S.U. Tip Fakiiltesi Dergisi Cilt: 13,

Savi: 4 Saytra:220-224 (1997)

Tavsan torasik aortasinda Ach gevseme cevaplari iizerine
siklosporin A askorbik asit ve alfa tokoferol'iin etkileri®

Dr. H. ibrahim KARABACAK™*, Dr. Hiilagii BARISKANER#, Dr. Aytekin KAYMAKCI**,
Dr. Etem OMEROGLU***, Dr. Ekrem CICEK##***

*S.U.T.F. Farmakoloji Anabilim Dali, **S.U.T.F. Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali,
##% § U.T.F. Patoloji Anabilim Dall, #x+%§ D, U.T.F. Farmakoloji Anabilim Dali,

OZET

Sunulan bi invitro ¢aligmada tavyan torasik aor-
tasinda asetilkolin (Ach) ile olusan gevseine ce-
vaplart iizerine Siklosporin A (Cs A), auskorbik asii
(Vir.C) ve o-tokoferol Vit.E'nin etkileri
aragtirmignir. Ayrica siklosporin Amn wovyan ka-
raciger ve bobreklerinde olugrurdugu histopatolojik
degiyiklikler tizerine vitamin C ve viwnin I nin et-
kilerine bakilimgtir.

Caligma Cs A uygulanan (n=6), Cs A+ vitamin
C+ vitamin E uygulanan (n=8), vitamin F+ vitamin
C uygulanan (n=6) ve kontrol grubic (n=6) olmak
iizere 4 grupta vyapilimgtir. Kowirol  grubunun
digindaki diger gruplara 10 giin siire ile ilag uy-
gulanmugnr. Tiim deney gruplarmda torasik aortalar
3x105 M noradrenalin (NA) ile kasilarak elde edi-
len maksimum kasitima cevaplart % 100 kabul edil-
mig ve kiimiilatif uygulanan ACh (10-%- 10+ M) ile
kontrol grubunda 994" liik. Cs A+ vitamin C+ vi-
tamin E verilen grupta %27 lik ve vitamin E+ vi-
tamin C verilen grupta %64 litk bir gevseme cevabi
alinmugtir. Cs A verilen grupta ise ACh' ne gevsenme
cevabr alinmamisur. NA ile elde edilen kastlma ce-
vaplart ortama N9~ nitro- L- arginin meril ester (L-
NAME, 104 M) tlavesi ile CsA verilen ¢rup disinda
diger gruplarda anlamlt olarak artimigrir (p<0.05).
Ayrica 104 M L-NAME, ACh ile ¢lde edilen
gevseme cevaplarim tiim gruplarda inhibe ctmigtir.

CsA karaciger ve bdbrek dokusunda  his-
topatolojik degigikliklere neden olmuy, viramin C ve
vitamin E ise bu degiyikliklere kismen  engel
obnugtur. Elde edilen sonuglar, CsA tavyan torasik
aortasida ACh bagh gevseme cevaplaring lcinamen
ortadan kaldwrirken, antioksidan etkili olan askorbik
asit ve o-tokoferol buna tamamen olindasa da Kismen
engel olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Siklosporin A, o-Tokofcrol,
Askorbik Asit, Asetilkolin, Noradrenalin. Tavsan To-
rasik Aortasi.

SUMMARY

The effects of cyclosporine A, ascorbic acid and o-
tocopherol on vasodilatation responses due fo
acetylcholine (ACh) in rabbit thoracic aorta

In the present in-vitro study, the effects of
Cvelosporin A (Cs A), ascorbic acid (vitamin C) and
a-tocopherol (vitamin E) on the acetylcholine (Ach)-
induced relaxation responses in the rabbir thoracic
aorta were investigated. Also vitamin C and Vitamin
E effects, on cyclosporin A- induced effects had been
histo-pathological differences in the rabbit liver and
kicdneys were investigated.

In this study there were four groups: control
group (n=6), applied Cs A (n=6), applied Cs
A+ViC+VitE (n=8) and applied VitE+VitC (n=6).
During ten days, drugs were applied in all groups
except the control group. In all experimental groups
meaximum  contractile responses, that were ma-
intained by contracting thoracic aortas with 3x103
M noradrenalinefNA) were taken as 100%. Re-
laxarion responses in all groups, which were cu-
mulative applied of Ach (109- 104 M), were found
as 94 %, 27%, 64% control group, Cs A + vit C +
vit E, vit C + vit E groups respectively.
Acerylcholine did not cause relaxation response in
the applicd CsA group. In the presence of L-NAME
(NG-nitro-L-arginine metlyester) (10 M), cont-
ractile responses due to NA was significantly inc-
reased in all groups except applied CsA group
(p<0.03). Also inhibition responses due to Ach was
inhibited in all groups by L-NAME (104 M).

CsA induced some histo-pathological differences
on the rabbit liver and kidneys. Vitamin C and Vi-
tamin E were partly prevented from these changes.
In the rabbit thoracic aorta, cyclosporin A comp-
lerely interrupted the relaxation responses to Ach
and Vit C and Vit E, which have antioxidant effect,
partly prevented this effect.

KeyWords: Cyclosporin A, Alpha-tocopherol,
Ascorbic acid, Acetylcholine Noradrenaline, rabbit
thoracic aorta
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GIRIS:

Vaskiiler diiz kasl yapilarin mekanik cevaplan
endotel hiicrelerinden sahnan endotelin. PGI,, trom-
boksan A, endotele bagl hiperpolarize edici faktor
(EDHF) ve endotele bagh gevsetici fukitr (EDRE.
EDNO) gibi maddeler tarafindan regiile edil-
mektedir. Nitrik oksid (NO) wvaskiiler diiz Kkas
hiicrelerinde ACh ile olugan vazodilatasyondan so-
rumludur (1).

Askorbik  asit ve alfa-tokoferol  oksidatif
trinlerin endojen diizenlenmesinde tnemli olan an-
tioksidan bilegiklerdir (2). Aym zamanda askorbik
asit , NO metabolizmasinda Snemli modilator girev
yapmaktadir (3).

Siklosporin A, Tolypocladium inflatum man-
tarinin  bir metaboliti  olup, antitungal ve
imminosiipresif etkisi bulunan bir ilagtir (4). Organ
transplantasyonlarindan sonra, uveitis, psoriazis, tip
I diabetis mellitus, myastenia gravis (3) ve nefrotik
sendrom (6) gibi vakalarda kullaniimaktadir. Bilinen
en Onemli yan etkileri nefrotoksite ve he-
pototoksitesidir (5). Makrofaj kiiltirlerinde (3), kalp
kasi hiicrelerinde (6) CsA' nin
ATPaz1 ve NO sentezini inhibe ettidi ve yine aym

Ca'? bagmmh

sekilde rat aortu diiz kas hiicrelerinde NO sentezini
bozdugu gosterilmistir (7).

Yapilan bu invitro ¢alismada tavsan torasik aor-
tasinda ACh ile olusan gevseme cevaplar iizerine
CsA' nin etkileri ve bu etkiler iizerine, askorbik asit
ve alfa-tokoferol'iin etkileri arastirilmistir,

MATERYAL ve METOT:

Bu caligmada New Zeland tiirii (1.5-2kg)
tavsanlar 4 gruba ayrlarak c¢ahsilmistir. Birinei
grubu, kontrol grubu (n=6) olusturdu. Ikinci gruba
(n=6) 10 giin siire ile CsA (25mg/kg/giinforal).
Ugiinci.i gruba (n=8) CsA (25mg/kg/egiinforal)+ as-
korbik asit (200mg/kg/ein/lV) + oa—tokoferol
(100mg/kg/giin/IM)  ve son gruba (n=6) askorbik
asit (200mg/kg/glin/TV) + o-tokoferol (100mg/ke/
giin/IM) verildi. Bu siirenin sonunda tavsanlar bo-
yunlarindan kesilerek olduriildi. Hizhi bir sekilde
gogiis kafesi ve karn boslugu agilarak torakal aor-
tasi, bdbrekleri ve karacigerleri ¢ikartildi. Torakal
aorta normal Kkrebs soliisyonunda muhafaza edi-

(L [brahin Karabacak, H. Barigkaner,
A Kaymakqi, E. Omerogiu, E. Cicek

lirken, bobrek ve karaciger dokularindan alinan
pargalarda Cs A’ nin yapmis oldugu histo-patolojik
hasarin derecesini belirlemek ve antioksidan etkili
olan vit.C ve vit.E'nin bu hasar lizerine etkisi olup
olmadigim  gostermek  i¢in - patoloji  klinifine
ginderildi.

Torukal Aortanin Hazirlanmasi; Normal krebs
solisyonu igindeki torakal aorta petri kutusuna
almarak ¢evre dokulardan temizlendi ve 3 mm
kalinhginda ring seklinde preparatlar hazirlandu.
Hazirlunan preparatlar %95 O, ve %5 CO, ile gaz-
landirlan 25 ml'lik organ banyolarina 1g gerilim uy-
gulanarak asildu. Tki saatlik dinlenme periyodunu ta-
kiben 3x10-5 M NA ile dokular kasildi. Maksimum
cevabin kararh duruma ulastifi noktada kiimiilatif
konsantrasyonda ACh (10-9-104 M) uyguland. Uy-
gulama tamamlandiktan sonra dokular yikandi, |
saat dinlendirildi ve ortama 104 M L-NAME (NO
sentez  inhibitorii) ilave edilip, 20 dakikalik
inkiibasyondan sonra NA (3x10-) ile tekrar kasilip
maksimum  kasidlmanin  elde edildigi  noktada
Kiimiilatif olarak Ach (109-10% M) tekrar verildi.
Bu iglemler tiim gruplar i¢in tekrar edildi. Calismada
kullanilan  Krebs-Henseleit soliisyonunun  igerigi
mM olurak giyledir; NaCl 119.0, KCI 4.7, KH,PO,
1.2, CaCly 2.5, MgSO, 1.5, NaHCO; 25, glukoz
11.0. Kullanilan ilaglar; Siklosporin A (Sandoz), as-
korbik asit (Roche), o—tokoferol (Roche), NA
(Sigma), ACh (Sigma) ve L-NAME (Sigma) temin
edilmistir.

Galigmada elde edilen degerler ortalama + stan-
dart hata  geklinde verilmis olup, gruplar arasi
kargilastrma  igin - varyans  analizi  (tek  yonli
ANOVA ) ve posthoc Tukey HSD testlerinden ya-
rarlanulmgtir. p Degerinin 0.05" den kiigiik olmasi is-
tatiksel olarak anlamh kabul edilmistir.

BULGULAR:
I-Histopatolojik Bulgular
2-Farmakolojik Bulgular
I-Histopatolojik Bulgular:

Bobreklerde sadece Cs A verilen grupta, glo-
meriiler yumakta selliiler proliferasyon, tiibulus
limenlerinde  kistik geniglemeler izlendi. Ayrica
damar  yapilarimn  ¢ogunda  konjesyon ve in-
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tersisyumda bag dokusu artisi gézlendi. Karacigerde
ise, periportal mesafelerde bag dokusu artigt ile be-
raber parankim hiicrelerinde hidropik dejenerasyon
izlendi. Cs A ile birlikte vitamin {askorbik asit + -
tokoferol) verilen grupta, bibreklerde glomeriiler
yumakta hafif selliilerite artigi, tubulus epitellerinde
yer yer hidropik dejenerasyonlar, damar yapilarinda
hafif konjesyon ve intersisyumda hafif bag dokusu
artig1 izlendi. Karacigerde ise, periportal mesatelerde
hafif bag dokusu artisi ve parankim hiicrelerinde yer
yer hidropik dejenerasyon gizlendi. Sadece vitamin
(askorbik asit + «-tokoferol) verilen grupta ise,
bobrek glomeriillerinde eritrosit artisi ve damar
yapilarinda hafif konjesyon izlendi. Tubulus epi-
rellerinde herhangi bir patoloji gozlemmedi. Ka-
racigerde parankim hicrelerinde minimal diizeyde
hidropik dejenerasyon mevcutken, periportal me-
safelerde patoloji izlenmedi. Kontrol grubunda ise
bobrek ve karaciger dokularinda herhangi bir his-
topatolojik dzellik izlenmedi.

2-Farmakolojik Bulgular:

Tiim deney gruplarinda tavsan torasik aortasinda,
NA ile elde edilen maksimum kasilma cevabn %100
kabul edilerek, kiimiilatif uygulanan ACh ile elde
ed:lea gevseme cevaplary, kontrol grubunda %94,
askorbik asit + a-tokoferol verilen grupta %64 ve
siklosporin A + askorbik asit + @-tokoferol verilen
grupta ise %27 olarak bulunmugtur. Buna Karsin sik-
losporin A verilen grupta ise ACh ile gevseme
cevabi alinmamustir (Sekil 1). Cs A verilen gruptaki
cevap ile Cs A + vit E + vit C verilen grubun
arasindaki gevseme cevaplann ve Cs A verilen grup
ile kontrol grubu arasindaki gevseme cevaplarn an-
lamli olarak farkli bulundu (p<0.05).

Tablo 1. Tavsan torasik aortasinda Noradrenalin
(NA)3xI0> M ile olusan kastlma ce-
vaplarimn  ortama N-G-nitro-L-  arginin
metil ester (L-NAME) 107%M ilavesiyle
olusan % degisimi

Gruplar NA Ach  NA+L-NAME
Kontrol 100 94439 12946
CsA 100 0 10010
CsA+VitE+VitC 100 27+4.4 1367
VitE+VitC 100 64454 154418
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Lavsan torasik aortasinda ach gevseme cevaplart iizerine Sik-

losporin A askorbik asit ve alfu tokoferoliin etkileri

Tavsan torasik aortasinda endotelinin  zarar
goriip, gdrmedigini anlamak igin NO sentez in-
hibitiri olan L-NAME ortama ilave edildiinde Cs
A verilen grupta artig gozlenmedi. Cs A + vit E + vit
E verilen grupta ise Cs A verilen gruptaki cevaptan
anlamh olarak farkli bulundu (p<0.05). Kontrol
grubu ile vit C + vit E verilen grup arasindaki ce-
vaplarin farkli olmadigr bulundu (p>0.05) (Tablo 1).
Bununla beraber ACh gevsemeleri de L-NAME ile

tamamen inhibe olmustur.

TARTISMA

Tavsan torasik aortasinda ACh, gevseme ce-
vaplan tizerine CsA, askorbik asit ve a-tokoterol’ iin
etkilerini arastirmak amact ile yapilan bu in vitro
¢alismada, CsA tavsan torasik aortasinda ACh'ne

tamamen ortadan
kaldirirken, antioksidan etkili olan (-tokoferol ve as-

baghh gevseme cevaplarim
korbik asit kismen bu etkiye engel olimaktadir. Ayni
sekilde bu antioksidan ajanlar CsA'nin tavsan, ka-
raciger ve bibrek dokusunda meydana getirdigi his-
topatolojik  degigiklikleri de  olumlu yonde et-
kilemiglerdir.

Bilindigi iizere NO yaygin olarak endotelde L-
arginin' den sentezlenmekte ve salinmaktadir. Fiz-
yolojik
onemli rol alir (8.9). ACh endotele baglh me-

olarak kan akiminin diizenlenmesinde

kanizmalarla diiz kas hiicrelerinde hiperpolarizasyon
ve damarlarda gevsetici etkiler olugturur (1). Ra-
sazzi ve ark. (10) tavsan aortasinda CsA uygulamasi
sonucunda ACh' le olusan gevseme cevaplarinda
azalma oldufunu gostermiglerdir. Rat aortasinda
yapilan bir bagka ¢aliymada ise CsA' min nitrik oksid
sentezini olumsuz yonde etkiledigi tesbit edilmistir
(9). Rat femoral arterinde CsA' mn endoteli et-
kileyerek ACh' ne bagh gevseme cevaplarint an-
lamh olarak azalttigi ve ortama ilave L-arginin ile
bu azalmanmn ortadan
kalktigi gortlmiistiir (11). Bizim de bu ¢aligmada
buldugumuz gibi CsA, endoteli zedelemesi sonucu
ACHh’" e bagh gevseme cevaplarini inhibe etmektedir.

gevseme cevaplarindaki

Askorbik asit ve alfa-tokoferol bilinen en etkili
antioksidan ajanlardir (2,12). Kasiba ve ark (13) as-
korbik NO Snemli
modiilatér olabilecegini bildirmiglerdir. Rat bey-

asidin metabolizmasinda

ninde sinapslarda peroksinitritle olusan hasarlarin
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Aserilkolin konsantrasvon (-log M)
Sekil 1. Tavsan torasik aortasimda noradrenalin

(3x10-3) M) ile olusan kasthna cevaplar
tizerine asetilkolinin gevsericl eikisi. Kontrol
(o), Vitamin E+Vitamin C(@®). Siklosporin
A+Vitamin E+Vitamin C(Aj. Sikiosporin A
()

Onlenmesinde antioksidan etkili olan askorbik asit
ve alfa-tokoferol' iin Gnemli roliiniin oldugunu tesbit
edilmigtir (14). Siiperoksit anyonlarindan olan car-
boxy-PTIO (phenyl tetramethylimidazolin oxide)' le
yapilan fare anococcygeus kasindaki ¢alismada nit-
rik okside bagli gevseme cevaplarimi inhibe ettigini
ve bu etkisinin askorbik asit ve alfa-tokoferol
tarafindan  azaltildiga (15). Bizde
yukaridaki galigmalara paralel olarak askorbik asit
ve alfa-tokoferol' iin CsA' nin damar endotelini ze-

gosterilmigtir

delemesi sonucu ACh ile olusan gevseme ce-
vaplarint inhibe edici etkisini azaltugim bulduk. Bu
etkisinide NO modiilatorii oksidatif
irlinlerin  endojen oy-
namasmdan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.
Aym zamanda CsA' min bobrekler iizerine yapmis

olmas: ve

diizenlenmesinde 1ol

1. Ibrahim Km‘afma‘.c.rk, H. Bariskaner,
A. Kayvmaker, E. Omeroglu, E. Cigek

oldugu histopatolojik degisiklikleri Falkenhain ve
ark (16) insanlar izerinde yapilan bir ¢alismada,
renal arteriollerde hyalinizasyon, intertisyumda bag
dokusu gelistigini
gozlemiglerdir. Griffiths ve ark (17) ise CsA uy-

artist, glomeriillerde skleroz

guladiklar hastalardan aldiklar bisbrek biopsisi so-
nucuy, glomeriillerde ve vaskiiler yatakta trombotik
yer glo-
meriilosklerozis ve glomeriiler iskemi gelistigini
gostermiglerdir. Bir bagka caligmada (18) ise CsA
verilen

mikroangiopati,  yer segmental

kigilerden alman igne biopsisi sonucu
bibreklerde interstitiul alanlarda fibrozis ve tubiiler
atrofi geligtii bununla beraber karacifer dokusunda
parankimal  alanda da  fibrozis  olustugunu
gosterilmigtir (18). Belirtilen ¢aligmalardan elde edi-
len sonuglar bizim elde erttigimiz CsA' nin

olugturdugu histopatolojik degisikliklerle benzerlik
gistermektedir. Literatirde Cs A' nin yapmis oldugu
karaciger ve bibrek dokulanndaki histo-patolojik
degigiklikler tizerine vit E ve vit C' nin etkilerini
aragtiran bir ¢alisma bulunamanugtir, Bizim elde
ettifimiz histo-patolojik degerlendirmeler
dogrultusunda antioksidan etkili vit C ve vit E' nin
bu degigiklikler lizerine tam olmamakla beraber
kismen olumlu ydnde etkisi oldugunu bulduk. Bu
olumlu etkinin nedeninin vit E ve vit C' nin
hiicrelerde olusan zararli siiperoksit ve peroksinitrit
gibi anyonlar regiile etmesinden dolay: olabilecegi

seklinde yorumlanabilinir.

Sonug olarak, CsA tavsan torasik aortasinda
ACh' e bagli gevseme cevaplarimi inhibe ederken,
antioksidan etkili olan «-tokoferol ve askorbik asit
buna kismen engel olmaktadir. Ayrica yine bu iki
ajanin CsA' min nefrotoksitite ve hepatotoksititesine
kargt olumlu  etkilerinin  oldugu
Ancak bu etkinin daha ileri aragtirmalarla des-
teklenmesi gereklidir.

sOylenebilinir.
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