikator ile
yiikseltilerek ve 16 bitlik A/D ¢evirici kullanilarak 1000
ornek/s oOrnekleme hiziyla daha sonra analiz edilmek
izere bilgisayara aktarildi. Elde edilen kasilma egrileri
BIOPAC Acknowledge 100 W5.7 analiz programi ile
analiz edilerek kasilma kuvveti dlciildii.

Istatistiksel Analiz

Veriler istatiksel olarak SPSS 11.5 paket programi
kullanilarak analiz edildi. Verilerin normal dagilima
uydugu  Kolmogorov-Smirnov  testi  kullanilarak
belirlendi. Aynm1 kastan farkli siirelerde ol¢iim yapildigi
icin nikotin ve mecamylaminin zamana bagh etkileri
tekrarlayan ol¢limlii varyans analizi yontemi kullanilarak
belirlendi. Gruplar arasindaki farki degerlendirmek igin
Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullamldi. Istatistiksel
anlamliligin sinir1 p<0.05 olarak kabul edildi.

Bulgular

Sekil 1-3 her ii¢ gruptan elde edilen kasilma egrilerini
gostermektedir. Bu egrilerin analiz edilmesiyle elde
edilen sonuglar ise Tablo 1 ve Sekil 4’de verilmistir.
Tablo 1°de goriildiigii gibi 10“M nikotin grubunda
kasilma kuvveti 0. dakikayla karsilastirildiginda 90. ve
120. dakikalarda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gostermektedir (p<0.05). Bu azalma 90. dakikada %46
iken, 120. dakikada %48 civarindadir. Yine Tablo 1’de
goriildiigii gibi 10*M mecamylamin grubunda kasilma
kuvvetinde kontrol grubuyla karsilastirildiginda 30., 60.,
90. ve 120. dakikalarda istatistiksel olarak anlamli bir
diisiis goriilmektedir (p<0.05). Bu diisiis 30. dakikada
%68 iken, 60. dakikada %74, 90. dakikada %76 ve 120.
dakikada %81’e ulasmustir. 10*M nikotin + 10™*M
mecamylamin grubunda ise 30., 60., 90. ve 120.
dakikalarda olciilen kasilma kuvveti ile 0. dakikada
Olciilen kasilma kuvveti arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05).

Tartisma ve Sonug

Bu calismada nikotin ve antagonisti mecamylaminin
kurbaga gastrokinemius kast kasilma kuvveti iizerine
etkileri zamana bagli olarak arastirilmistir. Bu kapsamda,
nikotinin etki mekanizmasmin kas nAChR’leri {izerinden
gerceklesip gerceklesmedigini ortaya koyabilmek i¢in bir
nAChR antagonisti olan mecamylamin kullanilmustir.
Ayrica antagonistin tek basina kas kasilma kuvveti
tizerine etkisinin olup olmadig1 da arastirilmistir. Bilindigi
gibi iskelet kaslarinin kasilabilmesi i¢in bir dizi molekiiler
mekanizmanin  gerceklesmesi  gerekmektedir.  Bu
caligmada sigaranin etken maddesi nikotinin kas kasilma
kuvveti iizerine etkisinin olup olmadif:i arastirilmis ve
olusabilecek herhangi bir etkinin bu mekanizmanin hangi
basamaginda etkili oldugu yorumlanmaya caligilmistir.

(a)

(b) b : — —

(¢)

@

(e)

0.15s

Sekil 1. 10 M nikotinin kurbaga gastrokinemius kasilma egrisi
tizerine etkisi; (a) 0. dakika, b) 30. dakika, ¢) 60. dakika, d) 90.
dakika e) 120. dakika
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Sekil 2. 10* M mecamylaminin kurbaga gastrokinemius kasilma
egrisi tizerine etkisi; (a) 0. dakika, b) 30. dakika, c) 60. dakika,
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d) 90. dakika e) 120. dakika

(a) iiiiainl ™ N

(b) .

(¢)

(d)

oAb

(e) ¥ A
30N

0.15s

Sekil 3. 10* M nikotin + 10* M mecamylaminin kurbaga
gastrokinemius kasilma egrisi iizerine etkisi; (a) 0. dakika, b) 30.
dakika, c) 60. dakika, d) 90. dakika e) 120. dakika

-17-



Kumargal ve ark.

160

140 -

120

100

80

60

Kasilma Kuvveti (N)

40

20

—— Nikotin
---m--- Mecamylamin
- - & - - Nikotin+ Mecamylamin

Zaman (dk)

Sekil 4. Nikotin ve mecamylaminin tek basina veya kombinasyo

n halinde kurbaga gastrokinemius kast kasilma kuvveti iizerine etkisi.

¢, 0% M nikotin, n=10; m, 104 M mecamylamin, n=10; A, 10* M nikotin+10* M mecamylamin, n=10

Tablo 1. Nikotin ve mecamylaminin kurbaga gastrokinemius kasi kasilma kuvveti iizerine etkileri (Kasilma kuvveti birimi Newton

olarak alinmugtir)

Zaman (dk) L Grup 1L Grup IIL. Gru
10*M Nikotin 10“*M Mecamylamin 10-*M Nikotin + 10“M Mecamylamin
0 36.97 + 16.94 30.40 + 10.98 4873 £22.7
30 38.96 £20.71 12.87 £7.65* 88.07 + 49,72
60 33.69 + 15.59 8.01 +4.91+ 77.08 +£26.81%
90 23.97 £ 9.29%* 7.48 +2.94% 71.61 +£37.76™
120 23.10 + 7.04% 5.77 +2.39% 48.88 + 19.60™

* Sifinnci dakikaya gore diisiis istatistiksel olarak anlamh (p<0.05).
1. gruptan farki anlamlt (p<0.05).
*1II. gruptan farki anlamh (p<0.05).

Elde edilen verilere gore 10*M nikotin grubunda,
nikotin kurbaga (Rana ridibunda) gastrokinemius kasinin
kasilma kuvvetini 0. dakikayla karsilastirildiginda 90. ve
120. dakikalarda onemli dl¢iide azaltmuistir. Aym sekilde
10*M mecamylamin uygulanan grupta, mecamylaminin
kasilma kuvvetini zamana bagli olarak onemli oOlgiide

yikilmamasi ve bu nedenle etkisinin uzun siirmesidir. Bu
da kas liflerinin siirekli depolarize olmasmma yol
acmaktadir (20,21). Bizim calismamizda nikotin,
uygulamanin 30. ve 60. dakikalarmda kasilma kuvvetinde
herhangi bir degisiklige neden olmazken, 90. ve 120.
dakikalarda kasilma kuvvetinde kontrole gore onemli bir

azaltuign  gozlenmistir. 10*M  nikotin  + 10™M azalmaya neden olmustur. ilk 60. dakikada kasilma
mecamylamin grubunda ise kontrole gore gastrokinemius kuvvetinde bir azalma olmamasi, nikotinin asetilkolin
kasimin  kasilma kuvvetinde anlamli  bir degisim benzeri etkisi ile kas liflerinde depolarizasyona yol agtifi
goriilmemistir. Nikotin ve mecamylaminin birlikte ve kasin normal kasilma fonksiyonunu yerine getirmesine

uygulandig1 grupta kasilma kuvvetinde kontrole gore bir
degisimin olmamasi, nikotinin etkisinin nAChR’leri
izerinden gergeklestigini diisiindiirmektedir. Nikotinin
iskelet kasindaki etkisi asetilkolinle aymidir. Nikotinle
asetilkolin arasindaki farklilik nikotinin kolinesterazla

neden olmasindandir. Uygulamadan 90 dakika ve 120
dakika sonra yapilan olgiimlerde ise kasilma kuvvetinin
azalmasi, kas lifi membraninda bulunan nAChR’lerinin
inaktif hale gelmesi ya da reseptr yapiminin azalmasiyla
iliskili olabilir. Aktif reseptér sayisinin azalmasi, hedef

-18-



Nikotin ve Mecamylaminin Iskelet Kasina Etkileri

dokunun kimyasal maddeye karsi duyarlihigmi azaltir
(21). Kasin kasilma cevabindaki azalmanin olasi bir bagka
mekanizmasi kalsiyum ile iliskili olabilir. Bilindigi gibi
kasilma olaymnin gerg¢eklesmesinde kalsiyum iyonlari
onemli bir role sahiptir. Sarkoplazmik retikulumdan
salinan kalsiyum iyonlar1 aktin ve miyozin filamentleri
arasindaki etkilesimi baslatir. Nikotinin, kas liflerinde
olusturdugu  siirekli  depolarizasyon,  sarkoplazmik
retikulumdan kalsiyum serbestleme mekanizmasini
bozmus ve bu da kasilma kuvvetinde azalmaya yol agmis
olabilir. Literatiirde nikotinin iskelet kasinda kasilma
kuvveti ve uygulama siiresi arasindaki iliskiyi inceleyen
bir calismaya rastlanmamistir. Salahdeen ve Fagbohun
(19) Afrika kara kurbagast Bufo regularis tiirtiniin siyatik
sinir-gastrokinemius kas preparati tizerinde yaptiklari bir
¢alismada, maksimum kasilma kuvvetinin 0.8mg/ml
nikotin dozunda kontrole gore arttigini, 10-14mg/ml
dozlar1 arasinda ise azaldigini gostermislerdir.

Nikotin antagonisti olan mecamylaminin 10 M’lik
konsantrasyonunun uygulanmast kasilma kuvvetinde
azalmaya yol acmustir. Bulgulara gore mecamylamin
nikotin varhigimda antagonist olarak davranmaktadir ve
nikotinin  etkisini  ortadan  kaldirmaya  calistif
goriilmektedir. Mecamylaminin tek basina nAChR’lerini
bloke ettigi bilinmektedir (13). Yama kenetleme
¢alismalart mecamylaminin nAChR’lerinin agik kalma
siirelerini  kisalttifim1  gostermistir  (22).  Nikotinik
asetilkolin reseptorlerinin bloke olmasi veya agik kalma
stirelerinin azalmasi ile ayni zamanda iyon kanali olarak
islev goéren bu reseptorler Na* ve K* iyonlarinin gegisine
izin  vermeyerek kas liflerinde  depolarizasyonu
engellemektedir. Bunun sonucunda kasilma aktivitesinde
azalma  olugsmaktadir. Bizim calismamizda da
mecamylamin etkisiyle kasilma kuvveti 120. dakikada
baslangigtaki degerine gore %81 oraninda azalmistir. 10°
*M nikotin + 10*M mecamylamin kombinasyonunun
uygulanmasiyla nikotinin 90. ve 120. dakikalarda kasilma
kuvvetinde olusturdugu baskilayici etki  ortadan
kalkmistir.  Literatirde ¢izgili kaslarda  nikotin+
mecamylamin  kombinasyonunun  uygulandigi  bir
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle sonuglar
karsilastirma olanagi olmamustir. Nikotinin 90. ve 120.
dakikalarda kasilma kuvvetindeki baskilayici etkisinin

mecamylamin tarafindan ortadan kaldirilmasi
mecamylaminin nikotinin bozdugu kalsiyum
mekanizmasini kalsiyum kanal kinetiklerini degistirerek
yeniden etkin hale getirmis olabilecegi seklinde
yorumlanmuastir.

Sonug olarak; nikotinin uzun siireli uygulanmasinin
iskelet kasinin kasilma aktivitesinin azalmasina yol a¢tigi

gozlenmistir.  Nikotin  antagonisti  mecamylaminin
nikotinle birlikte uygulanmasi ise bu etkiyi ortadan
kaldirmistir.  Bu  sonug,  sigara  bagimlilarinda
mecamylaminin  nikotin  etkisiyle  kasta  olusan

degisikliklerin ortadan kaldirilmasinda tedavi edici bir
ajan olarak kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu

konuda simirli sayida klinik ¢alisma mevcuttur. Ancak
konuyla ilgili olduk¢a ileri arastirmalara gereksinim
vardir.
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