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Tavsan trekea duz kasinda B-adrenerjik reseptor
agonistleri ve fosfodiesteraz inhibitorlerinin

gevsetici etkilerinde K* —kanallarinin rolii*

Ayse Saide SAHIN, K.Esra ATALIK, Mehmet KILIC, Necdet DOGAN

S.U.T.F. Farmakoloji Anabilim Dali, KONYA

OZET

Tavsan trakea diz kasinda yapilan bu in vitro galismada izoprenalin, salbutamol, teofilin ve aminofilin ile alinan
gevseme cevaplar! Uzerine K* kanal blokérleri tetraetilamonyum (TEA) ve glibenklamidin inhibitdr etkileri arastirimistir.

Karbakol ( 106 M) uygulanarak kasilan dokularda, kimdlatif tarzda ilave edilen izoprenalin ( 109-104 M), salbutamol
(3x1 07-103 M), teofilin ( 109-104 M) ve aminofilin ( 10°9-104 M) doza bagimli tarzda gevseme cevaplari olusturmus
ve elde edilen % maksimum gevseme dederleri sirasiyla % 87.83 + 2.89, % 75.83 + 2.04, % 73.33 + 2.55, % 69.83 +
2.36 olarak bulunmustur. Belirtilen ajanlara bagli gevseme cevaplarinin K* kanal blokérleri TEA (1 04 M) ve gli-
benklamid (1 06 M) ile anlamli olarak inhibe edildigi, izoprenalin ve salbutamol cevaplarinin inhibisyon oraninin daha
yuksek oldugu goralmastir. Kontrol ECgq dederleri karsilastirildiginda gevsetici etki giiglerinin izoprenalin > aminofilin
> teofilin > salbutamol seklinde oldugu saptanmis ve K* kanal blokérieri bu ajaniar igin bulunan doz cevap egrilerini an-
lamli olarak saga kaydirmugtir. Sonug olarak izole tavsan trakea diz kasinda yapilan bu in vitro calismada beta-
adrenerjik reseptor agonistleri izoprenalin ve salbutamolun bronkodilator etkilerinin énemii élgide K* kanallarinin ak-
tivasyonu ile meydana geldigi, fosfodiesteraz inhibitéri olan teofilin ve aminofilinin bronkodilatér etkilerinde K* ka-
nallarimin daha az rol oynadigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler : Tavsan trakeasi, izoprenalin, salbutamol, teofilin, aminofilin, K* kanal blokérleri
SUMMARY

The role of K* channels in B-adrenoceptor agonists- and phosphodiesterase inhibitors- induced relaxation in
the rabbit tracheal smooth muscle

The aim of this in vitro study was to investigate the inhibitory effects of K* channel blockers, tetraethylammonium
(TEA) and glibenclamide, on the isoprenaline-, salbutamol-, theophyiline- and aminophylline- induced relaxation in the
rabbit trachea.

In the tracheal strips pre-contracted with carbachol (1 06 M), isoprenaline (1 09-104 M), salbutamol (3x1077-10"3 M),
theophylline (10 9.104 M) and aminophyliine ( 109-104 M) each produced concentration- dependent relaxation.
Mean maximal relaxant responses to isoprenaline, salbutamol, theophylline and aminophylline in the fracheal strips
were 87.83+2.89 %, 75.83+2.04 %, 73.33+2.55 % and 69.83 + 2.36 %, respectively. Relaxant responses of these
agents were significantly inhibited by K* channel blockers, TEA ( 104 M) and glibenclamide ( 106 M). The inhibitory ef-
fects of K* channel blockers on teophylline- and aminophyliine-induced relaxations were lower than those of isop-
renaline and salbutamol. The rank order of potency of these compounds was isoprenaline > aminophylline > te-
ophyliine > salbutamol and K* channel blockers caused a displacement to the right of the dose response curves to
these agents.

Results indicate that the K* channels play an important role in the relaxant effects of B-adrenoceptor agonists me-
anwhile their role in the teophylline- and aminophylline- induced relaxation is less.

Key Words : Rabbit trachea, isoprenaline, salbutamol, teophylline, aminophylline, K* channel blockers.

Izoprenalin ve salbutamolun B-adrenerjik reseptdrleri kaslarinda gevseme olusturdugu ve bu nedenle
aktive ederek, teofilin ve aminofilinin ise fos- brongial astma tedavisinde kullanildiklari  bi-
fodiesteraz enzimini inhibe ederek solunum yolu diz linmektedir (1,2). Hicre iginde siklik AMP miktarini
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artirmalari nedeniyle, bu ajanlarin olusturdugu bron-
kodilator etkinin esasen intraselller kalsiyum se-
kestrasyonunda artma ve/veya hucre disina kalsiyum
cikigindaki artisa bagll oldugu kabul edilmekteydi
(3,4). Ancak son zamanlarda yapilan calismalarda,
solunum yolu diz kaslarinin olduk¢a zengin bir
sekilde K* kanallari icerdigi ve hicre igine K* iyonu
girisini  artirarak membranda  hiperpolarizasyon
olusturan maddelerin de bronkodilator etki gosterdigi
saptanmistir (5,6). Tavsan trakea dlz kasinda
yapilan bir calismada, izoprenalin uygulanmasinin
siklik AMP araciligi ile Kt kanallarinin agilmasini ak-
tive ettigi ve bu sekilde bronkodilatasyon olustugu
yaymlanmistir (7). Diger bir in vitro calismada ise
kobay trakeasinda izoprenalin ve salbutamolun K¥
kanallarini agarak diz kaslarda hiperpolarizasyon
olusturdugu gdsterilmistir (8).

Tavsan trakea duz kasinda yapilan bu in vitro
calismada B-adrenerjik reseptdr agonistleri izop-
renalin, salbutamol ve fosfodiesteraz inhibitorleri te-
ofilin ve aminofilinin olusturdugu gevsemeler (izerine
potasyum kanal blokérleri tetraetilamonyum (TEA) ve
glibenklamidin etkileri arastiriimistir.

GEREC VE YONTEM

Her iki sekse ait Yeni Zelanda tiru erigkin tavsanlar
(2- 2,5 kg) baslarina vurularak sersemletilip, a. ca-
rotisleri kesilmek suretiyle o&ldarildd. Trakea
cikarilarak besleyici solisyona alindi ve herbiri iki diiz
kas igerecek sekilde 3 mm eninde spiral seritler
hazifandi. Dokular 37 ©C'de Krebs-Henseleit
solusyonu iceren ve % 95 Op- % 5 CO5 kangimi ile
surekli gazlandiriian 25 ml hacminde organ banyosu
icine alindi ve 1 g istirahat gerilimi uygulanarak 60 dk
sureyle dengelenmeye birakildi. Alinan cevaplar izo-
metrik olarak osilografa (Harvard) kaydedildi. De-
neylerde kullanilan Krebs-Henseleit solisyonunun
icerigi (mM) olarak soyledir: NaCl 119; KCl 4.7;
MgSO4 1.5; KHpPO,4 1.2; CaCly 2.5; NaHCOg 25;
glukoz 11.

Deneysel prosediir: Dengelenme periyodunun
bitiminde ortama 10® M karbakol ilave edilerek
kasiima cevaplar alindi. Maksimum kararli amplitide
ulagildiktan sonra ortama kUmdlatif tarzda izop-
renalin (10°9-104 M), salbutamol (3x1077-1073 M),
teofilin (10°9-10"4 M) veya aminofilin (10-9-104 M)
ilave edilerek kontrol kimulatif konsantrasyon-cevap
edrileri elde edildi. Dokular 15 dakika araliklarla bes-
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leyici solUsyonla yikandi. Ortama tekrar karbakol
(I0'6 M) ilavesiyle elde edilen kasilma cevabi kararli
amplitide ulastiktan sonra, galismada denenen K*
kanal blokorlerinden biri ile 20 dakika slreyle
inklbasyon yapildi ve yukarida belirtilen gevsetici
ajanlara verilen cevaplar tekrar elde edildi. Doku bes-
leyici solusyonla yikandi ve ayni islem kullanilan
diger K% kanal blokdri maddenin varliginda da tek-
rarlandi. Caligmada TEA 104 M ve glibenklamid
106 M konsantrasyonlarda denendi.

istatistik: Calismada izoprenalin, salbutamol, te-
ofilin ve aminofilin igin % maksimum gevseme ve
ECsg degerleri hesaplanarak veriler ortalama + SH
seklinde belirtildi. Gruplararas! karsilastirmalarda tek
yonla varyans analizi ve p<0.05 olmasi durumunda
ise ¢oklu karsilastirma icin Tukey-HSD testi kullanildi.
Grup ici karsilastirmalarda tekrarli dlgimlerde var-
yans analizi kullanildi ve p<0.05 olmas! durumunda
¢oklu kargilastirmalar paired t testi ile yapildi.

ilaglar : izoprenalin (Sigma), salbutamol (Sigma),
teofilin  (Sigma), aminofilin (Sigma), karbakol
(Sigma), tetraetilamonyum (Sigma), glibenklamid
(Sigma). Glibenklamidin stok soliisyonu (1074 M) di-
metilstlfoksit (DMSO) icinde, diger ilaglar ile gli-
benklamidin dilisyonlar distile suda hazirlandi.
BULGULAR
Tavsan trakea diz kasinda karbakol ilavesiyle elde
edilen kasiima cevaplarinin tekrarlanabilir nitelikte
oldugu ve zamana baglh degisme gortlmedigi sap-
tanmistir. Ortama kUmdulatif tarzda uygulanan izop-
renalin, salbutamol, teofilin veya aminofilin karbakole
bagll kasiima cevabini doza bagimh tarzda inhibe
etmislerdir (Sekil 1). Bu ajanlar i¢in bulunan % mak-
simum  gevseme  degerleri Tablo 1'de
gosteriimektedir. % Maksimum gevseme degerleri
kargilastinidiginda izoprenalin ile olusan maksimum
gevseme cevabi diger (¢ ajana goére anlamii olarak
ylksek bulunmustur (p < 0.05). Salbutamol, téofilin
ve aminofilin ile olugsan maksimum gevseme ce-
vaplart arasinda ise anlamh bir fark olmadigi
gorialmastar. Bu ajanlar i¢in bulunan ECgq degerleri
Tablo 2'de gosterilmektedir. Kontrol EC5q degerleri
karsilastinldiginda gevsetici etki guglerinin  izop-
renalin > aminofilin > teofilin > salbutamol seklinde
oldugu saptanmistir.

K+ kanal blokérleri TEA (104 M) ve glibenklamid
(108 M) , bu ajanlara bagl maksimum gevseme ce-
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Sekil 1. Tavsan trakea diz kasinda karbakol ( 106 M) ile olusan kasilma cevaplari (zerine izoprenalin,
salbutamol, teofilin ve aminofilinin gevsetici etkileri. (n = 8)

Tablo1. Karbakol (10 ‘BM) ile kasilan tavsan trakea diz kasinda izoprenalin, salbutamol, teofilin ve aminofilin
igin bulunan % max. gevseme degerleri ve TEA (104 M) veya glibenkiamid (106 M) varliginda bu
degerlerin degisimi.

" Kontrol degerlere gére ; p < 0,05
+ TEA ve glibenklamid varliginda teofilin ve aminofilin ile alinan dederlere gére; p < 0,05

Madde Kontrol TEA (1074 m) Glibenklamid (1076 M) n

izoprenalin 87.83+2.89 38.00 £ 2.22"+ 4567 + 1.89"+ 8

Salbutamol 75.83 +2.04 32.33+284"+ 4450 +219"+ 8

Teofilin 73.33+255 54.67 +3.24* 59.83 + 3.00* 8

Aminofilin 69.83 +2.36 51.33 £ 3.18" 53.50 + 2.79" 8

Tablo 2. Karbakol ( 106 M) ile kasilan tavsan trakea diiz kasinda izoprenalin, salbutamol, teofilin ve aminofilin
igin bulunan ECsq (uM) degerleri ve TEA (104 M) veya glibenklamid (106 M) variginda bu
degerierin degisimi.

* Kontrol degeriere gore; p < 0,05

Madde Kontrol TEA (1074 W) Glibenklamid (1076) n

Izoprenalin 0.76 +0.13 3.52+1.14* 4.16 = 1.09" 8

Salbutamol 85.21 +:31.33 130.68 + 6.12" 135.49 + 5.27* 8

Teofilin 14.60 + 4.14 2519+ 3.47* 28.13+5.61" 8

Aminofilin 574 +158 17.48 = 3.58* 14.33 + 2.47~ 8
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vaplarini degisen oranlarda ve anlamli olarak inhibe
etmiglerdir (Tablo 1). K* kanal blokérlerinin izop-
renalin ve salbutamole bagli maksimum gevseme ce-
vaplari (izerine olan inhibitdr etkileri, teofilin ve ami-
nofilinle olusan gevseme cevaplarinin inhibisyonuna
oranla anlamli olarak daha yiksek bulunmustur
(p<0.05). K* kanal blokéri maddelerin varliginda
izoprenalin, salbutamol, teofilin ve aminofilin igin bu-
lunan ECgq degerlerinin anlamli olarak saga kaydigi
saptanmistir (p<0.05; Tablo 2).

Glibenklamid ile yapilan ¢alismalarda bu maddeyi
eritmek amaciyla kullanilan dimetilsilfoksitin  ban-
yodaki konsantrasyonu ile yapilan solvent kontrolu
denemelerinde, solvente ait bir etki gbzlenmemistir.
TARTISMA
Solunum yolu diz kaslarinda bulunan muskarinik re-
septorlerin endojen kaynakli olan veya eksojen ola-
rak uygulanan agonist maddelerle aktive edilmesiyle
bu diz kasli yapilarda kasilma olustugu ve brongial
astma gibi bazi solunum yolu hastaliklarinda olusan
bronkospazmda kolinerjik hiperaktivitenin de dnemli
rolll oldugu bilinmektedir (9,10). Tavsan trakea diz
kasinda yapilan bu calismada da kasici ajan olarak
muskarinik reseptor agonisti karbakol kullaniimis ve
karbakolle kasilan dokularda nonselektif B-adrenerjik
reseptdr agonisti izoprenalin ve Bo-selektif etkili sal-
butamol ile fosfodiesteraz inhibitorleri teofilin ve ami-
nofilinin doza bagimli tarzda gevseme olusturduklar
géraimastdr. Bu ajanlar igin bulunan ECsq degerleri
karsilastiniidiginda gevsetici etki glclerinin izop-
renalin > aminofilin > teofilin > salbutamol seklinde
oldugu saptanmigtir. % Maksimum gevseme
degerleri karsilastinididinda ise izoprenalin diger ¢
ajana gdre daha etkin bulunmustur. Farkh turlerden
alinan trakea ve brong diiz kasi preparatlarinda izop-
renalin, salbutamol ve rolipramin gevsetici etkilerinin
arasgtinidigi bir calismada kobay ve dana trakea duz
kasinda B-adrenerjik reseptdr agonistleri olan izop-
renalin ve salbutamolun potensleri arasinda anlamli
bir fark bulunmamig ancak fare trakea ve domuz
brong diiz kaslarinda salbutamolun izoprenaline gore
daha az etkili oldugu gdsterilmistir. Fosfodiesteraz in-
hibitdra rolipram ise kobay ve dana trakea diiz kas
preparatlarinda izoprenalin ile esit etkinlik gosterdigi
halde, fare trakea ve domuz brong duz kaslarinda
izoprenalinden daha az etkin bulunmus ve
arastiricilar  B-adrenerjik reseptor tipleri ve fos-
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fodiesteraz enzim aktiviteleri ydnunden turler
arasinda farkllik olabilecegini 6ne surmuslerdir (11).

Son yillarda yapilan galismalarda solunum yolu
diz kaslarinin yogun bir sekilde K* kanallari igerdigi
saptanmis ve ATP' ye duyarl bulunan veya Ca2t ile
aktive edilen K* kanallarinin agonisti clan maddelerin
belirtilen yapilarda gevseme olusturdugu
gosterilmistir (6, 12). B-Adrenerjik reseptor agonistleri
ile yapilan ¢alismalarda bu ajanlarin bronkodilator et-
kilerinde ikinci ulak gérevi yapan siklik AMP’nin K+
kanallarinin agiimasini saglayarak duz kas memb-
raninda  hiperpolarizasyon  olusturdugu  dne
sUrtlmustar (13,14). Huang ve ark. nin kobay trakea
diz kasinda yaptiklar bir calismada, kasici ajan ola-
rak asetilkolin kullanilmis ve salbutamole bagli
gevseme cevaplarinin K* kanal blokérleri TEA, ka-
ribdotoksin ve iberotoksin ile inhibe edildigi
gosterilmistir (15). Benzer gekilde, kobay trakea diz
kasinda yapilan diger bir ¢alismada da karbakolle
kasilan dokularda izoprenalin ve salbutamol ile
olusan gevseme cevaplarinin K¥ kanal antagonisti
karibdotoksinle bloke edildigi yayinlanmistir (16).

TEA'un 2mM'a kadar olan konsantrasyonlarda
Ca2+ ile aktive edilen K* kanallarini bloke ettigi (17),
glibenklamidin ise ATP’ye bagimh K* kanal blokéri
oldugu bilinmektedir (18). Sunulan bu ¢alismada kul-
lanilan TEA ve glibenklamidin, izoprenalin, sal-
butamol, teofilin ve aminofiline bagll gevseme ce-
vaplarini anlamli olarak inhibe ettigi goralmuagtir. Bu
bulgu tavsan trakea diiz kasinda hem Ca2* ile aktive
edilen hem de ATP'ye duyarl olan K* kanallarinin
bulundugunu goéstermektedir. Calismada Kkullanilan
iki farkli K* kanal blokor(, izoprenalin ve salbutamole
bagh gevseme cevaplarini teofilin ve aminofilinle
olusan gevsemelere gbre daha gl¢la bir sekilde in-
hibe etmislerdir. Nitekim teofilin ve aminofilinin diz
kas hicrelerinde fosfodiesteraz enzimini inhibe et-
tikleri ve dolayisiyla B-adrenerjik reseptor ago-
nistlerinden farkli bir mekanizma ile, hiicre iginde sik-
lik AMP miktarini artirdiklan bilinmektedir (11).
Calismada kullanilan her iki Kt kanal blokérinin fos-
fodiesteraz enzim inhibitorleriyle olusan gevseme ce-
vaplarini, B-adrenerjik reseptor agonistleri ile elde
edilen gevseme cevaplarina oranla daha az inhibe
etme Gzellikleri, bu maddelerin etkisiyle olugan siklik
AMP miktarindaki artisin ve dolayisiyla agilan K*
kanali sayisinin farkli olmasina bagli olabilir.
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Sonug olarak izole tavsan trakea dliz kasinda
yapilan bu in vitro galigmada, B-adrenerjik reseptor
agonistleri izoprenalin ve salbutamolun bronkodilator
etkilerinin dnemli dlcude K* kanallarinin aktivasyonu
ile meydana geldigi, fosfodiesteraz inhibitori olan te-
ofilin ve aminofilinin bronkodilatér etkilerinde ise K*
kanallarinin daha az rol oynadidi saptanmistir. Bron-
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