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AntiKkolinesteraz Ilaclarin Sican Ileum Diiz Kasinda Betanekol ile Uyarilan

Kasilma Yanitlarina Etkisi
Ilker Kelle
OZET

Giiniimiizde halen tedavi amacl olarak intestinal sistem ve mesane diiz kaslarinin
atonisinde, glokomda, myastenia graviste ve kompetitif néromuskuler kas
gevseticilerin etkilerinin sonlandirilmasinda kullanilan antikolinesterazlar, bu gibi
kolinerjik aktivitenin azaldigi durumlarda reseptorler iizerine selektif etkiler
olusturmaktan ziyade ACh konsantrasyonunu arttirarak dolayli etkileriyle non-
selektif olarak hem muskarinik hem de nikotinik etkiler olustururlar. Son yillarda
yapilan bazi calismalarda antikolinesteraz ilaclarin dogrudan antimuskarinik etkiler
de olusturabilecegi bildirilmistir. Biz de calismamizda bu amacla, her bir Wistar
albino sigcandan hazirlanan ileum diiz kas preparatlarinda muskarinik agonistik etkili
betanekol ile olusturulan kasilma yanitlart iizerine neostigmin, edrofonyum ve
piridostigminin doza bagimh etkilerini inceledik. Antikolinesterazlarin hicbirisi ilk ii¢
derigimlerinde betanekol kasilma yanitlarinda bir giiclenmeye yol agmadi (p > 0,05;
eslestirilmis Student’s t test). Fakat 1000uM’hik en yiiksek derigimlerinde, neostigmin,
edrofonyum ve piridostigmin, ileum diiz kas preparatlarinda betanekol ile uyarilan
diiz kas kasimalarimi zayiflatn (p < 0,05; paired samples t test). Sonuclar
antikolinesterazlarin sican ileum preparatlarindaki kolinerjik kasilma yanitlar
iizerinde dual etkili olmadiklarini diisiindiirmektedir. Antikolinesterazlar yiiksek
dozlarinda, ileum diiz kas kasiumalar iizerinde antimuskarinik etkilere yol acabilirler.

Anahtar Kelimeler: Antikolinesterazlar, fleum Diiz Kasi, Diiz Kas Kasilmast,
Betanekol, Antimuskarinik Etkiler.

The Effects of Anticholinesterase Drugs on Bethanechol-Induced Contractile

Responses in Rat Illeum Smooth Muscle
SUMMARY

At present, anticholinesterase drugs are valuable as therapeutic agents when
cholinergic activity decreased in cases such as glokom, myastenia gravis and
postoperative period which induces atony in bladder and intestinal smooth muscles. In
these conditions anticholinesterases are expected to increase the levels of
acetylcholine by inhibiting the enzyme acetylcholinesterase, thus they can exhibit both
muscarinic and nicotinic effects indirectly rather than constituting a direct effect on
muscarinic receptors. But recently, it has been shown that anticholinesterase drugs
may exhibit a dose-dependent antimuscarinic effect by interacting with muscarinic
receptors directly. According to these results, we investigated the dose-dependent
effects of anticholinesterases on bethanechol-induced contractile responses at ileum
smooth muscle preparations. QOur results show that none of the three
anticholinesterases did cause any potentialization on contractile responses for
bethanechol at their first three concentrations (p > 0,05; paired samples t test). But at
their highest concentration such as 1000 uM, neostigmine, edrophonium and
piridostigmine attenuated the bethanechol induced contractile responses (p< 0,05;
paired samples t test). These results suggest that anticholinesterases do not have dual
effects on bethanechol induced contractile responses in rat ileum smooth muscle
preparations. Larger doses of anticholinesterases may evoke antimuscarinic effects on
ileum smooth muscle contractions.

Key Words: Anticholinesterases, Illeum Smooth Muscle, Smooth Muscle
Contractions, Bethanechol, Antimuscarinic Effects.
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I Kelle

GIRIS

Otonom sinir sistemi, viseral, vejetatif ya
da irade dis1 aktivite gosteren sinir sistemi
seklinde tanimlanabilir. Otonom sinir sistemi-
nin periferik kism1 kalp, kan damarlari, salg
bezleri, diger viseral organlar ve diiz kaslar
inerve eden sinirler, gangliyonlar ve pleksuslar-
dan olusmaktadir. Otonom sinir sisteminin
periferik kisimlarini olusturan pregangliyonik
otonomik liflerin tamaminda, biitiin
postgangliyonik  parasempatik liflerde ve
birkag postgangliyonik sempatik sinir lifinde
norotransmiter madde asetilkolin (ACh)’dir ve
ACh saliveren bu liflere de kolinerjik lifler adi
verilir (1).

Otonomik ve somatik motor sinirlerden
saliman ACh’nin etkileri, molekiiliin enzimatik
yikimiyla  sonlandirilir.  Hidroliz  olayz,
kolinerjik sinapslarda yiiksek konsantrasyonlarda
bulunan, hem sinir hem de kas dokusunda
sentezlenen protein yapisindaki asetilkolinesteraz
(AChE) enzimi tarafindan gergeklestirilir (2).

AChE’1 inhibe eden ilaglara antikolineste-
raz ajanlar adi wverilir. Antikolinesterazlarin
karakteristik farmakolojik etkileri, primer olarak
kolinerjik yolaklarda ACh’nin AChE enzimi
tarafindan hidrolizini Onlemeleriyle olusur.
Bunun sonucunda kolinerjik impulslarla ya da
spontan olarak sinir uglarindan saliverilen
ACh’nin sinaptik araliktaki diizeyi yiikselir ve
ACh’ne bagl yanitlarda siddetlenme goriiliir
(1).

Giinlimiizde halen tedavi amacgli olarak,
postoperatif donemde goriilen intestinal sistem
ve mesane diiz kaslarinin  atonisinde,
glokomda, myastenia graviste ve kompetitif
néromuskuler kas gevseticilerin etkilerinin
sonlandirilmasinda kullanilan antikolinesteraz-
lar, bu gibi kolinerjik aktivitenin azaldig1
durumlarda reseptorler iizerine selektif etkiler
olusturmaktan ziyade ACh konsantrasyonunu
arttirarak dolayl etkileriyle non-selektif olarak
hem muskarinik hem de nikotinik etkiler
olustururlar.

Ancak son yillarda yapilan bazi
caligmalarda antikolinesteraz ilaglarin dogru-
dan antimuskarinik etkiler de olusturabilecegi
bildirilmistir. Tsuda A. ve ark. (3)’1 sigan
trakeasinda  yaptiklan ~ bir  caligmada
Neostigmin, Edrofonyum ve Piridostigmin gibi
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antikolinesterazlarin yiiksek dozlarda diiz kas
gevsemesine yol agtiklarin1  gostermiglerdir.
Deschamps ve ark.(4)’1 ise, 25 hasta iizerinde
yaptiklar1 bir calismada, bir antikolinesteraz
olan edrofonyumun, insanlardaki kardiyovas-
kiiler otonomik kontrol fiizerinde disiik
dozlarinda giiglendirici; yliksek dozlarinda ise
zayiflatict yonde etki olusturarak bifazik bir
etki kalib1 gosterdigini ifade etmiglerdir.

Bu veriler 1s1ginda biz de calismamizda
etki siireleri farkli olan antikolinesteraz
ilaglarin olas1 antimuskarinik etkilerini sican
ileum diiz kasinda arastirmayir amagladik.
Calismamizda her bir Wistar albino sicandan

hazirlanan ileum diiz kas preparatlarinda
muskarinik agonistik etkili betanekol ile
olusturulan  kasilma  yamitlar1  {izerine

neostigmin, edrofonyum ve piridostigminin
doza bagimli etkilerini inceledik.

GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlan

Calismamizda Dicle Universitesi Saglhk
Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezinden
(DUSAM) temin edilen her iki cinsiyetten 200-
300 g agirhiginda 30 adet Wistar albino sican
kullanild.

Oniki saatlik karanlik — aydinlik dongiisii
ortaminda oda sicaklifinda  barindirilan
siganlar, intestinal igeriginin temizlenmesine
kolaylik saglamasi amaciyla bir gece ag
birakildi ancak su i¢meleri kisitlanmadi.

Deney Plani

Deneylerimizde anestezik madde olarak
Ketamine (100mg/kg; Ketalar®) ve Xylazine
Hydrochloride (10mg/kg; Rompun®)
kombinasyonu kullanildi. Anestetize edilen
sicanlar eksanguinasyon ile sakrifiye edildi.
Anestetize edilen sicanlarin karin bosluklari
longitudinal abdominal insizyon ile acgilarak
ileuma ulasildi.

Abdomen agildiktan sonra belirlenen
ileum, ¢cekum ile birlestigi bolgeden kesilerek
bir hemostatik klemp ile tespit edildi ve tek
darbe ile siiratle ¢ekilerek ileumun mezenter-
den ayrilmasi saglandi. Takriben 40 cm
uzunlugunda kesilen barsak pargasi, ig¢inde
37°C’a kadar 1sitilmig  Tyrode soliisyonu



Cilt: 34, Sayi: 3, (155-163)

bulunan bir kaba aktarildi. ileumun proksimal
ve distal kisimlar isaretlendikten sonra ucunda
kiit agizli kaniil bulunan 10 ml’lik bir enjektor
kullanilarak, doku =zedelenmeden Tyrode
soliisyonu ile ileum icerigi uzaklastirildi.
[leumun her iki ucundan 10’ar cm kesilerek
atildi ve kalan kistm Magnus yontemine (5)
gore 1,5-2 cm’lik tiipler seklinde kesildi.
[leumdan hazirlanan tiipler, 5/0—6/0 atravmatik
krome katgiit siitur materyali kullanilarak izole
organ banyosuna asilacak preparatlar haline
getirildi. Her bir preparat i¢in bir seri deney
gerceklestirildi.  Hazirlanan  tiim  ileum
preparatlar1 ayni giin i¢inde kullanildi; hemen
kullanilmayan preparatlar Tyrode soliisyonu
icinde +4°C’de saklanda.

07/12/2001 tarihli ve 5117 sayili Etik
Kurul izni alinan c¢alismalarimiz siiresince
hayvan haklar ile ilgili olarak Ulusal Saglik
Enstitiisiince  (NIH) belirlenen “Hayvan
Haklarinin Korunmasi” hususundaki esaslara
6zenle uyuldu.

Ilaclarin Hazirlanmasi

Deneylerimizde kullanilan ilaglar:
Bethanechol chloride (Sigma Chemical Co.),
Pyridostigmine bromide (Sigma Chemical
Co.), Neostigmine bromide (Sigma Chemical
Co.), Edrophonium chloride (Sigma Chemical
Co.), Barium chloride (Riedel-De Hoen
Agseelze).

Deneyde Kullanilan Tyrode Soliisyonunun
Bilesimi

Tyrode soliisyonunun bilesimi litrede 137
mM NaCl, 11,9 mM NaHCO;, 2,7 mM KCI,
1, mM CaCl, 1,1 mM MgCl, 045 mM
NaH,PO, ve 5,5 mM Glukoz olacak sekilde
hazirlandu.

Tyrode soliisyonu i¢in distile su temininde

AutoStill™, Jencons Scientific Lim.,
Cherrycourt Way Industrial Estate cihazi
kullanildi.

Caligmamizda 1sitict ceketli izole organ
banyosu olarak May IOBS 99 (isolated organ
bath stand) ve beraberinde MAY WBC 3044
V3 (waterbath and circulator system) 1sitici-
dolasim cihazi kullanildi.

Agonist ve antikolinesteraz etkili ilaglara
izole organ banyosuna asili dokularin verdigi
yanitlarin saptanmasinda izometrik tipte FDT

10-A Force Displacement Transducer’dan,

saptanan yanitlarin amplifiye edilmesinde
BIOPAC Systems Inc.Model MP30b-CE
amplifikatoriinden, yanitlarin bilgisayar
ortamima aktarilarak degerlendirilmesinde ise
BIOPAC Student Lab PRO Manual
Professional Version 3.6.6 for PC with

Windows programindan yararlanildi.
In Vitro Organ Banyosu Deneyleri

Aragtirmamizda her bir Wistar albino
sicandan hazirlanan {i¢c adet ileum diiz kas
preparati, dort kanalli 20 ml’lik izole organ
banyomuzun sirasiyla 1, 2 ve 3 no’lu kanallari-
na asildi. 37°C’ye kadar 1sitilmig ve siirekli
olarak havalandirilan organ banyosunun
icindeki ileum diiz kas preparatlarma 1 g’lik
gerilim uyguland. ilag uygulamasina gegilme-
den once, her 15 dakikada bir kez lavaj
yapilmak suretiyle dokularin 45 dakika siireyle
banyo ortamma adapte olmalar1 saglandi.
Adaptasyon siiresinin sonunda her ii¢ kanalda-
ki diiz kas preparatlar1 iizerinde 6nce agonist
etkili betanekol i¢in; organ banyosu iginde
0,01 uM’dan bagliyarak sirasiyla 0,1 uM, 1
uM, 10 uM ve 100 uM’lik derigimler elde
edilecek sekilde yapilan 1’er diziemlik
ilavelerle kiimiilatif tipte kontrol derigsim-yanit
egrisi alindi. Takiben yapilan yikama islemi,
her 5 dk’da 1 kez olmak {iizere 3 kez
tekrarlandi.

En son yikama igleminden 5 dk sonra, 1
no’lu organ banyosuna neostigmin, 2 no’lu
organ banyosuna edrofonyum, 3 no’lu organ
banyosuna piridostigmin; ortamda 1uM’lik
derisimleri olusacak sekilde 1’er diziemlik
enjeksiyonlarla katildu. Enjeksiyonlarin
dogrudan doku {iizerine yonelmemesine dikkat
edildi.

Birer diziemlik ilaveler ile tatbik edilen
herbir antikolinesteraz icin 10 dk beklenildik-
ten sonra tekrar betanekol i¢in kiimiilatif tipte
derisim-yanit egrileri alindi. Yanitlar sonrasin-
da yikama islemi gerceklestirildi. Yikama
islemi her 5 dk’da 1 kez olmak iizere 3 kez
tekrarlandi. Antikolinesterazlari takiben
betanekol i¢in derisim-yanit egrileri alinmasi
ve ardindan dokularin yikanmasi seklinde
uygulanan deney serileri, antikolinesterazlarin
IuM, 10pM, 100uM ve 1000puM’lik artan
derisimleri igin ayr1 ayr tekrarlandi.
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En son asamada, ileum diiz kas preparatlari
10 mmol/L BaCl, ile muamele edilerek, artan
konsantrasyonlardaki antikolinesterazlarm etkisi
altindaki dokulardan betanekol ig¢in alinan
yanitlarin mukayese edilebilecegi maksimum
kasilma yanitlar1 olusturuldu.

Veri Analizi

[lag uygulamas! oncesinde 1 g’lik gerilim
uygulanan  sican  ileum  preparatlarinin
antikolinesterazlarla ~ muamele  olmalarim
takiben betanekole verdigi kasilma yanitlari,
BIOPAC Student Lab PRO MPV 3.6.6 for PC
programinda ‘peak to peak’ degerleri
hesaplanarak gram (g) cinsinden ifade edildi.
Deneylerimizde betanekol ve antikolinesteraz-
lar sonrasinda betanekol i¢in alinan derisim-
yanit egrileri, en son asamada uygulanan BaCl,
ile olusturulan kasilma yanitlariyla karsilagtiril-
d1 ve yiizde (%) olarak gdsterildi.

Her bir seri deneyden elde edilen doz-yanit
egrileri i¢cin EC50 ve -logEC50 (PD2)
degerleri, Graph Pad Prism Version 4.00
(Trial) for Windows, San Diego, USA
programi kullanilarak non-lineer regresyon
analizi ile hesaplandi. Biitiin veriler ortalama *
ortalamanin standart hatasi (SH) seklinde
tanimlandi.

Her bir antikolinesterazin, betanekol igin
Emaks ve EC50 degerleri {izerine olan etkileri
Eslestirilmis Student’s T testi ile analiz edildi.
Bu etkiler ac¢isindan antikolinesterazlar arasin-
da fark bulunup bulunmadigi One-way varyans
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analizi (ANOVA) ile incelendi. P < 0,05
olmast durumunda aradaki farkin anlaml
oldugu kanisina varildi.

BULGULAR

Calismamizda kullandigimiz ileum
striplerinden betanekoliin kiimiilatif dozlar
icin elde edilen kontrol kasilma yanitlarina ait
Emaks ve —log EC50 degerleri ile, neostigmin-
in, edrofonyum ve piridostigminin 1 uM’dan
bagliyarak  swrasiyla  10uM, 100uM  ve
1000uM’lik  artan derisimleri  sonrasinda
betanekol ile elde edilen Emaks ve —log EC50
degerleri  arasinda  yapilan istatistiksel
degerlendirme sonuglart Tablo 1’de; her bir
antikolinesterazin 4  farkli  derisiminin,
kiimiilatif tipteki betanekol doz-yanit egrisi
iizerine olan etkileri ve 1000 uM’lik anti-
kolinesteraz derisiminde kasilma yanitlarindaki
anlamli diisiis sirasiyla Sekil 1, 2 ve 3’de
gosterilmistir.

Her ¢ antikolinesteraz da  diisiik
derisimlerinde, ileum diiz kas preparatlarindan
elde edilen kiimiilatif tipteki doz — yanit
egrilerinin Emaks ve -log EC50 degerlerinde
kontrol yanitlarina goére anlamli bir artis
olusturmamustir (n = 24, p > 0,05), (Tablo 1).

Betanekol i¢cin Emaks degerlerinde anlaml
diislisiin  yanisira, -log ECS50 degerlerinde
belirgin artis (n = 24, p < 0,05), her iic
antikolinesterazin 1000 uM’lik derisimlerinde
gergeklesmistir  (n = 24, p < 0,05), (Sekil 4,
5).

Tablo 1. Sican ileum dokusunda neostigminin, edrofonyum ve piridostigminin 1 pM’dan itibaren
artan derisimlerdeki uygulamalarinin, betanekol i¢in alinan kiimiilatif doz-yanit egrilerinin -logEC50
ve Emaks degerleri ilizerine olan etkileri ve bu etkilerin istatistiksel degerlendirme sonuglari
goriilmektedir (Eslestirilmis Student’s t testi). *Kontrole gore farkli(p < 0,05).

-log EC 50 % E maks
Betanekol kontrol yanitlar 3,53 +0,083 % 82,6 + 6,0
Neostigmin 1uM + Bet 3,96 +0,110* % 76,5+ 10,0
10uM + Bet 4,23 +0,129* % 46,2 + 6,2*
100uM + Bet 4,25+0,131* % 33,2 + 4,8*
1000pM + Bet 4,36 + 0,092* % 23,8 + 2,3*
Edrofonyum 1uM + Bet 3,54 £ 0,158 % 87,0+ 8,5
10uM + Bet 3,70 £ 0,149 % 78,3+7,6
100uM + Bet 3,84 +£0,141 % 57,1+5,8
1000uM + Bet 4,05 +0,162* % 40,1 + 4,5*
Piridostigmin 1uM + Bet 3,86 + 0,132 % 80,0 + 10,3
10uM + Bet 4,05+ 0,079 % 63,2+7,7
100uM + Bet 4,17 +0,123* % 35,7 +4,3*
1000uM + Bet 4,20 + 0,120* % 25,5 + 2,5*
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70 == Betanekol Kontrol
60 —0—1 mikM Neo+Bet
50 * == 10 mikM Neo+Bet

% Kasilma

40 & | |[—0—100 mikM Neo+Bet
# == 1000 mikM Neo+Bet

0.01 0.10 1,00 10,00
mikroMolar Betanekol

100,00

Sekil 1. Artan derisimlerdeki neostigmin
uygulamasinin kiimiilatif tipteki betanekol doz-
yanit egrisi lizerine olan etkileri ve 1000
puM’lik  neostigmin  derisiminde kasilma
yanitlarindaki anlamli diisiis goriilmektedir(n =
24, p £0,05).

. 70 =Hl—Betanekol Kontrol
E &0 —0—1 mikM Edro+Bet
2 50 == 10 mikM Edro+Bet
@ | | o100 mich EdrosBet
. —[— 1000 mikM Edro+Bel

0,01 0,10 1,00 10,00 100,00

mikroMolar Betanekol

DOBet Kontrol Emax
HENeostigmin + Bet Emax
BEdrofonyum + Bet Emax
W Piridostigmin + Bet Emax

% Kasilma Emaks

Kont Bet 1 10 100 1000

mikroM Antikolinesteraz

Sekil 4. Sigan ileum diiz kas dokusunda her ii¢
antikolinesterazin artan derisimlerdeki
uygulamalarint takiben betanekol doz-yanit
egrilerinden elde edilen Emaks degerlerinin
kontrol Emaks degerlerine gore degisimi
goriilmektedir.

—l—Neostigmin / Bet -log EC50
== Edrofonyum / Bet -log

== Piridostigmin / Bet -log
EC50

Kont Bet 1 10 100 1000

mikroM Antikolinesteraz

Sekil 2. Artan derisimlerdeki edrofonyum
uygulamasinin ~ sigan  ileum diiz  kas
preparatlarinda kiimiilatif tipteki betanekol
doz-yanit egrisi lizerine olan etkileri ve 1000
puM’lik  edrofonyum derisiminin  kasilma
yanitlart {lizerinde olusturdugu anlamli diisiis
goriilmektedir (n = 24, p < 0,05).

a0

80

70 —H—Betanekol Kontrol
60 —O— 1 mikM Piri+Bet
2 50 —— 10 mikM Piri+Bet
£ 40 % | | =100 miki Piri+Bat
- * =={J= 1000 mikM Piri+Bet

20

10

0

001 0,10 100 1000 100,00

mikroMolar Betanekol

Sekil 3. Artan derisimlerdeki neostigmin
uygulamasiin kiimiilatif tipteki betanekol doz-
yanit egrisi lizerine olan etkileri ve 100 ve
1000 uM’lik  piridostigmin  derisiminde
kasilma  yanitlarindaki  anlamlhi  diisis
goriilmektedir(n = 24, p < 0,05).

Sekil 5. Artan derisimlerde uygulanan farkli
antikolinesterazlarin betanekol kontrol
yanitlariin —log EC50 degerleri iizerine olan
etkileri goriilmektedir. Ug ayri
antikolinesterazin ileum striplerinde betanekol
ile uyarilan kasilma yanitlarnin  EC50
degerleri iizerine olan etkileri arasindaki
farklilik agisindan yapilan one-way varyans
analizine gore aradaki fark istatistiksel yonden
anlamli bulunmustur (p < 0,05).

TARTISMA

Sinir impulslar1 diiz kaslarda, kalp kasinda,
iskelet kasinda ve ayrica dig salgi bezlerinde
postgangliyonik ndronlardan spesifik kimyasal
norotransmiterleri  saliverdirtmek  suretiyle
yanitlara yol acarlar (1). Memeli tiirlerinin
gastrointestinal ~ kanalmin  intrensek  ve
ekstrensek inervasyonunda gorev  almak
suretiyle yanitlara yol acan ¢ok sayida
norotransmiter madde tamimlanmistir. Bu
maddelerin bir ¢ogu halen olasi norotransmiter
olarak goriiliirken, bunlardan asetilkolinin
kesin olarak bir norotransmiter vazifesi
gordiigli konusunda goriis birligine varilmstir.
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ACh, sinaptik araliktaki konsantrasyonunu
arttirmak iizere sinir ucunun depolarizasyonu
ile saliverilir ve asetilkolinesteraz (AChE)
enzimince ¢abucak par¢alanmadan ve sinaptik
araliktaki konsantrasyonu bazal diizeyine
inmeden 6nce kolinerjik reseptorlerle etkilesime
girerek postsinaptik membran1 depolarize eder
(6).

Antikolinesteraz ilaglar, AChE enzimini
inhibe etmek suretiyle periferde néromuskuler
kavsak ve otonomik gangliyonlardaki sinapslar
dahil bitiin kolinerjik kavsaklarda ACh
birikmesine neden olarak postsinaptik membran-
da ki, muskarinik ya da nikotinik, kolinerjik
reseptorleri ACh araciligiyla indirekt bir sekil-
de aktive ederler (7).

Buna gore antikolinesterazlar  gibi
kolinerjik agonistler in vitro olarak sigan
ileumunda kasilma yanitlarina yol agabilirler
(8). Nitekim anestetize edilmemis sicana bir
ACHhE inhibitorii olan neostigminin uygulanmasi
sonrasinda goriilen kolinerjik transmisyondaki
giiclenme, dogrudan ince barsaklara verilmis,
emilime ugramayan radyoaktif bir maddenin
barsaklardaki ilerleyigini hizlandirmigtir. Bu
etki baslica muskarinik kolinerjik reseptorler-
de ki iletimin giliglenmesine baglidir. Goriilen
bu etki atropinle onlenebilirken, bir nikotinik
reseptor antagonisti olan hekzametonyumdan
etkilenmemistir. Intestinal transit zamani
iizerinde hekzametonyum uygulamasimin etki-
siz kalmasi, buna karsilik atropinizasyonun tek
basina anlamli bir diisiis olusturmasi, sicandaki
intestinal hareketlerde kolinerjik muskarinik

aktivitenin en Onemli aract oldugunu
diistindiirmektedir (8).
Antikolinesterazlar ~ sayillan  etkilerinin

disinda, yiiksek dozlarda kullanildiklarinda
ACh’in noromuskuler kavsakta c¢ok yliksek
konsantrasyonlarda birikmesine yol acarak,
baslangictaki stimiilasyondan sonra beklenenin
tersine devamli depolarizasyon ve takiben
desensitizasyon olusturmak suretiyle kaslarda
felglere ve ¢esitli antimuskarinik etkilere yol
acabilirler (7).

Son yillarda yapilan bazi caligmalarda,
neostigminin 10 uM’a  kadar  olan
konsantrasyonlarinda, kobay sag atriumunda
spontan kalp ritmini doza bagimli olarak
yavaglattigi, 1000 uM’lik yiiksek
konsantrasyonlarinda ise ritmi ilag Oncesi
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kontrol diizeylerine yiikselttigi, buna karsilik
edrofonyumun 3 pM’lik konsantrasyonunda
spontan  kalp ritminde bir degisiklik
olusturmadigr saptanmistir. Edrofonyum 50
UM gibi daha yiiksek bir konsantrasyonunda,
atim sayisini diisiirmedigi gibi anlamli olmasa
da hafifce arttrmistir. Bu verilere gore,
neostigminin edrofonyumdan farkli olarak,
diisik  konsantrasyonlarinda  postsinaptik
kardiyak muskarinik ACh reseptdrlerini
dogrudan uyardigi, buna karsilik gerek
neostigminin 1000 uM’lik, gerekse
edrofonyumun 50 pM  ve lzerindeki
konsantrasyonlarinda bu reseptorleri inhibe
ederek antimuskarinik etkiler olusturduklar
ifade edilmistir (9).

Benzer sonuglar, sican trakeal striplerinde
antikolinesteraz  ilaglarin  dual etkilerinin
incelendigi  bir baska c¢alismada da
gOrilmistiir. Tsuda ve ark.(3)’nin ¢calismasinda
neostigmin ile piridostigmin, edrofonyumdan
farkli olarak trakeal halkalardan hazirlanan
striplerde  kasilma ve fosfoinozitid (PI)
yanitlart lizerinde dual etkiler olusturmustur.
Trakeal halkalarin istirahat gerimi, neostigminin
10 uM, piridostigminin de 100 uM ve altindaki
konsantrasyonlarinda artis gosterirken edrofon-
yumdan etkilenmemistir. Takiben neostigmin
ve piridostigminin dozlarinin arttirilmasina
baghh olarak diisik konsantrasyonlarinda
uyarilan kasilma yanitlart diisiis egilimine
girmistir. Karbakol ile wuyarilan trakeal
kasilmalar, neostigmin, piridostigmin ve
edrofonyumun 1000 uM’lik derigsimlerinde
belirgin sekilde zayiflamigtir. Neostigmin ve
piridostigminin 1000 puM’lik, edrofonyumun
da 100 pM ve fizerindeki derisimlerinde,
karbakole bagli gelisen inozitol trifosfat (IP3)

birikiminde  gozlenen  diisme, kasilma
yanitlarindaki  zayiflamaya eslik  etmistir.
Aragtirmacilar  antikolinesterazlarin, trakeal
dokulardaki kasilma ve PI yanitlar tizerindeki
doza bagimli etkilerine Mj; muskarinik
reseptorlerinin aracilik ettigini ileri
siirmiislerdir.

Yine edrofonyum igin Deschamps ve
ark.(4)’nin c¢alismasinda gozlenen bifazik etki
kalibi, sicanlarda yapilan bir baska caligmada
piridostigmin, neostigmin ve ambenonyum igin
de gosterilmistir (6). Siganlara 1V yolla diisiik
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dozlarda verilen edrofonyum, piridostigmin,
neostigmin ve ambenonyum baslangigta siyatik
sinir stimiilasyonu ile uyarilan triceps kast
toniisiinii yiikseltmistir. Takiben ambenonyum
ve neostigmin i¢in 0,1 uM, piridostigmin ve
edrofonyum icin de 1 pM’dan daha yiiksek
konsantrasyonlarda maksimum kasilma
siddetinde diislis gozlenmistir.

Deney hayvanlarn iizerindeki calismalar
gostermektedir ki, antikolinesteraz etkinlik,
kolinesteraz  inhibitorii  ilaglarin  diigiik
dozlarinda gelismekte, kolinerjik reseptdrlerin
blokajina bagli otonomik kolinerjik iletideki
zayiflama ise ilacin yiliksek dozlarinda
goriilmektedir (4).

Calismamizda kullandigimiz ileum diiz kas
preparatlarinda her ii¢ antikolinesterazin 1 pM’
lik derisimi, betanekol ile uyarilan kasilma
yanitlart {izerinde herhangi bir degisiklik
olusturmazken, neostigminin takiben uygulanan
10 uM, 100 uM ve 1000 uM’lik derisimleri
kasilma yanitlarinin —log EC50 degerlerinde
anlamli bir artisa, E maks degerlerinde ise
belirgin bir dislise yol agcmistir. Bu doza
bagimh etki, piridostigmin 100 uM ve 1000
puM’lik  derisimleri i¢cin de gozlenmistir.
Edrofonyumun ilk {i¢ derisimi olan 1 uM, 10
uM ve 100 uM i¢in betanekol kasilma
yanitlarinin —log EC50 ve E maks degerlerinde
bir degisiklik olusmazken, edrofonyumun 1000
uM’lik derisiminde, ileum diiz kas preparatlarin-
da betanekol ile uyarilan kasilma yanitlarinin —
log EC50 degerleri anlamli bir sekilde
yikselmis, E maks degerleri ise belirgin
bigcimde diigiis gdstermistir.

Bu durumda kullanilan antikolinesterazlar-
1 ileum striplerinde dual etkiler olusturdugun-
dan s6zetmek miimkiin degildir. Ancak ileum
diiz kas preparatlarinda neostigmin, edrofon-
yum ve piridostigmin yiiksek dozlarinda
belirgin bir antimuskarinik etki olusturmuslar-
dir. Bu yoniiyle sonuglarimiz, benzeri
caligmalardan elde edilen sonuglarla uyum
igerisindedir(3, 4, 9).

Intestinal ~ sistem  diiz  kaslarindaki
muskarinik reseptorler hem kasilma hem de
gevseme yanitlarina aracilik edebilirler. M
reseptor aktivasyonu sigan duodenum ve
jejunumunda, kolinerjik gevseme yanitlarinin
gelisimiyle ve NO salinimiyla iligkilidir (10).

Buna goére M,; reseptorleri, gevseme
yanitlartyla iliskili baglica muskarinik reseptor
alt-tipi olarak gdziikmektedir (11). Ancak
ileum diiz kaslarinda gozlenen gevseme
yanitlarinda M, reseptorlerinin yaninda diger
muskarinik reseptorler de gorev alabilir.
Ornegin, intestinal diiz kaslarin muskarinik
agonistlere kisa siireli maruziyeti halinde,
baslangigta uyarilan kasilma yanitlarinda
desensitizasyona bagli olarak bir zayiflama
geligebilir. Muskarinik agonistlerin olusturdugu
kasilma yanitlarina kars1 gelisen desensitizas-
yon etkisi, M, ya da M, selektif antagonistlerle
degil de bir M; selektif antagonist olan P-floro-
hekzahidrosiladifenidol ile dokularin muamele
edilmesi sonucunda onlenebilir (12).

O halde intestinal sistemdeki diiz kas
kasilmalarindan baglica M; reseptorlerinin
aktivasyonu sorumludur. Mj; reseptorsiiz
farelerin mide funduslar kullanilarak yapilan
caligmalar, karbakolin 1 puM’mn iizerindeki
konsantrasyonlariyla belirgin gevseme
yanitlarimin gelisebilecegini gostermistir.

Nitekim Eglen ve ark. (13), kobay ileal
longitudinal diiz kasinda olusturulan kasilma
yanitlarindaki desensitizasyonun M, reseptorleri
iizerinden gelismedigini, asil M; reseptorleri-
nin duyarsizlasmasindan kaynaklandigini ileri
siirmiislerdir. Bundan ¢ikarilacak sonu¢ sudur;
M; reseptorlerinin agir1 derecede aktive olmasi
ileum diiz kas dokularinda bir desensitizasyona
yol acabilir.

Yapilan bazi caligmalarda karbakol, M,
reseptorsiiz  farelerden hazirlanan mesane,
trakea ve mide fundusu gibi diiz kas
preparatlarinda, M, reseptorleri yoOniinden
saglikli farelerdekiyle hemen ayni biiyiikliikte
kasilma yanitlarina yol agmistir. M, reseptor-
siiz farelerde ise karbakoliin sayilan diiz kas
preparatlarinda kasilma yanitlarii olusturabil-
mesi i¢in dozunun, M, reseptorleri saglikli
farelerdeki dozuna gore iki kat arttirilmasi
gerekmistir. Buna goére muskarinik reseptorler
araciligiyla olusan bradikardide ve diiz kas
kasilmalarinda rol almasi kuvvetle muhtemel
olan M, reseptorlerinin, bu etkilere aracilik
etmedigi anlagilan M, reseptorlerine gore,
antikolinesterazlar i¢in Mj; reseptorleriyle
birlikte potansiyel bir hedef muskarinik
reseptor tipi olmasi beklenebilir (14).
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Buna karsin sigan trakeal diiz kaslarindaki
kasilma yanitlarinda neostigminin yiiksek
dozlarina bagh gelisen zayiflamanin, bir M,

muskarinik ~ reseptér  antagonisti  olan
Metoktraminden etkilenmemesi nedeniyle
sican  trakeasinda  karbakolle ya da

antikolinesterazlarin yiiksek dozlarryla olusan

kasilma yanitlarindaki zayiflamanimn, ACh
salintminin  inhibisyonuna bagli olmadigi
dolayisiyla da  presinaptik  otoreseptor

fonksiyonuna sahip M, reseptorleri iizerinden
gelismedigi diistiniilebilir (3, 12).

Bu verilere gore, antikolinesterazlarin
yliksek konsantrasyonlarinda intestinal diiz kas
dokularinda goriilen antimuskarinik etkilerden
de M;, M, ve My reseptorlerinden ziyade M;
muskarinik reseptorleri sorumlu tutulabilir.

Antikolinesterazlar igin trakeal diiz kas
hiicrelerinin ~ muskarinik M;  reseptorleri
iizerinde iki baglanma yeri bulunur (3, 9).
Muskarinik reseptoriin bir klasik (ortosterik) —
baglant1 bolgesi ve bir de allosterik baglanti
bolgesi vardir. Klasik baglanti  bolgesi,
antikolinesteraz i¢in yiiksek afinitelidir; bu
bolgedeki baglantt dokularin yikanmasiyla
bozulmayacak  derecede  saglamdir ve
antikolinesterazin agonistik etkilerine aracilik
etmektedir. Diger taraftan allosterik bdlge,
antikolinesteraz ajan i¢in diigiik afinitelidir;
antikolinesterazla arasindaki bag yikanmayla
kolayca bozulur ve antagonistik etkilere
aracilik eder. Tsuda ve ark.(3)’nin ¢aligmasin-
da, trakeal kasilmalarda antikolinesterazlarin
ylksek dozlarinda olusan gevseme, dokularin
yikanmasindan sonra ortadan kalktig1 igin,
neostigmin, edrofonyum ve piridostigminin,
yiiksek dozlarinda M; muskarinik reseptorleri-
nin fonksiyonlarmi inhibe eden allosterik
bolgeye baglandigi ve boylelikle kasilma ve PI
yanitlarinda bir diisiise yol agtiklar1 sonucuna
varilmstir.

Caligmamizda kullandigimiz antikolineste-
razlar, diisiik dozlarinda kolinesteraz enzimini
inhibe etmek suretiyle sinaptik araliktaki ACh
diizeyini yiikselterek bir parasempatomimetik
etkinlik olusturmus ancak bu etki istatistiksel
olarak  anlamli  bulunmamustir.  Ancak
kolinesteraz  inhibitorleri 1000  pM’lik
derisimlerinde, bir antimuskarinik etkiye yol
acmiglardir. Burada sayilan antikolinesterazlar
1000 uM’lik derisimlerindeki antimuskarinik
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etkilerini muhtemelen sinaptik bolgedeki
muskarinik reseptorler i¢in endojen ACh ve
non-selektif muskarinik reseptor agonisti olan
betanekol ile yarigsmaya girmek suretiyle
olusturmustur (3, 15, 16).

Neostigmin, edrofonyum ve piridostigminin
yiksek dozlarinda goriillen antimuskarinik
etkilerinde, M; muskarinik reseptor blokajinin

yanisira intestinal  sistemdeki  gangliyon
hiicrelerinde ve pleksuslarda bulunan nikotinik
ACh reseptorlerine dogrudan baglanarak

desensitizasyon olusturmalarinin da bir katkisi
olabilir (4, 16, 17). Zira Tsuda ve ark.
(2001)’nin belirttigine gére Yost ve Maestrone,
neostigmin ve edrofonyumun doza bagli olarak
nikotinik ACh reseptorlerini inhibe edebilecek-
lerini gostermislerdir.

Bu veriler 1s1ginda neostigmin, edrofon-
yum ve piridostigminin si¢an ileum diiz kas
striplerindeki kasilma yanitlar1 iizerinde dual
etkili olmadiklar1 ve 1000 pM’lik yiiksek
derisimlerinde gbzlenen antimuskarinik etkileri-
ne olasilikla M; muskarinik reseptoérlerinde ve
intestinal sistem parasempatik gangliyon
hiicrelerindeki nikotinik reseptorlerde parsiyel

agonistik  etkinlik  ile  desensitizasyon
olusturmalarinin  aracilik  ettigi  sonucuna
varilmistir.
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