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Kurbaga alt ozofagus segmentinde kalsiyumsuz ortama
kalsiyum ilavesi ile olusan kasilmalar uzerine bazi iki
degerli katyonlarin (mn2+, cd+2) etkileri

Yusuf KARATAS, Kansu BUYUKAFSAR, Peyman UCAR, Serare ATCI, Ergin SINGIRIK,
Atilla DIKMEN, Serpil ONDER, Firuz BAYSAL

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dal

OZET

0.01 mM Na>EDTA ve 20 mM KCI igeren kal-
siyumsuz Ringer ortamina | mM CaCly uy-
gulamasinin  izole kurbaga alt ézofagus seg-
mentlerinde  olusturdugu  kontraktiir  tarzindaki
cevaplar iizerine bazi iki degerli katyonlarin etkisi
incelendi. Kullanilan konsantrasyonlarda (0.01,
0.025, 0.05, 0.075, 0.1 ve I mM) Mn?* veya Cd’*,
kasiimalart doza bagumli bir sekilde inhibe etti.
CaCls ile elde edilen kontraktiirler iizerine Mn?* ve
Cd?*'un  inhibitor  etkileri karsilagtirildiginda,
Cd?*'un daha giiclii oldugu saptand.

Bu bulgulara gire KCI ile depolarize edilmis
Na»EDTA iceren kalsiyumsuz ortamdaki kurbaga
alt dzofagus seritlerinde disanidan kalsiyum ilavesi
ile olugan kasilmalarin Cd?+ ve Mn?+ tarafindan
inhibe edilmesi, séz konusu kasilmalarin depolarize
ortamda kalsiyum influksuna bagh olabilecegini tel-
kin etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kurbaga 6zofagusu, kal-
sivum, kadmiyum, mangan.

SUMMARY

Effects of some divalent cations (Mn?*, Cd?*)
on the contraction of frog lower oesophageal cir-
cular strips induced by Ca®* in Ca?* - free EDTA
containing medium.

Effects oan2+ and Cd?* were investigated on
the contracture induced by I mM CaCl) in the iso-
lated frog lower oesophageal circular segments in-
cubated in Ca?* - free Ringer solution containing
20 mM KCl and 0.0 mM Na>EDTA. Both Mn?t
and Cd?* inhibited the contractures in a con-
centration dependent manner. Cd?* was found to be
more patent than Mn?* on the Ca?™ induced cont-
racture. These findings indicated that Cd?* and
Mn?* can block Ca®* entry from extracellular

space to intracellular compartment.

Key Words: Frog oesophagus, calcium, cad-

mium, manganese.

GIRIS
Vaskiiler diiz kasin vazoaktif ajanlar tarafindan
kasilmasinda sitoplazmik kalsiyum diizeyinde artigin

aract oldugu bilinmektedir. S6z konusu artisin
kaynagi ekstraselliler kalsiyum veya hiticre ici bir
kalsiyum deposu olabilir (1,2). Ayrica bir ¢ok diiz
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kasta kalsiyum influksinin  kasilmadan sorumlu
oldugu ve ekstraselliler kalsiyumun ¢ikarilmas:
veya kalsiyum antagonistlerinin ilavesi ile kont-
raksiyonlarin hizii bir sekilde azaldigi gosterilmistir
(3). Inorganik kalsiyum antagonistlerinden olan
Mn2+, Cd2+ gibi polivalan katyonlarin kalp kasinda
(4) ve taenia coli, myometrium (5) gibi cesithi diiz
kaslarda membrana baglanarak ekstraselliller or-
tamdan Ca* iyonlarimin girigini onledikleri ve ak-
siyon potansiyelini bloke ettikleri belirlenmigtir. Ka-
ratas ve arkadaslan (6) tarafindan kurbaga rektus
abdominis kasinda yapilan bir ¢alismada ise kal-
siyumsuz ortamda olugan kontraktiir tarzindaki

cevap Mn2t ve Cd2+ tarafindan inhibe edilmistir.

Daha ¢nce yapilan cesitli calismalarda kurbaga
list ozofagus sirkiiler seritlerinde ouabain (7), po-
tasyum (8) ve nitrik oksid'in (9,10)
arastirilmigtir.  Caligmada  kurbaga alt  6zofagus

etkileri

sirkiiler seritlerinin kalsiyumsuz ve yiiksek KCI
iceren ortamda digardan ilave edilen kalsiyuma
verdigi yanitlarin Cd2+ ve Mn2* ile etkilesmesi in-

celenmistir.
MATERYAL ve METOD

Deneylerde  ortalama agirhklan  15-25 g
agirhginda tath su kurbagalari kullamildi. Deney
hayvanmin bagi kesilip medulla spinalisi tahrip edil-
dikten sonra alt ozofagus segmenti dikkatli bir
sekilde 2-3 mm kalmhginda olmak izere halka
seklinde izole edildi. Daha sonra enine kesi yapmak
sureti ile takriben 1.5-2 cm uzunlugunda bir gerit
hazirland1. Hazirlanan dairevi seritler igerisinde 0.01
mM NayEDTA ve 20 mM KCl iceren kalsiyurnsuz
Ringer soliisyonu (mM olarak NaCl 94.62, KCI 20,
NaHCO3 2.38, NaH,PO4HvO 0.08, glukoz 10.09)
bulunan 40 mllik organ banyosuna 0.5 g tansiyon
alunda asildi. Deneyler oda sicakliginda (20-22°C)
yapildi. Dokunun yamitlar1 8-10 biiyiitmeli izotonik
bir yazdirci ile isli kagit lizerine kaydedildi. 1 sa-
atlik dengeleme (ekilibriyum) periyoduﬁdan sonra
bazal toniis 5 dk kaydedildi. Bunu takiben banyo
ortamina CaCly (1 mM) uygulamasi yapildi. Do-
kunun CaCly'ye gosterdigi kasici cevap 5 dk siire ile
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izlendi, daha sonra kimograf durdurularak banyo
ortami 0.01 mM NayEDTA ve 20 mM KClI igeren
kalsiyumsuz Ringer soliisyonu ile yikandi. Bu uy-
gulama sirast izlenmek suretiyle her preparat i¢in
toplam & islem yapildi. Bu sekilde kontrol gruplar
teskil edildi. Her uygulama arasinda 30 dk beklendi.

Kontrol deneylerinden sonra mangan kloriir ve
kadmiyum kloriiriin etkileri arastirildi. Bu amagla
0.01 mM NayEDTA ve 20 mM KCI iceren ortamda
kalsiyum kloriire verilen ilk dort cevap alindiktan
sonra preparat degisik konsantrasyonlarda (0.01.
0.025, 0.05, 0.075, 0.1 ve 1 mM) MnCly veya
CdCl, iceren 0.01 mM NayEDTA ve 20 mM KCl'lii
kalsiyumsuz Ringer soliisyonu igerisine alindi ve
son 4 kalsiyum kloriir uygulamas: bu ortamda
yapildi. Her konsantrasyon i¢in ayri deney gruplari
olusturuldu. Kontrol gruplarinda her bir denemedeki
en belirgin cevap 100 kabul edilerek digerleri bunun
yiizdesi seklinde hesaplandi.

CdCl, ve MnCly'iin kullanildigi deneylerde ilk
dért CaCly uygulamasi ile elde edilen maksimum
kasilmalarin milimetrik él¢iimlerinin ortalamas: 100
kabul edilip daha sonra CdCly ve MnCly iceren or-
tamdaki her bir kalsiyum Kloriir uygulamasi ile elde
edilen maksimum cevap bunun %'si olarak ifade
edildi. Elde edilen biitiin bulglar ortalama (+SE)
seklinde degerlendirildi, karsilastirmalar igin "stu-
dent t testi" kullanildi. Deneylerde kullamlan CaCl,,
MnCly, MERCK, CdCly ise SIGMA firmalarindan
temin edilmigtir.

BULGULAR

Kontrol Grubu: 0.01 mM NayEDTA igeren 20
mM KCI'li kalsiyumsuz ortama 1 mM CaCly uy-
gulamasi yapildiginda izole kurbaZa alt 6zofagus
sirkiiler seritlerinde aniamli kontraktiir artisi mey-
dana geldi. Olusan bu kasici cevaplann ozelligi tek-
rarlanabilir nitelikte olmasi ve aralarinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamas: idi (Tablo 1,
Sekil 1A).

Mangan  klorir'in  Uygulandi@i  Gruplar:
Seritlerde 1 mM CaCl2 ile ilk dort kasilma cevabi



A y e 19 9 . .
Cilt :13 Kurbaga ézefagusu kasilmalarinda Mn™<, Cdt < etkileri

Sayt 1

Tablo 1.0.0ImM Na2EDTA ve 20mM KCl iceren kalsiyumsuz Ringer ortaminda izole kurbaga alt dzofagus seg-
mentleri lizerine ImM CaCl2 uygulamasimn olusturdugu kontraktiir tarzindaki cevaplarin mm(£SE) ve

% degisim degerleri

1 2 3 -+ 1 2 3
mm £SE 177:8%2:5 16.9£2.5 17.5£2.9 15.4£2.6 16.8+£3.0 15.8+24 164433 15.5%£2.6
Jedegisme  89.9+3* 85.6£3 . 86.243.1 78.2+44.6 8§3.5+4.0 80.1£3.3 79.6x5.2 77.3%38

* Her bir denemedeki en belirgin deger 100 kabul edilip digerleri bunun yiizdesi olarak ifade edilmistir.

clde edildikten sonra ortam MnClp igeren Mn2+ yaklagik % 98 oraninda inhibisyon olusturdu

soliisyonla degistirildiginde yanitlarda bir inhibisyon (Tablo 2, §ekil 1B).
gozlemlendi. MnCly'lin neden oldugu inhibisyon
doza bagimh idi. 0.01 mM Mn2* kasilmalan
yaklasik % 30 diizeyinde inhibe ederken 1 mN

Kadmiyum Kloriir'iin Uygulandigi Gruplar: Ben-
zer sekilde ilk dort CaCly kasilmasi elde edildikten
sonra ortam CdCly igeren soliisyonla degistirilmesi

Tablo 2. 0.01 mM Na2EDTA ve 20 mM KClI iceren kalsiyumsuz Ringer ortaminda izole kurbaga alt ézofagus
segmentlerinin ImM CaCl2’e verdigi ilk dért cevap alindiktan sonra, degisik konsantrasyonlarda

MnClz uygulamast ile elde edilen inhibitér cevaplarin kontrola gore % degerleri.

' 1 2 3 4 n
0.01 mM Mn2+ 78+7.4 64+5.3 64.246.9 73.3%10.1 10
0.025 mM Mn2+ 49.7£7.9 40.41t8.4 44.7£7.9 61.9112.9 9
0.05 mM Mn2+ 21.516.2 17.7£5.8 17.4%5.5 19.3£5.4 9
0.075 mM Mn2+ 9.413.7 8.4%3 7.9%£2.7 6+2.6 9
0.1 mM Mn2+ 72425 6.5t1.8 1.3+£0.7 4.8+2.4 9
I mM Mn2+ 1.8£1.8 0.9+0.9 0.9+0.9 1.8+£1.8 9

Siitiinlardaki gosterilen rakamlar ilk 4 deger ortalamasinin %'desi olarak ifade edilmistir.

Tablo 3. 0.01 mM Na2EDTA ve 20 mM KClI iceren kalsiyumsuz Ringer ortanminda izole kurbaga alt ézofagus
segmentlerinin ImM CaCly'e verdigi ilk dort cevap alindiktan sonra, degisik konsantrasyonlarda

CdCl; uvgulamas: ile elde edilen inhibitér cevaplarin kontrola gore % degerleri.

1 2 3 -+ n
0.01 mM Cd2+ 96.3+17.4 79.5+13.1 - 74.2%+12.6 76.7£13 6
0.025 mM Cd2+ 21.0£8.8 18.6+8.6 14.947.0 12.0£6.4 10
0.05 mM Cd2+ 9.446.3 6.61£4.6 2.2+1.5 1.8x1.4 9
0.075 mM Cd2+ 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 8
0.1 mM Cdz2+ 0.0£0.0 0.0+£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 9
| mM Cd2+ 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 6

Sttiinlardaki gosterilen rakamlar ilk 4 deger ortalamasinin %'desi olarak ifade edilmistir.

- Bic



S.U. Tip Fakiiltesi Dergisi
1997

Kontrol

| 4

PR —— (

0,025 mM MnCh

Y. Karatas. K. Biiyitkafsar. P. Ucar, §. Atqt, E. Singirik,
A. Dikmen, S. Onder, F. Baysal

o
L
a
’
L]
4
4
E ]
o
q ] 4
b )
(8]
T -
n
o
o
o
L] 4
]
-
[ |
]
- <4
m Q

Sekil 1. 0.01 mM NazEDTA iceren 20 mM KCl'lii kalsiyumsuz Ringer ortaminda izole kurbaga alt 6zofagus
segmentleri iizerine ImM CaClz uygulamasimin olugturdugu (A); aym dokunun ImM CaClz'e verdigi
ilk dort cevap ahndiktan 0.025 mM MnClz (B); ve 0.025mM CdCly (C); uygulamalarimn trase

drnekleri.
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Sekil 2. 0.01 mM NazEDTA iceren 20 mM KCl'lii kalsiyumsuz Ringer ortaminda izole kurbaga alt dzofagus
segmentlerinin ImM CaClz verdigi ilk dort cevap alindiktan sonra degisik konsantrasyonlarda uy
gulanan MnClz (A) ve CdCl> (B) doz-cevap egrileri. Mangan ve Kadmiyum inhibitor etkilerinin bir
hirleri il karsilagt®ilmasi (C). (¥*p<0.01. ¥¥p<0.02).
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ile cevaplarda, kullanilan konsantrasyona bagimli ve
istatistiksel olarak anlamli inhibisyonlar gozlendi
(Tablo 3, Sekil 1C).

Ancak CaCly ile elde edilen kasiimalarda kad-
miyum ve manganin olusturdugu inhibisyonlar bir-
birleri ile karsilastirildiginda, kadmiyumun daha
giiclii bir inhibitér oldugu goriildii (Tablo 2,3 ve
Sekil 2).  Ogzellikle bu fark disiik ilag kon-
santrasyonundan sonra (0.025 mM) daha da be-
lirginlesti kadmiyum 0.075 mM kon-
santrasyondan itibaren kasict cevaplarn tamamen
inhibe etti (Tablo 3).

TARTISMA

Ve

20 mM KCl igeren kalsiyumsuz ortamda bulunan
kurbaga alt 6zofagus seritleri 1 mM Ca®* ilavesi ile
tekrarlanabilir niteliktc kasilmalar hasil etmistir.
Kalsiyum igermeyen bir ortamda” Ca2* ilavesi il
kontraktiirlerin olugmasi, olayin ekstraselliiler or-
tamdan iceri kalsiyum iyonu girigsine (influks) bagl
olabilecegini telkin etmektedir. Benzer sekilde insan
umbilikal arterinde yapilan bir ¢alismada KCl veya
SHT varliginda kalsiyum igermeyen ortamda bu-
lunan seritler Ca2* ilavesi ile tekrarlanabilir
kasilmalar olusturmug ve bu yamitlar nifedipin ile in-
hibe edilmistir (11). Tavsan mezenterik arterinde
yaptlan bagka bir calismada kalsiyumsuz ortamda
digardan Ca2* ilavesi noradrenalin kasilmalarinda
ilave kontraktil cevaba neden olmusg ve bu yanit ve-
rapamil tarafindan inhibe edilmistir (12). Soz ko-
nusu ¢alismalardan elde edilen bulgular ile kurbaga
alt 6zofagus seritlerinde elde etmis oldugumuz bul-
gularin birbirine paralel olmasi, 6zofageal seritlerde
Ca2* influksu ve ardindan olusan kasilmalarin diger
dokulardakine benzer mekanizmalara sahip ola-
bilecegini ortaya koymaktadir.

Mn, Co, Ni, Cd ve La gibi iyonlarin membrana
baglandifi ve depolarize edici akimlar tarafindan
olsuturulan aksiyon potansiyelini bloke ettigi ve kal-
siyum antagonistleri olarak bilindii bir gergektir(3).
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Kurbaga alt 6zofagus seritlerinde yapilan bu
calismada Mn2* ve Cd2t, kalsiyum ilavesi ile
olusan kontraktiir tarzindaki cevaplart doza bagimli
bir sekilde inhibe c[nii;;tir. Kobay intestinal diiz
kasinda yapilan bir calismada ise Cd2* ve Mn2*'n
asetilkolin tarafindan olusturulan kontraktil cevabi
inhibe ettigi gosterilmistir (13). Kurbaga rektus ab-
dominis kasinda kalsiyumsuz ortamda olusan kont-
raktiir artist da Mn2* ve Cd2* tarafindan inhibe
edilmistir (6). Biitlin bu bulgulara gore calismada
disaridan ilave edilen kalsiyuma bagh kasilmalarin
inhibisyonundan kalsiyum girisinin engellenmesinin
sorumlu olabilecegi gibi, Nat giriginin de énlenerek
aksiyon potansiyelinin olugmasinin  baskilanmasi

(14)

kon-

sozkonusu olabilir. Zira Frelin ve ark.

tarafindan calismada  yiiksek
santrasyondaki (2 mM) kadmiyumun TTX'es bagl
duyarli ve duyarsiz Nat kanallarim bloke ettikleri
gosterilmigtir. Calismada Ca2* ilavesine bagl kont-
inhibitor
karsilagtirdiZimizda kadmiyumun mangana gore
ilave olarak Na+

yapilan

raktiirler tzerindeki etkileri
glicli olmasimi kadmiyumun

girigini Onleyici etkisine baglamak miimkiin olabilir.

Ancak sican aortasinda eksternal Mg2+'un
cekilmesi sonucu olusan kontraksiyonlan inhibe
etme acisindan EC50 degerlen karsilastinldiginda
manganin kadmiyuma gore daha potent oldugu
goriilmistir (15). Ancak bu farkhh bulgular kul-
lanilan deney hayvani ve deneysel prosediire bagh

olabilir.

Sonu¢ olarak KCI ile depolarize edilmis,
NapEDTA igeren kalsiyumsuz ortamdaki kurbaga
alt ozofagus seritlerinin disardan Ca2* ilavesi ile
diizenli kasilmalar olusturmasi ve bu kontraktiirleri
kalsiyum inflaksini inhibe ettigi bilinen divalen kat-
yvonlarda Cd2* ve Mn2* tarafindan inhibe edilmesi,
sz konusu kasilmalarin depolarize ortamda eks-
Calt

gostermektedir.

traselliiler girisint ~ bagh  oldugunu
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