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OZET

[zole tavsan detrusor kasinda yapilan bu in vitro
calismada; kalsiyumsuz ~ortamda karbakol ile
kasilan dokular iizerine uygulanan kalsiyumla elde
edilen cevaplara, verapamilin inhibitér etkisi ile
normal soliisyonlu ortamda aym agoniste bagh
atropin,  amitriptilin ~ ve

kasilmalar  lizerine

maprotilinin gevsetici etkileri arastirild.

0.1 mM EGTA iceren kalsiyumsuz ortamda 1 00
M konsantrasyonda karbakole bagh olusan kasilma
cevaplar, ortama ilave edilen kalsiyum ( 104 -
3x10-3M) ile doza bagimh bir sekilde anlaml
olarak artn (p<0.05). Bu arns, 10‘6 ve 10° M
verapamil varliginda kontrole gére swrasiyla %
69.75+5.52 ve % 42.89%4.13 oraminda bulundu.
Calismanin normal soliisyonla yiiriitiilen béliimiinde
ise, aym konsantrasyonda karbakol ile meydana
gelen kasilma cevaplari, kiimiilatif konsantrasyonda
(109 - 104 m) uygulanan atropin, amitriptilin ve
maprotilin tarafindan inhibe edildi.

Bulgular, kullanilan dokuda karbakole bagl
ekstraseliiler  kalsiyum  yaminda

kalsiyumun da kullanildigin
gostermektedir. Ayrica kullamlan antagonistlerin
karbakole bagh kasimalart anlamh olarak inhibe
ertigini ve ICsq) degerlerine gore giig siralamasinin
atropin > amitriptilin > maprotilin  seklinde
oldugunu ortaya koymaktadir (p<0.05).

kasilmada
intraseliiler

Anahtar Kelimeler: Kalsiyum iyonu, karbakol,
afropin, amitriptilin, maprotilin, detrusor kast, in
vitro.

SUMMARY

The Relation Of Carbachol-Induced Contraction
With Calcium And The Inhibitor Effects Of Some
Muscarinic Antagonists In Isolated Rabbit
Detrusor Muscle.

In this in vitro study, the inhibitory effect of
verapamil on the responses obtained with calcium
on the carbachol In
Ca2+-ﬁee medium and the relaxation effects of
atropin, amitriptyline and maprotiline on the same

induced contractions.

contraction in the medium with normal solution in
isolated rabbit detrusor muscle.

In Ca2*free medium with 0.1 mM EGTA, the
carbachol-induced ~ contractions were  significantly
increased by adding of Ca®™* (104 - 3x10°M) dose
dependently (p<0.05). This increase was found to be
as 69.75+5.52 % and 42.8914.13 % in the presence
of 1 0°0M and 10°M verapaniil, respectively. In the
other part of study carried out using normal solution,
the carbachol ( 10°Mm ) induced contractions were
inhibited by cumulative addition (I 02 - 10%m) of
atropin, amitriptyline and maprotiline.

Results suggest that, intracellular calcium was
used as well as extracellular calcium for contractions
due to carbachol in this tissue. In addition, the
antagonists significantly inhibited the contractions
induced with carbachol and according to ICs these
antagonists were following order of potency atropin
> amitriptyline > maprotiline (p<0.05).

Key Words: Calcium ion, carbachol, atropin.
amitriptyline, maprotiline, detrusor muscle, in vitro.
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GIRIS

Mesane diiz kasinda muskarinik reseptorlerin,
aktivasyonu fazik ve tonik komponentten olusan
bifazik kasilma cevaplan meydana getirmektedir
(1,2). Yapilan birgok c¢ahiymada, soz konusu
kasilmanin oOzellikle fazik kismmin kalsiyum
antagonistleri tarafindan veya kalsiyumsuz ortamda
tamamen ortadan kaldirilmamasi, bu kasilmanin
esas olarak intraseliiler kalsiyuma bagl oldugunu
gostermektedir (3.4). Asetilkolin ve karbakole bagl
kasilmalarin tonik fazinda intraseliller kalsiyumun
roli olduk¢a azdir. Tonik kasilma
ckstraseliiler kalsiyum ve voltaja bagimh kanallar
aracth@i ile olmaktadir (5). Bir grup aragtirmaci diiz
kasta karbakole bagl tonik kasilma cevabimin
meydana  gelmesi ile ilgili  hipotezlerinde;
karbakoliin spesifik G proteinine  baglanmak
suretiyle muskarinik reseptorleri uyarip G-protein -
fosfolipaz C'yi aktive ettigini, bunun da membran
fosfolipitlerinden diacylglcerol (DAG)'i
olusturdugunu belirterek bu son faktoriin de kismen
protein-kinaz C (PKC)'yi aktive etmesiyle kismen de
ATP duyarhi potasyum kanallarini inaktive ederek
voltaja bagimh kalsiyum kanallaninin agilmasina,
boylece kalsiyum influksuna neden olarak diiz kas

genelde,

hiicre membraninin depolarize oldugunu
belirtmislerdir.

Mesane diiz kasinda kalsiyumsuz  ortamda
muskarinik  agonistle meydana gelen  kasilma,

intraseliiler depolardan kalsiyumun mobalizasyonu
sonucu olusmakta ve bu cevap ekstraseliiler kalsiyum
ilavesiyle artinlmaktadir. Valerie ve arkadaglar (6),
kobay detrusor diiz kasinda yaptiklari bir ¢aligmada,
kalsiyumsuz ortamda karbakole bagli kasilmanin
kalsiyumlu ortamda elde edilen kasilmaya oranla %
35 oraminda azaldigin1 bunun da kalsiyum ilavesiyle
artinldigimi gostermislerdir.

Kalsiyum antagonistleri voltaja bagimli kalsiyum
kanallarim  bloke ederek  kalsiyum  girisini
engellerler. Bu etkilerini damar disi diiz kash
yapilarda da meydana getirmektedirler. Nitekim
Fovaeus (N,
mesane motilitesi ve uretra diiz kasi lizerine olan
giiclii inhibitér etkilerini ¢esitli tirlerde ortaya

ve arkadaglan bu antagonistlerin

koymuslardir.

)

(8]
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Tedavide antidepresan olarak kullanilan ilaglarin
bu ctkileri yaninda, cogunun antikolinerjik etkiye de
sahip oldugu bilinmektedir. Bunlardan amitriptilin,
doxepin ve imipramin muskarinik reseptorleri
non-selektif bir sekilde bloke ederler (8). Kobay
mesanesinde yapilan bir calismada, karbakole bagh
kasilmanin inhibisvonunda. kullanilan ilaclara ait
giic siralamasinin atropin=propantein > oksibutinin
> heksahidroksiladifenidiol > disiklamin > terodilin

> imipramin seklinde oldugu gosterilmistir (6).

Sunulan bu in vitro calismada, tavsan detrusor
diiz kasinda karbakole bagh kasilmanin kalsiyum
iyonu ile iligkisi ve bu kasilma lizerine atropin ile
antidepresan ilaglardan amitriptilin ve maprotilinin
inhibitor etkilerini arastirmak amaclanmistir.

MATERYAL VE METOD

Calismada 2-2.5 kg agirhginda her iki sekse ait
Yeni Zelanda tird tavsanlar kullamldi. Hayvanlar
karotis arterleri kesilerek oldiiriildi. Karin agilip,
mesane digariya alindi. Detrusor kasindan yaklagik
10 mm boynuda ve 2-3 mm eninde transvers seritler
hazirlandi. Preparatlar, normal Krebs-Henseleit
soliisyonu igeren 25 ml'lik organ banyosuna asildi.
Ortam 1151 37° C'e ayarlamip, % 95 O0p-% 5 CO,
karigimi  ile siirekli gazlandimldi. 1 g gerilim
uygulanarak, 60 dakika siireyle dinlenmeye birakild.
Bu siire iginde preparatlar her 15 dakikada bir normal
verilen  cevaplar

soliisyonla  yikandi. llaglara

izometrik olarak osilografa (Harvard) kaydedildi.

Dinlenme siiresinin bitiminde doku, 0.1 mM
EGTA igeren Ca2*, suz soliisyona almarak 60
dakika siireyle inkiibe edildi. Bu siirenin bitiminde
doku, 10'6 M konsantrasyonda karbakol ile kasildi.
Kasilma stabil hale geldikten sonra, ortama kiimiilatif
konsantrasyonda CaZt (10_4 3xIO"3M) ilave
edilerek olusan cevaplar gézlendi. Doku normal
soliisyonla yikandi. Kontrol amaci ile yapilan bu
islemler, ayni dokuda agoniste bagh kasilma iizerine
15 dakika siireyle inkiibe edilen verapamilin 1076
veya 10° M konsantrasyonu varhiginda yapilarak,
s6z konusu antagonistin bu kasilmalan inhibe etme
giicii arastinld.

Calismanin diger bir boliimiinde ise, doku

normal sollisyonda 100 M karbakol ile kasildr.
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Plato faz1 olustuktan sonra, ortama kiimiilatif

konsantrasyonda (1072-104M) atropin, amitriptilin
veya maprotilin uygulanarak gevseme cevaplan
gozlendi. Her dokuda sadece bir antagonist denendi.

EGTA iceren Cat?suz  ortamda verapamil
uygulanmadan once Ca2* ilavesiyle karbakole
verilen maksimum 100 kabul edilip.
verapamil varlifinda elde edilen kasilmalar bunun
J0'si  olarak degerlendirildi. Normal soliisyonlu
ortamda yapilan ¢alismada kullanilan antagonistlere
ait IC5q degerleri hesaplanarak inhibitor guglerinin

cevap

mukayesesi yapildi.

Elde edilen degerler ortalama * standart hata
olarak belirlendi ve ortalamalar arasindaki farkin
anlamlilik derecesi Student'in 't' testi ile hesaplandi
(9). P degerinin 0.05'den kiiciikk olmasi anlamh
kabul edildi.

Deneylerde kullanilan normal Krebs-Henseleit
soliisyonunun igerigi mM olarak soyledir: NaCl 118,
MgS0O,4 1.5, KCl 4.7, CaCl, 2.5, NaHCO3 25.0,
KH,POy4 1.20 ve Glukoz 11.10.

Calismada kullanilan ilaglar: Karbakol klorid
(Sigma), verapamil (Schering), atropin (Sigma),
amitriptilin (Roche) ve maprotilin (Ciba).

BULGULAR

Izole tavsan detrusor kasinda Ca2*'suz ve
normal soliisyonlu ortamda 100 M konsantrasyonda
uygulanan  karbakol, nitelikte

kasiimalar olusturdu.

tekrarlanabilir

Ca?*'suz ortamda agonist varhginda kiimilatif
konsantrasyonda ilave edilen Ca?*a bagh
maksimum  kasilma kontrole gore, 1006 M
konsantrasyonda verapamilli ortamda % 69.75+5.52
ve 10° M konsantrasyonunda ise, % 42.891+4.13
oraninda meydana geldi (Sekil 1). Verapamilin
farkli iki konsantrasyonuna bagl inhibisyon oranlan
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05).

Normal soliisyonlu ortamda karbakole bagh
kasilmalar iizerine uygulanan atropin, amitriptilin ve
maprotilin s6z konusu kasilmalan % 100 oraninda
inhibe ettiler (Sekil 2). Bu antagonistlere ait 1Cg(
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Inhibitor Etkileri

degerlen kargilagtinldiginda, inhibitor giic
siralamasinin  atropin > amitiriptilin > maprotilin

scklinde meydana geldigi goriildii (p<0.05) (Tablo 1).

Tablo I1: Normal soliisyonlu ortamda karbakole

hagh kasilma lizerine kullanmilan
antagonistlerin 1C 5 degerleri
Antagonist IC5q (M) n
Atropin 1.3740.30 x 108 7
Amitriptilin 4.78+2.20 x 1070 7
Maprotilin 2.64+0.54 x 1070 7
100 9

i
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KALSIYUM KONSANTRASYONU ( -log M )
Sekil 1 Kalsiyumsuz  ortamda  karbakol ile
meydana gelen kasitlma iizerine ilave
edilen Ca2*'a bagh maksimum cevaplara
( O—Q ) verapamil ( @—@ 1076,
A—A 10°M)in etkisi.
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Sekil 2: Karbakol ile kasilan dokuda atropin
( O—Q). amitriptilin (

o0 )
maprotilin ( Mc—Aal\ )'e verilen gevseme
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TARTISMA

Destrusor diiz kasinda yapilan bu in vitro
calismada; kalsiyumsuz ortamda karbakole bagh
kasilma, kalsiyum ilavesiyle artinlmig ve bu cevap
verapamil ile konsantrasyona bagl olarak inhibe
cdilmistir. diz kasinda karbakol ile
meydana gelen bifazik kasilmalarin  genellikle
M-tipi muskarinik reseptorier aracihgr ile oldugu
gosterilmistir (10,11). Bu kasilmanin fazik kismi
inositol trifosfat (IP3) aracih intraseliiler kalsiyum
depolarin kullanirken, tonik kismimnin ise, voltaja
ile oldugu kabul

iyonu diiz kash

Mesane

bagimli  kanallar araciligi
edilmektedir  (5).
yapilarda depolarizasyondan sorumlu temel katyon
olup. intraseliiler ortama girisi kalsiyum kanallan
aracilig olmaktadir (12). Kalsiyum
antagonistleri bu  kanallarin  selektif
blokorleridir. Nitekim bu caligmada kalsiyum ile
artirilan karbakole bagh cevabin, 10°5M ve 10°M
verapamil tarafindan konsantrasyona bagh olarak

inhibe edildigi goriilmiistiir.

Kalsiyum

ile

ise,

Bazi trisiklik antideprasan ilaglar gesitli
dokularda farkli muskarinik reseptor subtiplerini
bloke ederek atropin benzeri etkiler meydana

E. Cicek, H. I. Karabacak, K. E. Atalik, H. Bariskaner

Nomura arkadaslan  (13),
muskarinik  reseptor  subtipleriyle  trisiklik
antideprasanlar arasindaki iligkiyi ortaya koymak
amaciyla selektif My - reseplor antagonisti [3Hl
AF-DX 116 ve non-selektif muskarinik antagonist
[3H] NMS ile mukayeseli olarak sican beyni ve
kalbinde yaptiklan bir calismada, amitriptilin ve
imipraminin M,-tipi muskarinik reseptorler tzerine
etkili oldugunu gostermislerdir.  Amitriptilin ile
sigan serebral korteksi ve tavsan vas deferensinde

getirmektedirler. ve

yapilan baska bir calismada ise, bu ajamin M -tipi
muskarinik reseptorleri bloke ettii bildirilmigtir
(14). Sunulan bu in vitro ¢aligmada karbakol ile
olusturulan kasilma. atropin yaninda amitriptilin ve
maprotilin ile de inhibe edilmigtir. Yukarda
belirtilen galismalarda da goriildiigii gibi karbakole
bagh kasilmalarin muskarinik
reseptorlerin - blokaj geldigini
soylemek miimkiindiir.

inhibisyonunun
ile meydana

Sonug olarak; kullanilan bu dokuda karbakol ile
meydana gelen kasilmanin intra- ve ekstraseliiler
kalsiyum ile iligkili oldugu ve bu kasilmanin
amitriptilin ve maprotilinle atropine benzer bir
sekilde inhibe edildigi ortaya konmustur.
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