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OZET

Amag: Bu calismada, parasempatomimetik etkili bir norotransmiter olan asetilkolinin, tath
su kurbagasinin (Amfibia) akciger dokusunda intrensek tonus lizerindeki etkilerinin, fizostigmin
iceren ve icermeyen ortamlarda degerlendirilmesi amaglanmistir.

Yontem: Kurbaga akciger dokusuna 10, 10°, 10, 10° M konsantrasyonlarinda asetilkolin
uygulamalar, fizostigmin icermeyen gruplarda ve 10° 5x10° ve 107 ve 5x107 M kon-
santrasyonlarinda fizostigmin iceren gruplarda olmak iizere tek doz teknigi ve kiimiilatif teknik
kullanilarak yapilmis. Olusan kasilma ve gevsemeler degerlendirilmistir.

Bulgular: Tek doz asetilkolin uygulamalarinda intrensek tonus tizerine ek bir kasilma elde e-
dilmis ve bu kasilma kararliigint korumustur. Kimdlatif teknigin uygulandigi deneylerde asetil-
kolinin sebep oldugu kasilma konsantrasyona bagimli olarak artis gostermistir. Fizostigminli or-
tamlarda ise intrensek tonus lizerine gelisen asetilkolinin yol actigi kasilmalar kararliigini koru-
yamamistir. Kiimiilatif asetilkolin uygulamalarinin yapildigi fizostigminli ortam deneylerinde ise
fizostigmin icermeyen ortamda yapilan asetilkolin uygulamalarina benzer sonuclar elde edil-
mis; ancak, kasilma boylar1 daha kiicuik bulunmustur.

Sonug: Otonom sinir sisteminin bircok norotransmitterinden biri ve somatik sinir sisteminin
tek norotransmitteri olan asetilkolinin etki mekanizmalarinin ortaya cikarilmasi ile ilacin efek-
tor hiicre ve / veya gangliyon hiicreleri lizerindeki etki giiclerinin farkli olabilecegini ve bu fark-
Liligin ortaya ¢ikabilecegi sdylenebilir. Ancak farkin gercek nedeninin ortaya konulabilmesi icin
dahaileri calismalara ihtiyac vardir.

Anahtar Sozciikler: Asetilkolin, fizostigmin, intrensek tonus

ABSTRACT

Objective: The effects of acetylcholine, a parasympathomimetic agent, and acetylcholine
plus physostigmine were determined on intrinsic tone of the frog lung tissue.

Method : Acetylcholine was applied to the frog lung tissue in vitro at 10°, 10°, 10%, 10° M
concentrations in the presence of physostigmine at 10®, 5x10°,107 and 5x10” M concentrations
and without physostigmine by using single or cumulative dose techniques. Isometric contrac-
tions and relaxations observed during the experiments were measured time- dependently.

Results : During the experiments in which single dose technique was used, acetylcholine
caused an additional contraction on intristic tone while the contraction did not show any ten-
dency to decrease in monitoring period. The experiments in which cumulative dose during tech-

nique was used, a dose-dependent increase was observed in acetylcholine induced cont-
ractions. On the other hand, in the presence of physostigmine, the tonus due to acetylcholine e-
xerted a decline with time similar to those in the presence of physostigmine. However, the amp-
litude of the contractions caused by acetylcholine was smaller than those in the absence of phy-
sostigmine.

Conclusion: Acetylcholine, which is one of many neurotransmitters in the autonomic ner-
vous system and the only neurotransmitter used in the somatic nervous system could have a
different effect on effector cell and on ganglion. However further studies are necessary to show
this.

Key Words: Acetylcholine, physostigmine, intrinsic tone.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi 2008; 65 (1): 25-36 25



Cilt 65 m Say1 1 m 2008

GIRIS

Viicut fonksiyonlarini diizenleyen ve kontrol eden
temel sistemler; sinir sistemi ve endokrin sistemidir.
Bu iki sistemdeki temel farklilik, bilginin iletilme
seklindedir. Endokrin sistemde iletim, esas olarak
kan dolasimina salinan kimyasal maddelerle olur.
Oysa sinir sisteminde sinir lifleri boyunca bir elek-
triksel iletim soz konusudur. Ancak sinir hiicreleri
arasindaki bu iletimde de sinir uclarindan saliverilen
cok kucuk miktarlardaki transmitter veya "norome-
diyator” adi verilen kimyasal maddeler rol alir. Sali-
verilen kimyasal araci sinaps araligin gecer ve ozel
reseptorlere baglanarak sinir hiicresini etkiler (1).
Sinir ucu ile kontrol edilen organ hiicresi arasinda
(noroefektor kavsak) iletimi saglayan kimyasal araci,
sempatik sistemde noradrenalin; parasempatik sis-
temde ise asetilkolin (ACh)'dir. O nedenle sempatik
sisteme adrenerjik sistem, parasempatik sisteme de
kolinerjik sistem adi verilir. Bu kimyasal aracilar,
kendilerine 0©zgli reseptorleri aktive ederek
etkilerini gosterirler. Bu reseptorler de adrenerjik
veya kolinerjik reseptorler adin1 alir. Adrenerjik
reseptorler fonksiyonlari bakimindan alfa ve beta re-
sertorler olarak ikiye aynlir. Kolinerjik reseptorler de
nikotinik ve muskarinik reseptorler olarak gruplandi-
rlir. Ancak kolinerjik sistemde sinir ucunun etkiledigi
efektor hiicredeki reseptorler, genellikle muskarinik
tiptedir. Asetilkolin, diiz kaslar ve enterik sinir siste-
mi salg1 hiicrelerinde eksitator etki gosteren birincil
transmitterdir (1, 2). Asetilkolin parasempatik ve
kolinerjik sinirler lizerine etkili onemli bir norot-
ransmitter olmasina ragmen etkisi cok kisa
siirdiiglinden tedavide ilag olarak pek kullanilmaz (3-
5). Fizostigmin ise dogal olarak olusan bir karba-
mattir ve tersier amin yapisindadir. Tedavide kullani-
m1 Miyastenia Gravis hastaligi ile simirlidir (2). Viicut-
ta etkisini asetilkolinesterazin substrati olarak gos-
teren fizostigminin olusturdugu enzim-substrat bile-
sigi asetilkolinesterazi gecici olarak inhibe ederek
kolinerjik aktivitenin artmasina sebep olur (1). Diger
taraftan kolinerjik reseptorlere baglanarak asetil-
kolinin etkilerini taklit eden karbakol ve betanekol
gibi sentetik esterler vardir. Karbakol, hem muska-
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rinik hem de nikotonik etkiler gosteren bir maddedir
(6).

Tatli su kurbagas1 (Amfibia)’mn, akciger do-
kusunda asetilkolinin, fizostigmin iceren ve icer-
meyen ortamlarda olusturdugu cevaplar Kkarsi-
lastirmali olarak incelenmistir. Bu calismada, elde
edilen verilerle, vicutta cok onemli bir norot-
ransmitter olan asetilkolinin etkilerinin efektor hiic-
re ve / veya gangliyon hiicreleri Uzerindeki etki glic-
lerinin ortaya konulmasi ve ileri calismalara katkida
bulunulmasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Deney Hayvani

Calismada agirliklan 20+5 g olan tatli su kur-
bagas1 kullanmilmistir. Kurbaga gazli bez ile yaka-
lanarak icinde eter emdirilmis pamuk bulunan bir ka-
vanoza konularak uyutulmustur. Makas ile gozlerin
birlestigi cizginin arkasindan kesilerek kurbagalar
dekapite edilmistir (7). Daha sonra, sirt ortasindaki
vertebral kanala stile sokularak medulla spinalis ha-
rap edilmistir.

Organ Banyosu Calismalari

Sag ve sol akcigerler biitiin olarak cikarilmis, ak-
cigerler, Ringer soluisyonu (RS) (102.5 mM NaCl, 2.6
mM KCL, 1.8 mM CaCl,, 1.19mM NaHCO, ve 2.77mM
Glukoz) icerisine alinmistir. Sag ve sol akcigerlerden
uzunlamasina alinan seritler (1,52 cm), sicaklig1 25
°C' de sabit tutulan ve surekli oksijen (% 95 O,; % 5
CO,) verilen organ banyosuna konulmustur (7). Se-
ritlere, 0,5 g tansiyon uygulanmis ve Ringer solusyo-
nunda U¢ saat inkiibasyon sonunda olusan intrensek
tonus 10 dk sure ile kaydedilmistir (7). Organ serit-
lerinin sebep oldugu izotonik kasilmalar kimograf ile
810 kez buyutulerek kaydedilmistir.

Asetilkolin ve Fizostigmin Uygulamalari

Tek doz Asetilkolin uygulamalar1 10° (n=6), 10°
(n=7), 10" (n=7), 10 (n=7) M konsantrasyonlarinda,
kiimilatif uygulamalar ise fizostigminsiz ve 10°,
5x10°® ve 107 ve 5x107 M konsantrasyonlarinda fizos-
tigmin iceren ortamlarda yapilmistir. Bunun sonun-
da, asetilkolinin meydana getirdigi kasilmalar ve
gevsemeler kaydedilmistir.
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Her asetilkolin konsantrasyonu icin ayr bir grup
olusturulmustur. Uygulamay1 takiben organ seritleri
normal Ringer ile yikanmis ve bir saat siresince
tonusdaki diizelme izlenmistir. ikinci grupta ise
fizostigminli ortamlarda kiimulatif asetilkolin uygu-
lamalarinin etkisi gozlenmistir. Her bir konsant-
rasyonun temas suresi 15 dk olacak sekilde ortama si-
rasiyla 10°, 10°, 10*, 10° M konsantrasyonlarinda
asetilkolin ilave edilmistir.

Sonuglarin Degerlendirilmesi

Tek ve kiimiilatif doz uygulama teknigi ile elde e-
dilen intrensek tonus cevaplari Adigiizel (8) tara-
findan tanimlanan yontem kullanilarak degerlen-
dirilmistir. Kiimiilatif teknigin kullamildig1 deney g-
ruplarinda, her dozun 15. dakikasinda olusan intren-
sek tonus olcumleri mm olarak ifade edilmistir. Her
bir konsantrasyondaki veriler X;-X, X,- X, ve X,- X, for-
mulu ile olusan kasilma ve gevsemeler Adiguzel (8)
tarafindan tamimlanan ol¢lte uygun olarak belir-
lenmistir.

istatistiksel Analiz

Olciimlerde elde edilen degerler mm olarak ifade
edilmistir. Calismada, tek doz ACh uygulamasindan
elde edilen gevseme/kasilma degerleri ile fizos-
tigminli ortamda farkli konsantrasyondaki asetilkolin
uygulamasindan elde edilen gevseme/kasilma de-
gerlerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasinda iki
yonlu tekrarli 6lcimlu varyans analizi (two-way re-
peated measure ANOVA) kullanmlmistir. Burada olcu-
len gevseme ve kasilma degerleri icin farkli dozlarin,
sirenin, ayrica doz ile sirenin birlikte etkisinin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi arasti-
rlmistir.

Fizostigminli ortamda her bir farkli konsan-
trasyonda oOlciilen degerlerin, kontrol grubu olarak
kabul edilen tek doz ACh uygulamasina gore anlamli
bulunan ortalama farkliliklan, ileri karsilastirma
(post hoc) testi olan Dunnett testi ile arastinlmistir.
Ayrica ortalama gevseme degerleri acisindan fark-
Lilig istatistiksel olarak anlamli bulunan zaman di-
limleri, LSD (Limiting Dose for Stimulation) testi ile
irdelenmistir. Calismada p <0.01 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir. istatistiksel de-
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gerlendirmede SPSS istatistik paket programi kulla-
nilmistir.

BULGULAR

Calismada toplam 35 su kurbagas1 kullamlmis ve
kurbagalar gruplara rasgele olarak dagitilmistir.
Calismanin istatistiksel olarak degerlendirmesinde
tercih edilen iki yonlu tekrarli 6lcumlu varyans anali-
zinin uygulanmas1 icin oncelikle verilerin normal
dagilima uyumu incelenmis ve kiiresellik (sphere-
city) varsayimi da mauchly kiresellik testi ile irde-
lenmistir.

Asetilkolinin Etkisi

Tek doz asetilkolin ile fizostigminli ortamda 10°M
konsantrasyonundaki asetilkolin uygulamalarinin
farkli zaman dilimlerinde hesaplanan ortalama gev-
seme degerleri (standart sapma) Tablo 1'de veril-
mistir. Bu serideki tim deneylerde asetilkoline bagh
kasilmalar maksimuma ulastiktan sonra 20 dakikalik
izleme siiresince zamanla orantili bir azalma egilimi
gozlenmistir. Asetilkolin uygulamasinin 20. dakika-
sinda preparatin normal kurbaga Ringer soliisyonu ile
yikanmasi tum seritlerde gevsemeye neden olmustur
(Tablo 1). Bunun sonucunda preparat tonusunun,
baslangicta fizostigminli ortamda intrensek tonusun
altina indigi gorulmistiir. Zaman dilimleri acisindan
ortalama gevseme degerleri arasindaki farklarin is-
tatistiksel olarak anlamli oldugu go6zlenmistir (p
<0.01). Farkliig1 yaratan ortalamalarin hangi zaman
dilimine ait oldugunun incelenmesinde, LSD testi
kullamlmistir. Test sonucunda, birinci dakikaya ait
4.28 mm olan ortalama gevseme degerinin, diger
zaman dilimlerde elde edilen ortalama olcumlerden
farkli oldugu goriilmiistiir. Ayrica, Tablo 1'in alt sat1-
rinda yer alan ortalamalara gore, gevseme mikta-
rinin 10. dakikadan itibaren arttig1, 40 dakikadan
sonra ise, hafif bir disiise gectigi sdylenebilir. Calis-
mada, dozlar agisindan ortalama farklar da anlamli
bulunmustur (p <0.01). Burada, kontrol grubu olarak
ele alinan 10° M asetilkolin konsantrayonuna gore,
farkliig1 yaratan dozun arastirilmasinda, Dunnett
testi uygulanmistir. Elde edilen verilerden istatis-
tiksel olarak tek anlamli fark, 10° M fizostigmin
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Tablo 1. Tek doz asetilkolin ile fizostigminli ortamda 10°M konsantrasyonda asetilkolin uygulamasindaki gevsemelerin zamana
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gore seyri
ZAMANA (Dk) GORE GEVSEME OLCUMLERI (mm)
UYGULAMA (M)
ORTALAMA
1 10 20 30 40 50 60 GEVSEME

(mm)
ACh-10°* 7.17 12.67 13.33 12.33 13.31 12.16 13.05 12.005
(n=7) (0.16)** (0.17) (0.17) (0.23) (0.12) (0.24) (0.12)
Fiz-10® 2.78 8.28 9.28 9.28 9.71 8.85 8.85 8.150*
(n=7) (0.56) (0.89) (0.55) (0.60) (0.63) (0.41) (0.43)
Fiz-5x10° 2.98 10.66 14.66 14.80 14.52 12.66 12.06 11.763
(n=6) (0.34) (0.64) (0.88) (0.62) (0.42) (0.64) (0.80)
Fiz-107 5.33 12.16 13.83 13.66 13.16 12.33 11.33 11.690
(n=6) (0.65) (0.55) (0.52) (0.53) (0.66) (0.85) (0.76)
Fiz-5x10” 3.16 16.16 13.83 14.83 13.53 13.83 13.66 12.719
(n=6) (0.58) (0.81) (0.52) (0.51) (0.65) (0.58) (0.62)
ORTALAMA
GEVSEME (mm) 4.28 12.08 12.98 12.98 12.84 11.96  11.79

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma

konsantrasyonu ile kontrol grubu arasinda gozlen-
mistir. Doz ve surrenin birlikte etkilesimi de istatistik-
sel olarak anlamli bulunmustur (p <0.01).

Diger taraftan, tek doz asetilkolin ile fizos-
tigminli ortamda 10°M konsantrasyonundaki asetil-
kolin uygulamalarinin farkli zaman dilimlerinde he-
saplanan ortalama gevseme degerleri arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p
<0.01). Burada 20. dakika ile 40. dakikadaki olciimler
disinda diger tim ikili zaman dilimlerine ait 6l-
cumlerde ortalama farklar anlamli cikmistir (p
<0.01). Dozlar acgisindan ortalama farklar da anlamli
bulunmustur (p <0.01). Yapilan ileri karsilastirmalar
neticesinde, ortalama dozlarin tiimiiniin kontrol gru-
bundan farkli oldugu gézlenmistir. Ayrica, doz ve sii-
renin birlikte etkilesimi de istatistiksel olarak an-
laml bulunmustur (p<0.01). 10° M asetilkolin ile goz-
lenen bulgulara benzer sekilde en kiicuiik kasilma en
yiiksek konsantrasyonda fizostigmin (5x107 M) iceren
ortamda gozlenmistir. Bu deneysel serilerde kulla-
mlan tim seritlerde asetilkoline bagli kasilmalar
maksimuma ulastiktan sonra azalma egilimi goster-
mistir. Yirminci dakikada Ringer soliusyonu ile ya-
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pilan yikama, seritlerde gevsemeye neden olmustur
(Tablo 2).

Tek doz asetilkolin ile fizostigminli ortamda 10"M
konsantrasyonundaki asetilkolin uygulamalarinin
zaman dilimleri acisindan ortalama gevseme deger-
leri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bu-
lunmustur (p<0.01). Burada, uygulanan ikili karsi-
lastirmalar sonucunda 10., 40. ve 50. dakikalara ait
olctimlerin benzer oldugu, bunun disindaki zaman di-
limlerine ait ortalama degerlerin farkli oldugu goril-
mustir (Tablo 3). Dozlar acisindan ortalama farklar
da anlamli bulunmustur (p <0.01). Burada Dunnett
testine gore, fizostigminli ortamda 10“ M konsan-
trasyonda asetil kolin uygulamasindan elde edilen
ortalama gevsemelerin timuniin kontrol grubuna ait
ortalama degerden farkli oldugu soylenebilir. Doz ve
surenin birlikte etkilesimi de istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.01). Tum deneylerde geli-
sen bu gevseme sonucu seritlerin tonusu fizostig-
minli ortamda baslangicta olusan intrensek tonusun
altina indigi goriilmistiir.

Fizostigminli ortamda 10°M konsantrasyonundaki
asetilkolin uygulamalarinin farkli zaman dilimlerin-
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Tablo 2. Tek doz asetilkolin ile Fizostigminli ortamda 10°M konsantrasyonundaki asetilkolin uygulamalarinin farkli zaman

dilimlerinde hesaplanan ortalama gevseme degerleri
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ZAMANA (Dk) GORE GEVSEME OLGUMLERI (mm)

UYGULAMA (M)
ORTALAMA
1 10 20 30 40 50 60 GEVSEME
(mm)
ACh-10° 5.07 6.28 6.57 6.71 7.01 7.14 6.85 6.522
(n=7) (0.25)*  (0.22) (0.18) (0.22) (0.24) (0.19) (0.19)
Fiz-10° 3.98 12.33 15.66 18.16 17.66 17.08 16.33 14.462*
(n=7) (0.64) (0.69) (0.75) (1.07) (0.75) (0.92) (1.15)
Fiz-5x10° 5.04 12.57 15.71 15.42 15.01 14.42 14.42 13.233*
(n=6) (0.81) (0.95) (1.15) (1.14) (1.34) (1.68) (1.68)
Fiz-107 8.06 18.42 19.29 18.71 18.43 17.43 17.57 16.845*
(n=6) (0.89) (1.32) (1.03) 1.27) (0.85) (1.26) (1.19)
Fiz-5x107 10.14 19.29 20.01 19.57 19.09 18.43 17.57 17.729*
(n=6) (0.87) (0.64) (0.75) (0.97) (1.25) (0.73) (1.19)
ORTALAMA
GEVSEME (mm)  6.46 13.781 15.450 15.719 15.442  14.902  14.552

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma

de hesaplanan ortalama gevseme degerleri Tablo
4'de verilmistir.

Zaman dilimleri acisindan ortalama gevseme de-
gerleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.01). Burada, 10“M konsantrasyo-
nundaki asetilkolin, zaman dilimlerinin her birinde
hesaplanan ortalama gevseme degerleri 10°M kon-
santrasyonundaki asetilkolin uygulamasindan elde
edilen ortalama gevseme degerlerinden daha kiiciik
oldugu goriilmiistiir (Tablo 3, 4). Uygulanan ikili kar-
silastirmalar sonucunda 40. ve 50. dakikalara ait ol-
climlerin istatistiksel olarak ayni oldugu, bunun di-
sindaki zaman dilimlerine ait ortalama degerlerin tii-
minin farkll oldugu goriilmistiir. Dozlar agisindan
ortalama farklar da anlamli bulunmustur (p<0.01).
Tablo 4'lin son kolonunda verilen ortalama degerlere
bakildiginda, 10"M asetilkolin konsantrasyonu ile 107
ve 5x10° M fizostigmin uygulamasindaki ortalama
dozlann yakin degerler olarak ¢ikmasina ragmen,
Dunnett testine gore, fizostigminli ortamda 10° M
konsantrasyonda asetilkolin uygulamasindan elde
edilen ortalama gevsemelerin timiniin kontrol gru-
buna ait ortalama degerden farkli oldugu istatistiksel

olarak saptanmistir (p<0.01). Doz ve surenin birlikte
etkilesimi de istatistiksel olarak anlamli bulunmus-
tur (p<0.01).

Tek doz tekniginin uygulandigi biitiin asetilkolin
konsantrasyonlar1 intrensek tonus lzerinde ek bir
kasilmaya sebep olmus ve bu kasilma 20 dakikalik iz-
leme siiresince kararliigim korumustur (Tablo 5;
Sekil 1, 2).

Farkli fizostigminli ortamlarda tek doz 10 M kon-
santrasyonundaki asetilkolin uygulamalarinin farkl
zaman dilimlerinde hesaplanan ortalama kasilma de-
gerleri (s.sapma) Tablo 5'de verilmistir. Zaman dilim-
leri acisindan ortalama gevseme degerleri arasindaki
farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlen-
mistir (p<0.01). LSD test sonucunda, sadece 3. ve7.
dakikada olciilen ortalama kasilma degerleri farksiz
cikmis; diger tiim ikili farklar anlamli bulunmustur.
Ayrica, Tablo 5'in alt satirinda yer alan ortalamalar-
dan kasilma miktarinin 7. dakikaya dek artista oldu-
gu ve 9. dakikadan itibaren ise disiise gectigi soyle-
nebilir. Calismada, dozlar agisindan ortalama farklar
da anlamli bulunmustur (p<0.01). Burada, en dusiik
ortalama deger; 10® M fizostigminli ortamda elde
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Tablo 3. Tek doz asetilkolin ile fizostigminli ortamda 10“M konsantrasyonundaki asetilkolin uygulamalarinin farkli zaman
dilimlerinde hesaplanan ortalama gevseme degerleri

ZAMANA (Dk) GORE GEVSEME OLCUMLERi (mm)

UYGULAMA (M)
ORTALAMA
1 10 20 30 40 50 60 GEVSEME
(mm)
ACh-10* 16.01 16.86 16.01 15.50 15.80 16.01 16.16 16.063
(n=7) (0.33)** (0.13) (0.17) (0.46) (0.12) (0.11) (0.01)
Fiz-10* 12.01 27.71 26.57 27.14 26.14 25.43 24.43 24.206*
(n=7) (0.71) (0.92) (1.14) (0.79) (1.10) (0.93) (0.75)
Fiz-5x10°® 14.32 29.85 35.52 35.97 35.58 35.88 35.97 31.855*
(n=6) (0.50) (0.71) (1.11) (0.39) (1.34) (0.81) (0.99)
Fiz-10” 17.29 38.10 45.20 40.00 35.50 34.10 37.44 35.376*
(n=6) (0.76) (0.76) (0.73) (0.79) (0.77) (0.74) (0.76)
Fiz-5x107 16.50 25.50 25.60 25.30 25.30 26.60 25.10 24.271*
(n=6) (0.71) (0.70) (0.65) (0.63) (0.73) (0.59) (0.61)
ORTALAMA
GEVSEME 15.243 27.604 29.780 28.782 27.665 27.605 27.799
(mm)

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma

Tablo 4. Fizostigminli ortamda 10° M konsantrasyonda tek doz asetilkolin uygulamasindaki gevsemelerin zamana gore seyri

ZAMANA (Dk) GORE GEVSEME OLGUMLERI (mm)

UYGULAMA (M)
ORTALAMA
1 10 20 30 40 50 60 GEVSEME
(mm)
ACh-10° 12.11 14.33 13.66 12.51 12.87 13.33 14.01 13.261
(n=7) (0.32)*  (0.14) (0.21) (0.31) (0.28) (0.20)  (0.19)
Fiz-10° 17.70 24.70 22.43 20.29 17.84 19.57 20.29 20.402*
(n=7) (0.65) (0.64) (0.69) (0.59) (0.53) (0.56)  (0.60)
Fiz-5x10° 14.85 25.57 25.29 23.00 21.71 20.43 20.29 21.592*
(n=6) (0.97) (0.60) (0.60) (0.60) (0.68) (0.54)  (0.60)
Fiz-10” 13.10 16.17 17.33 16.00 15.33 13.67 13.50 15.014*
(n=6) (0.60) (0.55) (0.53) (0.47) (0.54) (0.59)  (0.49)
Fiz-5x107 11.17 16.50 17.00 16.50 15.50 16.17 16.50 15.619*
(n=6) (0.49) (0.66) (0.47) (0.66) (0.49) 0.57)  (0.77)
ORTALAMA
GEVSEME 13.788 19.453  19.141 17.660  16.652  16.632  16.917
(mm)

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma

30

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi



S. ADIGUZEL ve R. UZUN

Cilt 65 m Say11 m 2008

Tablo 5. Fizostigminli ortamlarda tek doz 10° M konsantrasyonda asetilkolin uygulamasindaki kasilmalarin zamana gore seyri

ZAMANA (Dk) GORE KASILMA OLCUMLERI (mm)

UYGULAMA (M)
ORTALAMA
1 3 5 7 9 9 12 16 20 KASILMA
(mm)
ACh-10° 7.32 12.82 13,22 13.33  13.32  13.32  11.82 11.370
(n=7) (0.08)*  (0.08) (0.12) (0.16) (0.12) (0.12) (0.20) 10.03  10.17
(0.15)  (0.08)
Fiz- 10° 5.14 9.71  10.34 10.41 10.14 10.14  8.71 6.14 8.338*
(n=7) (0.05)  (0.29) (0.18) (0.25) (0.08) (0.08) (0.13) (3-%) (0.36)
Fiz- 5x10° 9.52 16.80 17.78 16.37 14.52 1452 1217 9.32 12.991*
(n=6) (0.08)  (0.32 (0.32) (0.23) (0.26) (0.26) (0.12) (100'2663) (0.17)
Fiz- 107 8.83 16.08 16.65 1557 14.08 1408 1117 _ 6.5 11.856*
(n=6) (0.35)  (0.04) (0.51) (0.41) (0.08) (0.08) (0.30) (0'32) (0.33)
Fiz- 5x107 9.17  18.52 19.17 1817 16.17 16.17  13.02 10.33 14.020*
(n=6) (0.25)  (0.44) (0.39) (0.49) (0.62) (0.62) (0.15) 11.03  (0.22)
(0.31)
ORTALAMA 4.28 14786 15.432 14.770 13.645 13.645 11.376 9.808  8.495
KASILMA (mm)
*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma
10dk

1
10°¢

Sekil 1. Tek doz uygulanan asetilkolinin izole kurbaga akciger iizerindeki etkisi. 10°M ve 10°M (T) konsantrasyonlardaki
asetilkolin uygulama noktasi (T). 20 dakika izleme siiresi sonunda kurbaga ringeri (K.R) ile ytkama noktas (1)

edilmistir. 5x 10° M ve 107 M fizostigminli ortamlarda
elde edilen degerler 10° M konsantrasyondaki kasil-
ma degerlerine yakin olsa da, Dunnett testine gore,
fizostigminli ortamda 10° M konsantrasyonda ase-
tilkolin uygulamasindan elde edilen ortalama kasil-
ma degerlerinin timiiniin kontrol grubuna ait ortala-
ma degerden farkli oldugu istatistiksel olarak sap-
tanmistir (p<0.01). Ayrica, doz ve surenin birlikte et-
kilesimi de istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.01).

Fizostigminli ortamlarda tek doz 10° M kon-
santrasyonda asetilkolin uygulamasindaki kasilma-
larin zaman dilimleri acisindan ortalama kasilma de-
gerleri arasindaki farklarin istatistiksel olarak an-
lamli oldugu gozlenmistir (p<0.01). LSD test sonu-
cunda, sadece 1. ve 9. dakikada olcilen ortalama
kasilma degerleri farksiz ¢ikmis (p=0.017); diger tim
ikili farklar anlamli bulunmustur (p<0.01). Calisma-
da, dozlar acisindan ortalama farklar da anlamli bu-
lunmustur (p<0.01). Dunnett testine gore, fizostig-
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Sekil 2. Tek doz uygulanan asetilkolinin izole kurbaga akciger lizerindeki etkisi. 10™M ve 10° M (T) konsantrasyonlardaki
asetilkolin uygulama noktas (T). 20 dakika izleme siiresi sonunda kurbaga ringeri (K.R) ile ytkama noktasi (1)

minli ortamda 10”° M konsantrasyonda asetilkolin uy-
gulamasindan elde edilen ortalama kasilma degerle-
rinin timinin kontrol grubuna ait ortalama deger-
den farkli oldugu istatistiksel olarak saptanmistir
(p<0.01). Ayrica, doz ve sirenin birlikte etkilesimi de
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01),
(Tablo 6).

Zaman dilimleri acisindan ortalama kasilma de-
gerleri arasindaki farklarin istatistiksel olarak an-
lamli oldugu gozlenmistir (p<0.01). LSD testi sonu-
cunda, 3. ve 9. dakikaile 5. ve 7. dakikalarda olctilen
ortalama kasilma degerlerinin birbirine yakin oldugu
gorilurken; diger tim ikili zaman dilimlerindeki
ortalama farklar istatistiksel olarak anlamli bulun-
mustur (p<0.01). Calismada, dozlar acisindan ortala-
ma farklar da anlamli bulunmustur (p<0.01). Dunnett
testine gore, fizostigminli ortamda 10 M konsantras-
yonunda asetilkolin uygulamasindan elde edilen
ortalama kasilma degerleri 10”7 M fizostigminli ortam
disinda kontrol grubuna ait ortalama degerden farkli
bulunmustur (p<0.01). Ayrica, doz ve siirenin birlikte
etkilesimi de istatistiksel olarak anlamli bulun-
mustur (p<0.01) (Tablo 7).

Zaman dilimleri acisindan ortalama kasilma de-
gerleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.01). Burada, uygulanan ikili karsi-
lastirma testi sonucunda 5. ve 7. dakikalara ait
olclimlerin benzer oldugu (p=0.755), bunun disindaki
zaman dilimlerine ait ortalama degerlerin timiiniin
istatistiksel olarak farkli oldugu gorilmistir
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(p<0.01). Dozlar acisindan ortalama farklar da an-
lamli bulunmustur (p<0.01). Dunnett testine gore,
fizostigminli ortamda, 10°M konsantrasyonunda ase-
tilkolin uygulamasindan elde edilen ortalama kasil-
ma degerleri 10°M fizostigmin uygulamasi disinda
kontrol grubuna ait ortalama degerden farkli olarak
saptanmistir (p<0.01). Fizostigmin iceren ortamda
10" M asetilkolin, tiim deney serilerinde uygulamanin
besinci veya yedinci dakikalarinda maksimuma ula-
san bir kasilmaya neden olmustur (Tablo 8).

Ancak, 10° M asetilkolin konsantrasyonu ile elde
edilen sonuclarin aksine, burada fizostigmin kon-
santrasyonu en yiiksek (5x107 M) olan ortamda asetil-
koline bagli maksimum kasilma en az olmus ve fizos-
tigmin kullamlan diger konsantrasyonlarini iceren
ortamlarda elde edilen bulgulardan istatistiksel ola-
rak anlamli bir fark gostermistir (p<0.05), (Tablo 5).
Bu serideki tiim deneylerde asetilkoline bagl kasil-
malarda maksimuma ulastiktan sonra 20 dakikalik iz-
leme siiresince zamanla orantili bir azalma egilimi
gozlenmistir. Asetilkolin uygulamasinin 20. dakika-
sinda preparatin normal Kurbaga Ringer soliisyonu ile
yikanmasi tiim seritlerde gevsemeye neden olmustur
(Tablo 6). Bunun sonucunda preparatin tonusunun,
baslangicta fizostigminli ortamdaki intrensek tonii-
slin altina indigi gorulmistir. fizostigmin iceren or-
tama uygulanan 10* M asetilkolin, uygulamanin be-
sinci dakikasinda maksimuma ulasan kasilmalara ne-
den olmustur (Tablo 7). 10° M asetilkolin ile gozlenen
bulgulara benzer sekilde en kiiciik kasilma en yiiksek
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Tablo 6. Fizostigminli ortamlarda tek doz 10° M konsantrasyonda asetilkolin uygulamasindaki kasilmalarin zamana gore seyri

ZAMANA (Dk) GORE KASILMA OLGCUMLERI (mm)

O ) ORTALAMA
1 3 5 7 9 12 16 18 20  GEVSEME
(mm)
ACh-10° 4.57 401  7.61 761 7.71 6.36 6.614
(n=7) (0.11)*  (0.11) (0.12) (0.12) (0.18) (2.81) 7.29 2.29 7.03
(0.13)  (0.13) (0.13)
Fiz- 10° 10.58  17.02 18.33 18.03 15.83  9.83 10.02  14.014*
(n=7) (0.42)  (0.53) (1.14) (0.92) (0.83) (0.65) 10.67 10.37 (0.77)
(0.66)  (0.88)
Fiz- 5x10° 9.54  16.81 17.83  16.36 1459 1216 oo 9.36  13.569%
=6 0.51 0.96) (1.03) (1.06) (1.10)  (0.90 : : 0.68
(n=6) (0.51)  (0.96) (1.03) (1.06) (1.10) (0.90) (0.60)  (0.86) (0.68)
Fiz- 107 8.83  16.06 16.63 15.54 14.04 11.16 6.59  12.411*
(n=6) (0.65)  (0.44) (0.94) (0.69) (1.14) (1.01) 9.74  8.07  (0.51)
(0.90)  (0.58)
Fiz- 5x10° 9.16  18.54 19.16 18.16 16.16 13.07 10.30  14.584*
(n=6) (0.65) (1.39) (1.27) (0.76) (0.74) (1.08) 11.09 10.59  (0.66)
(0.79) (0.63)
ORTALAMA 8.537  14.489 15.912 15.141 13.667 10.515 9.876 8.230 8.658
KASILMA (mm)

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma

fizostigmin (5x107 M) iceren ortamda gozlenmistir.
Bu deneysel serilerde kullanilan tum seritlerde ase-
tilkoline bagli kasilmalar maksimuma ulastiktan son-
ra azalma egilimi gostermistir. Yirminci dakikada
kurbaga Ringer soliisyonu ile yapilan yikama, serit-
lerde gevsemeye neden olmustur (Tablo 8). Tum de-
neylerde gelisen bu gevseme sonucu seritlerin tonu-
sunun, fizostigminli ortamda baslangicta olusan int-
rensek toniisiin altina indigi goriilmistiir. Fizostigmin
iceren ortamda 10” M asetilkolin, tim deney serile-
rinde uygulamanin besinci veya yedinci dakika-
larinda maksimuma ulasan bir kasilmaya neden ol-
mustur (Tablo 8). En yuksek fizostigmin konsant-
rasyonu (5x107 M) iceren ortamda 10° M asetilkoline
bagl kasilma boyu, daha diisiik konsantrasyonlarda
fizostigmin iceren ortamlarda gozlenenlere gore da-
ha az olarak bulunmustur. Fizostigminli ortamda kii-
milatif asetilkolin uygulamalarinin yapildigi deney
serilerinde (Sekil 3) fizostigmin icermeyen ortamda
yapilan asetilkolin uygulamalarina benzer sonuclar
elde edilmesine karsin, kasilma boylan kiciik
bulunmustur. 10° M fizostigmin iceren ortamlara kii-
miulatif asetilkolin uygulamasi, konsantrasyona

bagimli kasilmalara neden olmustur. 10°,10°,10* ve
10° M asetilkolinin sebep oldugu ortalama kasilma
boylarn siras1 ile 7x0,61; 12+1,9; 16,57+2,68;
17,8+2,78 mm olarak belirlenmistir.

Kasilma maksimuma ulastiktan sonra hicbir sekil-
de gevseme tarzinda cevap gelismemistir. X,-X, X,- X,
ve X,- X, parametreleri icin hic bir asetilkolin konsan-
trasyonunda negatif deger gozlenmemistir. 5x10° M
fizostigmin iceren ortamda kumdulatif asetilkolin
uygulamasi ile elde edilen sonuclar daha dusuk kon-
santrasyondaki fizostigmin iceren ortamdaki sonuc-
lara benzerlik gostermistir. Kasilma boylarinda, kon-
santrasyona bagimli bir artisin oldugu izlenmistir.

10°, 10°, 10" ve 10° M asetilkolin konsan-
trasyonlarinin sebep oldugu kasilmalar sirasiyla;
3.71+ 0.89, 6.85 + 0.98, 1.28+ 1.78 ve 12.42+ 1.96
mm olarak kayde-dilmistir. Hicbir seritte kasilma
boyu maksimuma ulastiktan sonra gevseme tarzinda
bir yanmt gorilme-mistir, “X,-X, X,- X, ve X;- X,”
parametreleri icin hicbir konsantrasyonlarda negatif
deger gorilmezken, 107 M fizostigmin iceren
ortamda kumdilatif asetilkolin uygulamasinin, yine
konsantrasyona bagimli olarak artan kasilmalara yol
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Tablo 7. Fizostigminli ortamlarda tek doz 10 M konsantrasyonda asetilkolin uygulamasindaki kasilmalarin zamana gore

seyri
ZAMANA (Dk) GORE KASILMA OLCUMLERI (mm)
UYGULAMA (M) EE
1 3 5 7 9 12 16 18 20  GEVSEME
(mm)
ACh-10" 8.71  12.81 14.44 14.83 15.08  14.51 13.706
(n=7) (0.13)* (0.09) (0.21) (0.16) (0.18) (0.11) 14.51 1421 14.23
(0.11)  (0.09) (0.08)
Fiz- 10° 13.09 18.29 18.70 18.70 18.43 17.86 16.14  17.224*
(n=7) (0.64) (0.64) (0.46) (0.46) (0.53) (0.54) 17.37 16.44 (g 50
(0.64) (0.37)
Fiz- 5x10* 1332 2033 21.83 2182 1925 1638 . .. 1217 17.019*
n=6 0.53 1.59)  (0.29) (0.31 1.27)  (0.88 : ‘ 0.74
(n=6) (0.53) (1.59) (0.29) (0.31) (1.27) (0.88) (1.09)  (0.53) (0.74)
Fiz- 107 11.39  15.77 16.04 15.67 14.86 13.39 10.99  13.573
(n=6) (0.80) (0.74) (0.75) (0.63) (0.82) (0.55) 12.30 11.76  (0.67)
(0.56)  (0.89)
Fiz- 5.22+ 7.82  9.55  9.80 9.30 8.32 6.67 8.00*
5x107 0.75 (2.72) (0.52) (0.60) (1.11) (1.11) 7.98  7.35  (0.58)
(n=6) (0.60) (0.73)
ORTALAMA
KASILMA 10.344  15.004 16.114 16.163 15.384 14.091 13.347 12.653 120.38
(mm)

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma

Tablo 8. Fizostigminli ortamlarda tek doz 10° M konsantrasyonda asetilkolin uygulamasindaki kasilmalarin zamana gére seyri

ZAMANA (Dk) GORE KASILMA OLCUMLERi (mm)

YGULA
UYGULAMA (W) ORTALAMA
1 3 5 7 9 12 16 18 20 KASILMA
(mm)

ACh-10° 9.03  13.31  14.09 14.01 14 14.03 13.235
(0.13)* (0.30) (0.18) (0.15) (0.13) (0.01) 13.81 13.51 13.31

(n=7) (0.10)  (0.09) (0.18)

Fiz- 10° 9.11  13.31  13.86 13.99 12.70 13.03 11.43 12.448
(0.60) (0.86) (0.71) (1.21) (0.51) (1.14) 12.43 1217 (0.57)

(n=7) (0.85)  (0.91)

Fiz- 1243 17.71 19.14 1881 17.86 1649 1459  13.569*

5x10° (0.89) (1.54) (1.29) (0.74) (0.75) (0.73) 1646 1441 4 )

(n=6) (0.78)  (0.73)

Fiz- 107 8.30 11.83 12.31 1253 12.23  10.82 8.82 16.433*
(0.63) (0.92) (0.85) (0.73) (0.69) (0.66) 9.82  9.32  (0.88)

(n=6) (0.68)  (0.79)

Fiz- 5x10” 535  9.00 9.50 9.67  9.67 8.30 7.00 8.220*
0.81  (0.61) (1.00) (0.73) (0.80) (0.61) 8.00  7.50  (0.66)

(n=6) (0.83) (0.76)

ORTALAMA

mi:';MA 8.844 13.035 13.780 13.803 13.291 12.532 12.103 11.383 11.029

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma
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Sekil 3. Kiimiilatif teknik ile uygulanan 10°M, 10° M, 10 M ve 10° M (T) konsantrasyonlardaki asetilkolin uygulama
noktalar (T). Kimiilatif teknik ile uygulanan asetilkolinin izole kurbaga akciger iizerindeki etkisi (iist sekil). 10® M
fizostigmin iceren ortamda uygulanan asetilkolinin izole kurbaga akciger iizerindeki etkisi (alt sekil).

actig1 goriilmiistiir. Kasilma boylar, diisiik asetilkolin
konsantrasyonundan yiik-sek konsantrasyona dogru
sirastile 4.16+ 0.3, 6.33+0.95, 10.66+ 0.91 ve 12.83+
1.24 mm olarak tespit edilmistir. Kasilma
maksimuma ulastiktan sonra gev-seme tarzinda
yanit hicbir seritte gozlenmemistir. X,-X, X,- X, ve X;-
X, parametrelerinde negatif deger tespit
edilmemistir. 5x107 M fizostigmin iceren or-tamda
kiimulatif asetilkolin uygulamasi, konsan-trasyona
bagimli olarak artan kasilmalar olustur-mustur.
Ortalama kasilma boylarn kicuk asetilkolin
konsantrasyonundan biiylige dogru sirasi ile
6.14+0.85, 7.8+1.6, 10.4+2.05, 11.4+2.05 mm olarak
bulunmustur. Kasilma maksimuma ulastiktan sonra
sadece bir seritte, 10° M asetilkolin konsantrasyo-
nuna verilen cevapta gevseme ve X,-X parametresi
icin negatif deger saptanmistir.

TARTISMA

Kurbaga akciger seritlerinde dengelenme peri-
yodu sirasinda ortaya c¢ikan tonus artis1 daha once
yapilan calismalarda da gozlenmistir (7, 8). Karba-
kollin izole kurbaga akciger seritleri lizerine etkisi
(8) ile bu calismadaki asetilkolin uygulamalarinda

elde edilen sonuclar, birbirine benzerlik gostermek-
tedir. Asetilkolinin akciger organ seritleri lizerinde
hakim olan kasici etkisi efektor hiicre membra-
nindaki muskarinik reséptorlerin aktivasyonuna bagli
olabilir (9, 10). Bu etkinin doza bagimlilik goster-
memesi, kullanilan en disiik asetilkolin konsan-
trasyonunda maksimum cevaba ulasildigim diistindii-
rebilir. Ancak, bir kolinesteraz inhibitorii olan fizos-
tigminli (11) ortamda, 10° M asetilkoline verilen
kasilma tarzindaki cevaplarda fizostigmin konsan-
trasyonlarina bagimli anlamli artislar saptanmistir,
fakat kasilmalarin maksimuma ulastiktan sonra ka-
rarliigim koruyamadig1 gozlenmistir. Bu durum
asetilkolinin biyofazda kolinesteraz tarafindan hizli
bir sekilde yikilmasinin, maksimum cevaba ulasilma-
sinda kisitlayici bir faktor olabilecegine, ayrica kont-
raktil cevaptan sorumlu mekanizmalardan daha ya-
vas gelisen gevsetici bir mekanizmanin da aktive
edildigine isaret edebilir.

Fizostigminli ortamda asetilkoline bagl kasil-
malarin kararliigimt koruyamamasinin, baslangicta
olusan intrensek tonusun in vitro kosullarda surek-
lilik gostermemesinden kaynaklandigim diistinmek
mimkiin degildir. Zira tek doz karbakol kullanilan de-
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neylerde (8), preparat Ringer solisyonu ile yikan-
diktan sonra bir saatlik izleme siresince tonusun,
baslangicta gelisen intrensek toniisiin altina inme-
digi bildirilmistir (8). Bu gézlem, en azindan deney
sliresince, intrensek tonusda bir azalma olmadigim
gostermistir. Diger yandan organ seritlerinin fizostig-
min iceren ortamdan normal Ringer soliisyonu iceri-
sine alinmasi, tonusun baslangicta gelisen intrensek
tonusun altina inmesine neden olmustur.

Bu farkli durum baslangictan itibaren ortamda
bulunan fizostigminin intrensek tonusu daha belirgin
hale getirdigini diisiindirmektedir. Fizostigminli or-
tamda, tek doz olarak uygulanan 10° M ve daha yiik-
sek asetilkolin konsantrasyonlarina verilen kasilma
tarzindaki cevaplar fizostigmin konsantrasyonlarina
bagimli olarak azalmistir. Bu gézlem gevsetici meka-
nizmalarin daha giicli aktive edildigini, dolayis ile
kontraktil cevabin boyutlarinda bir azalmaya sebep
oldugunu dustindirmiistiir. Fizostigminli ortamda,
asetilkolinin kiimilatif uygulandig1 deneylerde de,
tek doz tekniginin uygulandig1 deneylerdekilere ben-
zer sonuclar ainmistir. Diger taraftan karbakol uygu-
lamalarindan (8) farkli olarak X,-X,, X,-X, deger-
lerinde belirgin bir negatiflik saptanamamistir. Bu
durum karbakol ile asetilkolin arasindaki tek fark gibi
gozikmektedir. Bu nedenle, her iki ilacin efektor
hiicre ve/veya gangliyon hucreleri Uzerindeki etki
giiclerinin farkli olabilecegini ve bu farkliigin ortaya
cikabilecegi soylenebilir. Ancak farkin gercek nede-
ninin ortaya konulabilmesi icin daha ileri calismalara
ihtiyac vardir.
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