s.0.Tip Fak Derg, 1999; 15:127-131

Izole tavsan mesane detrusor diiz kasinda hipotermi
ile karbakol cevaplarinin arttirilmasi ve bunun
Ca?*, K* ve Na* kanallari ile iligkisi

Kismet Esra ATALIK, Ayse Saide SAHIN, Mehmet KILIC, Necdet DOGAN

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

OZET

Izole tavsan mesane detrusor diz kasinda yapilan bu ¢alismada, 1 06m konsantrasyonda uygulanan karbakol ile
olusturulan kasiima cevaplarina hipoterminin etkisini, bu etkiden sorumlu olan kalsiyum (Cag"“) kaynagini ve yine
bu etkide potasyum (K*) ve sodyum (Na) kanal blokérlerinin roliinii arastirmak amaglanmistir. 106 M kon-
santrasyonda uygulanan karbakol ile olusan kasilmalar, banyo 1sisinin 379¢" den 289¢ ye dusdrdimesiyle anlamh
olarak artmugtir. 1 06 m verapamil ilavesinde, bu kasiimalarin inhibe edilmedigi ve 3x10™* M kafein varliginda ise
hipotermiye bagll kasilma cevabinin arttigi gézlenmistir. ca®t ile aktive edilen K* kanallaninin blokorii tet-
raetilamonyum (TEA, 1 04 m ) varliginda hipotermiye bagli cevap artisi degismezken, Na* kanal blokérti pilsikainid
( 10‘7M) varliginda hipotermiye bagli cevap artisi anlamii olarak azalmistir. Ca?*'suz ortamda ise karbakol ile elde
edilen kasiima kontrole gére belirgin olarak azalmistir. Ancak hipotermi, kasima cevaplarinda belirgin artisa
neden olmustur. Sonug olarak izole tavsan mesanesi detrusor diiz kasinda yapilan bu ¢alismada, karbakol ile
olusturulan kastima cevaplarinin hipotermi ile artisinda hdcre i¢i kalsiyum depolarinin ve membranda bulunan
Na™ kanallarinin rollerinin énemli oldugu, bunun yanisira Cat?' a bagimii K* kanallarinin roliiniin olmadigi be-
lirtilebilir.

Anahtar Kelimeler: Tavsan mesane detrusor diiz kasi, karbakol, hipotermi.

SUMMARY

The effect of hypothermia on carbachol-induced contractions of the rabbit isolated detrusor smooth
muscle and the role of calcium, potassium and sodium channels in this action

In this study, the effect of hypothermia on the carbachol-induced contractions and the role of calcium, potassium
and sodium channels in this effect were investigated in the rabbit isolated detrusor smooth muscle of urinary blad-
der. The contractions induced by 1 0m carbachol were enhanced by cooling of medium from 37 to 289C. The
hypothermia-induced contractions were not inhibited by 1 06 m verapamil and tetraethylammonium (TEA, 1074 M)
the blocker of Ca®* -activated K* channels but were enhanced in the presence of 3x10# M caffeine and reduced
by the sodium-channel blocker pilsicainid ( 1077 M) significantly. When these procedures were repeated in the
Ca®* -free solutions, the carbachol-induced contractions were smaller than that of obtained in normal medium
and these responses were enhanced by cooling. These results suggest that, intracellular ca?t pools and memb-
ranal Na+ channels but not Ca®* -activated K*channels may play a functional role in the cooling-induced coni-
ractions of rabbit detrusor smooth muscle.

Key Words: Rabbit urinary bladder detrusor smooth muscle, carbachol, hypothermia.

Karbakol ve asetilkolin gibi ekzojen olarak uygulanan Diz kash vyapilarda cesiti  agonistlerin
muskarinik ajanlar, izole mesane detrusor diz olusturduklari  kasilma cevaplar hipotermi ile
kasinda Mg-tipi muskarinik reseptorler araciigi ile *  artinlabilir (3). Hamster trakea diz kasinda yapilan
fazik ve tonik komponentten olusan iki fazli kasiima bir calismada ekzojen substans P ve karbakol ile
meydana getirirler (1,2). olugturulan kasiimalarin, banyo isisinin 379C'den
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20°%C'ye dugiriimesiyle anlamli  olarak

gosterilmistir (4).

arttigi

Bilindigi gibi diz kasda uyari-kasiima kenetinde
rol oynayan en ¢énemli endojen madde, kalsiyum
(Ca®*) iyonudur. Mesane diz kasindaki muskarinik
reseptdrierin  karbakol ile aktive edilmesi, fos-
foinozitidaz enzimini aktive ederek membran fos-
folipidlerinde fosfatidilinozitol 4,5 bifosfat (PiPy)' nin
hidrolizine neden olur; bu olay sonucu iki ikinci ulak
olugur. Bunlar inozitol 1,4 5-trifosfat (iP;) ve di-
asilgliserol (DAG)' dir; ilki endoplazmik retikulumdaki
Ca?* deposundan bu iyonu sitoplazmaya saliverir,
DAG ise protein kinaz C'yi aktive eder. Ca2*, kal-
modulin' i aktive ederek onun araciligi ile kalmodulin
kinazi stimile eder. Karbakol'e bagl kasiimanin fazik
komponenti kalmodulin'e bagimh myozin hafif zincir
kinazin aktivasyonu ve myozin hafif zincirlerin fos-
forilasyonu sonucu meydana gelirken, tonik kom-
ponenti ise kismen protein kinaz C'nin aktivasyonuna
kismen de hiicre membraninin depolarizasyonuna
baghdir (5).

Duz kash preparatlarda Ca?* kanal blokérlerinin
inhibitdr etkileri kullanilan agoniste ve dokuya gore
degigsmektedir. Bu ilaglardan biri olan verapamil'in
cesitli dokularda ekstraseliller Ca2*'un hicre igine
girigini guigli bir sekilde bloke ettigi bilinmektedir (6).

Diiz kasl yapilarda farkli tiplerde potasyum (K™)
kanallari tanimlanmig olup tetraetiiamonyum (TEA),
Ca?* ile aktive edilen potasyum kanallarini bloke et-
mektedir (7,8). izole tavsan portal veninde yapilan bir
caligmada, TEA'un dlsUk konsantrasyonunun
(<3mM) Ca?*'la aktive edilen K+ akimlarini selektif bir
sekilde inhibe ettigi gésterilmigtir (9).

Sodyum (Na*) kanal blokérlerinin  diz kasli
yapilarda ekzojen muskarinik agonistlerle olusan
kasilma cevaplarini postsinaptik diizeyde etkiledikleri
bilinmektedir (10).

Yapilan bu in vitro calismada, tavsan me-
sanesinin detrusor diz kasinda karbakol'e bagli
kasilimaya hipoterminin etkisi ve bu etkiden sorumiu
olan Ca2* kaynagdinin belirlenmesi ayrica yine bu et-
kide K* ve Na* kanal blokérlerinin roliniin
aragtinilmasi amaclanmistir.
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GEREC VE YONTEM

Her iki sekse ait Yeni Zelanda tir( erigkin tavsanlar
(2-2.5 kg) baslarina vurularak sersemletilip, a. ca-
rotisleri kesilmek suretiyle 6ldarildi. Karin agilarak
mesane ¢ikarildi ve asagida bilesimi verilen besleyici
sollsyona alindi. Detrusor kasindan yaklasik 10 mm
boyunda ve 2-3 mm eninde transvers seritler
hazirlandi. Dokular 37°C' de Krebs-Henseleit
sollsyonu igeren ve %85 O, - %5 CO, gaz karigimi
ile gazlandinlan, 25 ml hacminde organ banyosu
icine alindi ve 1 g gerilim uygulanarak 60 dakika
sureyle dinlendirildi. Bu sire icinde dokular, her 15
dakikada bir normal soliisyonla yikandi. ilaclara ve-
riien cevaplar izotonik levye aracihidl ile 10 kez
buyatilerek isli kagida kaydedildi. Deneylerde kul-
lanilan Krebs-Henseleit soliisyonunun igerigi (mM)
olarak sdyledir: NaCl 119; KCI 4.7; MgSO, 1.5;
KH,PO, 1.2; CaCl, 2.5; NaHCO, 25; glukoz 11.

Deneysel uygulama Dinlenme siresinin  bi-
timinde, banyo ortamina 10 M konsantrasyonda
karbakol ilave edildi. Meydana gelen kasilma stabil
hale geldiginde banyo isisi hizla 28°C' ye diisirildi.
Ayni islem hipotermiden 6nce ortama sirasiyla ve-
rapamil (10" M), kafein (3x10°4 M), TEA (104 M) ve
pilsikainid (107 M) ilave edilip 20 dakika sureyle
inkibe edilerek tekrarlandi.

CGalismanin bir diger boluminde, hipotermiye
bagli cevaplarda Ca?*'un roliinii aragtirmak amaciyla,
dinlenme siresinin sonunda dokular 10 M karbakol
ilavesiyle normal solisyonlu ortamda kasilip kontrol
cevaplari alindi. Daha sonra ayni dokular banyo
ortami 0.1 mM konsantrasyonda EGTA (etilenglikol
bis (B aminoetileter)-N-N'-tetraasetik asid) igeren
Ca?*'suz Krebs sollisyonu ile degistirilerek, 1 saat
stire ile inkiibe edildi. inkiibasyonun bitiminde 106 M
karbakol'e ve hipotermiye verilen cevaplar arastirildi.
Her preparatta kontroll takiben kullanilan ajanlardan
sadece biri denendi.

Istatistik : Normal Krebsli ortamda elde edilen 106
M karbakol kasilma cevaplari 100 kabul edilerek hi-
potermiye bagli cevap artiglar ile kanal blokérleri
varliginda ve Ca®*'suz ortamda elde edilen hipotermi
cevaplar bunun %' si olarak degerlendirildi.

Bulgular, ortalama + standart hata seklinde gosterilip,
ortalamalar arasindaki farkin 6nem kontroli Student' in-t
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testi ile belirlendi (11). P degerlerinin 0.05' den kigiik
olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

ilaclar : Deneylerde karbakol kloriir (Sigma), ve-
rapamil (Sigma), kafein (Sigma), TEA (tet-
raetilamonyum klortr, Sigma) ve pilsikainid (Suntory
Co.Ltd.)  kullamidi.  Kullanilan ilaglarin  stok
soltisyonlari ile alt dilusyonlan distile suda hazirland..
BULGULAR

Tavsan izole detrusor diz kasinda 10° M kon-
santrasyonda uygulanan karbakol, tekrarlanabilir ni-
telikte kasilmalar (0.41+0.03 g) olusturdu. Banyo
isisinin 37 °C'den 28 °C'ye disurilmesiyle karbakol'e
bagli kasilma cevaplarinda anlamh artiglar meydana
geldi (% 72.28+0.31) (p<0.05). Verapamil, TEA ve
pilsikainid bazal gerilime etkisiz bulunurken kafein 28
°C' de bazal gerilimde, karbakol cevabinin % 30'u
kadar artisa neden olmustur. Sekil 1'de ortama ilave
edilen 10 M verapamil, 3x10* M kafein, 104 M TEA
ve 107 M pilsikainid varhiinda elde edilen hi-
potermiye bagli % kasilmalar gosterilmistir.

Ca®*'suz ortamda yapilan calismalarda, kar-
bakol'e bagli kasiima, Ca®*lu ortamdakine goére
%63.3+10.5 oraninda azalmistir (p<0.05). Ca2*'suz
ortamda elde edilen bu kasilmalar hipotermi ile an-
lamli olarak artinimigtir (%128.8+9.4).

TARTISMA

Tavsan mesanesi detrusor diz kasinda yapilan bu
¢aligmada, karbakol  tekrarlanabilir  nitelikte
kasiimalara neden olmustur. Detrusor diz kasinda
karbakol'e bagl kasiimadan sorumlu olan reseptor ti-
pinin  M,-tipi muskarinik reseptérler oldugu bi-
linmektedir (12). Karbakol'e bagh kasilma cevaplari
hipotermi ile anlamli bir gekilde artinlmis olup bu
artan cevaba Ca?* iyonunun aracilik ettigi birgok
caligmada gosterilmistir  (13,14). Sunulan bu
calismada ekstraseltler Ca2* girigini inhibe ettigi bi-
linen ve bir Ca?* kanal blokérii olan verapamil
(15,16), hipotermiye bagh cevap artislarini anlamii
olarak inhibe edememigtir. Verapamil'in hipotermi ile
olusturulan cevap artiglarini inhibe etmemesi, hi-
potermiye ba@h kasiimalarda intraseliiler Ca2*'un kul-
lanidigini ortaya koymaktadir. Literatiirde de bu bul-
guyu destekleyen caligmalar vardir (13,16).

EGTA igeren Ca?*'suz ortamda karbakol ile mey-
dana gelen kasilma, intraseliler depolardan Ca2*'un
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saliveriimesi aracihgi ile olmaktadir. Sunulan bu
calismanin, ekstraseller Ca®* icermedigi kabul edilen
ortamda yapilan béluminde, karbakol normal Ca®*lu
ortamdakine gore daha zayif kasiima olusturmus ve
bu kasilma hipotermi ile yine anlamli olarak artiriimistir.
Bu bulgu yukarida da belirtildigi gibi hipotermiye ve-
rilen cevap artiginda rol oynayan fonksiyonel CaZ*'un
intraseltler  kaynakh  oldugu goérisini  des-
teklemektedir. Nitekim intraselller Ca?*
saliverimesine neden oldugu bilinen kafein (17),
37°C'de etkisiz bulunurken 28°C'de anlamii kasiimaya
neden olmustur. Ayrica kafein varliginda hipotermiye
verilen kasima cevabi da anlamli olarak farkli bu-
lunmustur. Benzer sekilde hamster trakea diiz kasinda
karbakol'e verilen kasilma cevabinin hipotermi ile
artiginin  intraseliler depolardan Ca®* saliveriimesi
aracihg ile gergeklestiginin gosterildigi bir calismada,
kafeinin 37°C'de bazal tonusa etkisiz veya cok az et-
kili bulundugu, 20°C'de ise karbakol cevabinin %30'u
kadar artiga neden oldugu bildiriimistir (4).

Damar digi diz kasli yapilarda muskarinik re-
septdr stimilasyonunun cesitli mekanizmalarla de-
polarizasyona neden oldugu bilinmektedir (18). Ni-
tekim Fujii ve arkadaglan (19), ATP'ye duyarl K*
kanal blokéru glibenklamid' in mesane diiz kasi strip-
lerinde depolarizasyona neden olarak kasiima ce-
vaplarini artirdigint gostermiglerdir ki bu da me-
sanenin  fonksiyonunda ATP'ye duyarli K*
kanallarinin énemini vurgulamaktadir. Sunulan bu
calismada, Ca2* ile aktive edilen K* kanallarinin hi-
potermi cevaplarina rolinld aragtirmak amaciyla TEA
kullamlmig olup, TEA varlidinda hipotermiye bagli
cevap artigi kontrolden farksiz bulunmustur. Benzer
sekilde Boyle ve arkadaslari da (20) kobay tra-
keasinda TEA'un histamin ve asetilkolin'e verilen
kasilma cevaplarini etkilemedigini bildirmiglerdir.

Diz kasli yapilarda ekstraselller veya intraselller
Na* konsantrasyonundaki degismelerin sitoplazmik
serbest Ca®* duzeyini etkiledigi bilinmektedir. Nitekim
Cortijo ve arkadaglari (21) kobay trakeasinda besleyici
solisyonda Nat' iyonu konsantrasyonunu azaltarak
yaptiklari calismalarda, asetilkolin, histamin ve se-
rotonin ile alinan kasiima cevaplarinin kontrol ce-
vaplara gore daha kigUk oldugunu belirtmislerdir. Pil-
sikainid, antiaritmik etki potansiyeline sahip bir
maddedir. Inomata ve arkadaslan (22) sd6z konusu
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ajanin izole ventrikiler hiicrelere Na* iyonu girisini se-
lektif olarak bloke ettigini gostermigler ve pilsikainid'i
spesifik bir Na* kanal blokorti olarak tanimlamislardir.
Ayrica hicre membraninda depolarizasyondan so-
rumlu olan Na* kanallarini bloke ettikleri bilinen lokal
anesteziklerin membranda stabilizasyon yaparak ase-
tilkolin ya da karbakol gibi ekzojen ajanlara karsi
membranin eksitabilitesini azalttiklan da bilinmektedir.
Benzer sekide Nakashima ve arkadaslar da (23)
kobay trakeasinda pilsikainid'in karbakol ile elde edi-
len kasiima cevaplarini inhibe ettigini gostermiglerdir.
Sunulan bu cgaligsmayla ilgili 6n denemelerde pil-
sikainid, 10° M ve 10® M konsantrasyonlarda hi-
potermiye bagh kasilma cevaplarindaki artmanin ta-
mamen ortadan kalkmasina neden olmustur. 1077 M
Pilsikainid varliginda ise, hipotermiye bagh kasilmalar
anlamli olarak azalmistir (%32.6+6.89; p<0,05).

Sonug olarak, tavgan izole detrusor diiz kasinda
yapillan bu c¢alismada, karbakol ile elde edilen
kasilma cevaplarinin hipotermi ile anlaml olarak
arttigi ve Ishii ve Shimo'nun da (4) belirttikleri gibi hi-
porterminin intraselliler depolardan Caz*
saliveriimesini artirdi§i saptanmig ayrica hipotermiye
bagh cevaplarda Ca®* ile aktive edilen K* ka-
nallarinin roli goérilemezken, membranda bulunan
Na* kanallarinin 6nemi ortaya konmustur.

KAYNAKLAR

1. Tobin G, Sjogren C. In vivo and in vitro effects of
muscarinic receptor antagonists on contractions and
release of [3H] acetycholine in the rabbit urinary blad-
der. Eur J Pharmacol 1995;28 (1):1-8.

2. Wang P, Luthin GR, Ruggieri MR. Muscarinic acety-
choline receptor subtypes mediating urinary bladder
contractility and coupling GTP binding proteins. J
Pharmacol Exp Ther 1995;273 (2):959-66.

3.  Vanhoutte PM. Physical factors and regulation of vas-
cular smooth muscle function. Bohr DF, Somlyo AP,
Sparks H. editors Handbook of Physiology The Ame-
rican Physiological Society 1980; 443-7.

4.  Ishii T and Shimo Y. Cooling - induced augmentation
of the contractile response of the golden hamster
tracheal muscle to substance P in vitro J Pharm Phar-
macol 1986;38:403-5.

5. Uchida W, Masuda N, Shirai Y, Shibasaki K, Satoh N,
Takenaka T. The role of extracellular Ca2* in car-
bachol - induced tonic contraction of the pig detrusor
smooth muscle. Naunyn - Schmiedberg's Arch Phar-
macol 1992;261:1204-9.

-130 -

K.E.Atalik, A.S.Sahin, M.Kilic, N.Dogan

I Hipotermi (n=6)

L3 1ooMm verapamil+hipotermi (n=6)
3 3x104 M kafein+hipofermi (n=6)
E= 104 M M TEA+hipotermi (n=6)

B2 107 M pilsikainid+hipotermi (n=6)

100

e S B 5 =
: 18] B
2 = Nl .-|

B“?- 50 / E-: = .-'
P, / B gl H

X ] s ol o
<L ml /.' I . H

= = .-
[l f"l 5 == Rl 11
< 4 H] e =
3 7=y =
O - .-“'f .-.' .‘ﬁ .-.
7] sm O ="

1B B =

Sl E =

Sekil 1. Ca®*lu ortamda 100 M karbakol'e bagh
kasilmalarin hipotermi ile artiriimasi ve ve-
rapamil (106 M), kafein (3x10"*M), TEA (107
M) ve pilsikainid ( 107 M)'in etkileri (cevaptaki %
artig degerleri 106 M karbakol kasiima cevabi
100 kabul edilerek hesaplanmistir).

* P<0.05 Kontrole gore.
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