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OZET

Amag: Karbakol viicutta asetilkolinin etkilerini gosteren parasempatomimetik etkili bir
ilactir. Bu calismada kurbaga akciger dokusunda (Bufa marinus) intrensek tonus iizerine
karbakoliin tek doz ve kiimiilatif doz etkileri degerlendirilmistir.

Yontem: Karbakol kurbaga akciger dokusuna 10°, 10°, 10*, 10° M konsantrasyonlarinda tek
doz ve kimilatif doz teknikleri kullanilarak uygulandi. Tek doz uygulamalarinda her bir
konsantrasyon icin 7 ( Toplam 28 ), kiimiilatif doz uygulamasi icin ise 14 deney uygulamasi yapildi.
Olusan kasilma ve gevsemeler zamana bagli olarak 6l¢iildi.

Bulgular: Tek doz karbakol uygulamalarinda intrensek tonus Uzerinde ek bir kasilma
gelistirdigi goriildii. Bu kasilma preparatlarin ringer soliisyonu ile yikanmasini takiben ortadan
kalkti. Kiimiilatif teknigin uygulandigi deneylerde ise kasilmalarinin doza bagimli olarak azaldig
izlendi.

Sonug: Karbakol , muskarinik etkiler yaninda belirgin nikotinik etkiler de sergilediginden
belirli dokular iizerindeki etkisi karmagsiktir. Bu etkilerin ortaya ¢ikarnilmasi sadece oftalmik
preparat olarak kullamlmakta olan ilacin yeni tedavi alanlarinda kullanilmasini saglayacaktir.

Anahtar sozciikler: Karbakol, intrensek tonus, kurbaga akciger dokusu

ABSTRACT

Objective: Carbachol is a parasympathomimetic medicine which mimics the action of
acetylcholine in the body. In this study, we studied on the effect of carbachol on intrinsic tone of
the frog lung tissue.

Method: Carbachol was applied to the frog lung tissue at 10°, 10°, 10, 10° M concentrations
by using single or cumulative dose techniques. Seven single dose experiments were conducted at
each Carbachol concentration (total of 28). Fourteen experiments were conducted using
cumulative dose technique in which the dose was gradually increased from 10° to 10° M.
Isometric contions and relaxations were observed and measured time-dependently during the
experiments.

Results: In the experiments in which single dose technique was used, carbachol caused an
additional contraction on intrinsic tone. The contraction disappeared after washing the tissue
with Ringer solution. The contraction tended to decrease after reaching a maximum, especially
at the highest drug doses. In the experiments in which cumulative dose technique was used, a
dose-dependet decrease in contractions was observed.

Conclusion: Since Carbachol stimulates both nicotinic and muscarinic receptors, it has
complicated effects on different tissues. If the mechanism of the drug could be explained it
would be possible to use carbachol as a drug aside from ophthalmic purposes.

Key words: Carbachol, intrinsic tone, frog lung tissue
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GIRIS

Karbakol (Karbamilkolin) belirgin muska-
rinik ve nikotonik etkinligi olan kolinestaraza
kars1 dayanikli kolinomimetik bir maddedir (1).
Karbakoliin nikotinik etkileri asetilkolinin niko-
tinik etkilerine gore daha gucludir. Bu madde-
nin ilging¢ olarak tatli su kurbagasi akcigerinde
gevsetici cevaplara neden oldugu ve bu etkinin
non-adrenerjik/non-kolinerjik (NANC) sistem
araciligi ile gelisebilecegi diistinilmistir (2).
Burada ac¢iga cikan mediyatoriin bir peptid
olabilecegi tezi ileri sirilmistir. Sinirsel
yapilarda nikotonik reseptorlerin uyarilmasi
sonucu inhibitor etkili bir aract maddenin
saliverilmesi suretiyle gevsemenin gelismesi
mumkundur.

Bu calismada, Karbakolin, Tirkiye'de
yetisen tatli su kurbagasi (Bufa marinus)
akciger dokusunda etkilerinin nasil oldugu tek
doz ve kumdulatif doz uygulamalan ile arasti-
rilmistir. Karbakoliin etkili oldugu reseptor tiir-
lerinin kesin olarak ac¢iga cikarilmasi parasem-
patomimetik sistemin mekanizmasini ortaya
cikarmada yararli olabilir.

GEREC VE YONTEM

Deney hayvani

Calismada agirliklar1 205 g olan tatli su kur-
bagalar kullamlmistir. Kurbaga, gazli bez ile
yakalanarak icinde eter emdirilmis pamuk
bulunan bir kavanoza konuldu ve uyutulmustur.
Makas ile gozlerin birlestigi cizginin arkasindan
kesilerek kurbagalar dekapite edilmistir. Daha
sonra, sirt ortasindaki vertebral kanala stile
sokularak medulla spinalis harap edilmistir(3).

Organ banyosu calismalari

Sag ve sol akcigerler bitiin olarak
cikanlmistir. Akcigerler, Ringer solilisyonu (RS)
(102.5 mM NaCl, 2.6 mM KCl, 1.8 mM CacCl,,
1.19mM NaHCO, ve 2.77mM Glukoz) icerisine
alinmistir. Sag ve sol akcigerlerden uzunlama-
sina seritler (1,52 cm) cikarilmistir(3). Sicaklig
25 °C' de sabit tutulan organ banyosuna surekli
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oksijen verilmistir. Hazirlanan preparatlara
0,5g tansiyon uygulanmistir. Seritlerin cevap-
lan izotonik yazdinc araciligiyla kimografa 8-
10 kez buyutulerek kaydedilmistir. Seritler, Rin-
ger solusyonunda Uc saat inkube edildikten son-
raolusan intrensek tonus 10 dk kaydedilmistir.

Karbakol uygulamasi

Karbakol, preparatlara tek doz va da kiimu-
latif olarak uygulanmistir. Tek doz uygulama-
larda Karbakol preparatla 20 dk temas et-
tirilmis ve elde edilen cevap kaydedilerek iz-
lenmistir. Daha sonra kimograf durdurularak se-
rit bir dakika Ringer solusyonu ile yikanmistir.
Preparatin tonusu 60 dk kaydedilmistir.

Kumdulatif uygulamalarda 10°, 10°, 10“, 10°
M konsantrasyonlarinda hazirlanan karbakol
kullanilmistir. Her bir konsantrasyonun temas
surresi 15 dk olacak sekilde kiimulatif teknik kul-
lamlarak ortama karbakol ilave edilmistir. Elde
edilen kasilma ve gevsemeler kaydedilmistir.

Sonuclarin degerlendirilmesi

Tek doz ve kimulatif doz uygulamalar ile el-
de edilen cevaplarin degerlendirilmesi icin ayn
yontemler kullanmilmistir. Tek doz uygulama su-
resince gelisen cevabin intrensek tonusun ust
sinirindan cekilen cizgiye gore (Sekil 1-B) konu-
mu goz oniine alinmistir.  Bu ¢izginin 1, 3, 5, 7,
9,10, 13, 15, 17, 19 ve 20. dakikalara isabet e-
den noktalardan cizilen dikeylerin cevapla ke-
sistigi noktalardaki uzunlugu (mm) saptanarak
olusan cevabin niteligi ve seyri degerlen-
dirilmistir.

Tek doz uygulamasin takiben yikama
yapilmasini izleyen tonus duzelmesinin
seyrinde organin cevabi kasilma tarzinda ise
yikamanin baslangicindaki kasilmanin st
sininndan gecirilen cizgiye gore (Sekil 1-A)
konumu goz oniine alinarak olcim yapilmistir.
Gevseme tarzinda cevabin gelistigi durumlarda
ise tonusun diizelmesi degerlendirilirken B
cizgisine gore seyri degerlendirilmistir. Burada
60 dk siirenin 1, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60. daki-
kalarinin A veya B cizgisine isabet eden nok-
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Sekil 1. Kurbaga akciger dokusu lizerine tek doz
uygulama ile olusan cevaplarin degerlen-
dirilmesinde kullanilan yontemin agiklama
diyagrami. Karbakol (K) uygulama noktas;
Yikama yapildig1 andaki kasilma boyundan
cekilen cizgi (A); Intrensek tonusun st
sinirindan cekilen cizgi (B)

talardan cizilen dikeylerin dokunun olustur-
dugu cizgiyi kesen mesafeleri 6lclilmistiir
(Sekil 1).

Kiimiilatif doz tekniginin kullanildig1 deney
gruplarinda ise her dozun 15. dakikasinda
olusan cevabin intrensek tonusun ust sinirindan
gecen cizgiye gore olan (Sekil 2) mesafesi
dikeylerin cizilip oOlclilmesi suretiyle saptan-
mistir. Bu dikeyler sirastile X, X, X, ve X, olarak
belirlenmistir. Ayrica X,-X, X,- X, ve X;- X,
degerleri saptanarak X degeri ile birlikte belir-
lenmistir. Her konsantrasyonun kasilma tarzin-
da (maksimum kasilma) cevaplar1 +mm olarak
olculmustur. Yiuksek konsantrasyonlarda olusan
gevsemeler de (maksimum gevsemeler)-mm
olarak belirlenmistir. Kasilma olayr maksimum
yaptiktan sonra inise gecmisse veya dogrudan
inise gecme tarzinda bir cevap gozlemlenmisse
gevsemenin mevcut oldugu kabul edilmistir.
Kasilma olayin1 gevseme izlemisse kasilmanin
maksimumdan gecirilen hat ile X ekseninin en
ust noktas1 arasindaki mesafe, mm gevseme
degeri olarak kabul edilmistir.

Istatistiksel analiz

Olciimlerde elde edilen degerler mm olarak
ifade edilmistir. Olciim sonuclarimin aritmetik
ortalama (X), standart sapma (¥SD) ve standart
hata (zSE)degerleri belirlenmistir ve istatistik-
sel degerlendirmeler icin Students t testi kulla-
mlmistir. P<0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

10° Yikama
10* a
10° b
S
d
10°
x X X, XZ XX
2
£v[ _10dk, 15dk .. 15dk . __ 15dk 5dk_|°
5 £ |
I=3s] f

Sekil 2. Kurbaga akciger dokusu lizerine kimulatif
uygulama teknigi sonucu ile olusan cevap-
larin degerlendirilmesinde kullanilan yon-
temin aciklama diyagrami. Her konsant-
rasyonun uygulama siiresi 15 dakikadir. 10°
M (d); 10°M (b); 10°M (a); 10°M (c) kon-
santrasyonlarinda uygulanan ilag ile temas
siresinin sonunda olusan tonusun bulun-
dugu noktalar. Intrensek tonusun ist sini-
rindan cekilen cizgi (e). X, X,, X, ve X;: Fark-
1 konsantrasyonlarda saptanand, b, a, ve c
noktalari ile intrensek tonus arasindaki me-
safe (mm).

BULGULAR

Kullanilan tiim kurbaga akciger seritleri ic
saatlik dengelesme siresi icinde yavas gelisen
ve kararli duruma ulasan belirgin bir tonus (int-
rensek tonus) kazanmistir.

Karbakoliin Etkisi

Tek doz tekniginin uygulandigi deneylerde
kullanilan butun karbakol konsantrasyonlari in-
trensek tonus lzerinde ek bir kasilmaya neden
olmustur. Kasilma, uygulamanin 7. veya 9. daki-
kasinda maksimuma ulast1 ve 20 dakikalik izle-
me siiresince kararliigini korumustur(Tablo 1).

10° M (n=7) karbakol konsantrasyonunun
neden oldugu maksimum kasilma, 10° M (n=7)
karbakol konsantrasyonuna bagli maksimum
kasilma ile karsilastirildiginda daha fazla, fakat
10 M (n=7) karbakol konsantrasyonlarinin olus-
turdugu maksimum kasilmalardan da daha bii-
yiik bulunmustur. 10° M konsantrasyon ile 10° M
(n=7) konsantrasyon arasinda s6z konusu para-
metre yoninde istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmistir (P<0.02). ilac uygulama-
sindan sonra 20. dakikada preparatin kurbaga
ringer solusyonu ile yikanmasi bir gevsemeye
neden olmustur. Butin gruplarda, meydana
gelen bu gevsemenin, bir saat icinde karbakol
uygulamasindan onceki tonus duizeyine yaklasik
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olarak ulastigi saptanmistir (Tablo 2; Sekil 3, 4).

Kiimiilatif teknigin uygulandigi 14 deneyin
diizeneginden elde edilen sonuclar tek doz tek-
niginin uygulandig1 deney sonuglarina benzer
bulunmustur. En dusiik karbakol konsantras-
yonunun (10° M) neden oldugu kasilma, diger
konsantrasyonlarin olusturdugu kasilmalardan
daha fazla olup (Sekil 4), baska bir deyisle kasil-
ma doza bagimli bir tarzda azalmistir. Gevseme
seklinde cevap veren serit sayisi da doz ile oran-
tili olarak artmistir. Bu tarz cevap veren serit
say1s1 (10 M konsantrasyondaki karbakol icin 7,
10° Micin 10, 10* M icin 13 ve 10° M icin 14 ola-
rak belirlenmistir. X,-X, X,- X, ve X,- X, degerle-
rinin konsantrasyon arttikca daha fazla negatif
oldugu saptandi.

TARTISMA

Kurbaga akciger seritlerinde dengelesme
periyodu sirasinda ortaya cikan tonus artisi
daha once yapilan calismalarda da gozlenmistir
(2, 4). Ancak, olusan intrensek tonusun meka-
nizmasi konusunda, bir norotransmitterin orta-
ma saliverilecegi ve bu maddenin akciger doku-
sunun kontraktil elementlerini etkilemek sure-
tiyle tedricen gelisen bir tonus artisina neden o-
labilecegi hipotezi ileri suriilmustiir (3). Calis-
mamizin preliminer deneylerinde, atropinli or-
tamda intrensek tonusun gelismediginin ve fi-
zostigminli ortamda gelisen intrensek tonusun,
anilan ilacin ortamdan uzaklastirnlmasi ile azal-
mas1 bu olguda kolinerjik mekanizmalarin rolu
olabilecegini disiindiirmektedir. Diger taraf-
tan, intrensek tonusun gelismesine katkida
bulunan bir baska mekanizma vaskiiler ve bron-
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siyal diiz kas1 gevsetici etkinlige sahip dogal bir
mediyator veya mediyatorlerin in vitro
kosullarda kayb ile ilgili olabilir. Bu nedenle,
memelilerde epitel tabakasinin ortadan kaldi-
rilmasi ile havayolu diiz kasinin asetilkolin dahil
cesitli bronkokonstriktor maddelere verdigi
kasilma tarzindaki cevapta bir artis oldugu bil-
dirilmistir (5).

Kaskad veya ko-aksiyal bioassay sistemleri
kullanilarak yapilan calismalar hava yolu epite-
linden EDRF (epithelium-derived relaxing fac-
tor) olarak isimlendirilen, vaskuler ve bronsiyal
duz kaslan gevsetebilen bir mediyatortn sali-
verildigini gostermistir (5). S6z konusu mediya-
toriin EDRF veya siklooksijenaz uriinii olmadig
ve etkisini purinerjik veya adrenerjik mekaniz-
malar araciligr ile gelistirmedigi saptanmistir
(6). Calismamizda kullanilan preparatin, sicak
kanli akciger parankim seritlerine benzer sekil-
de kan damarlari, alveoler duktuslarin prok-
simalindeki yapilar ve alveoler kontraktil doku-
lar gibi en azindan uc tur kontraktil komponent
icerdigi dusiiniilebilir (7). Boyle bir yapida
gevsetici mekanizmalarin etkinliginin azalma-
s1, dengenin kasici mekanizma lehine bozulma-
sina ve tonusda bir artisa neden olabilir. intren-
sek tonusun gec gelismesi bu gorisu destekle-
mektedir. Preparat uzerine karbakolun kasici
etkisinin gorulmesi beklenen bir durumdur. An-
cak soz konusu ilacin kolinesteraza dayanikli
parasempatomimetik bir ajan oldugu iyi bilin-
mektedir (1). Kopek bronsiyal duz kasinin koli-
nerjik stimulasa verdigi kontraktil cevapta ve
kobay trakea diiz kasinda karbakole bagli kasil-
malardan baslica M, tipi reseptorlerin sorumlu

Tablo 1. Tek doz karbakol uygulamalarinda kasilmalarin zamana gore seyri

Karbokol (M) ZAMAN (dk)

1 3 5 7 9 12 16 18 20
10%n:7)  6.28+:1.9* 6.28+1.8  13.2:1.8 14118  14:1.8 14.3:1.9  143:1.9  143:2  14.3:2.2
10°(n:7)*  8.71+1.6  16.6:2.6  18.57:2.4  19.42:2.4 19.42:2.4  19.6:2.4  19.6:2.4  19.3:2  19.14x2.4
10%(n:7)  7.16:0.6  13.5:1.2  15.5:1.4  16.3:1.5  16.5+1.5  16.5:1.5  16.5:1.5  16.5¢1.5 16.16£1.5
10°(n:7)*  4.7+1.1  8.14x1.3  9.4:1.3 10.3¢1.5  10.7+1.52  10.85:1.8  11+1.8  10.85:1.8 10.57+1.8
*p<0,05

**#SE: Standart sapma

44 Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi



S. ADIGUZEL

Cilt 64 m Say12 m 2007

—
10 dk
T
K.R.
10°
T
K.R.

Sekil 3. Tek doz uygulanan karbakoliin izole kurbaga
akcigeri lizerindeki etkisi. 10*M ve 10°M (1)
konsantrasyonlardaki karbakol uygulama
noktasi (T).

20 dakika izleme siiresi sonunda kurbaga
ringeri (K.R)
ile yikama noktasi (1)

Sekil 4. Kumilatif teknik ile uygulanan karbakoliin 5
dakikalik zaman periyotlarn (ist sekil) izole
kurbaga akciger iizerindeki etkisi. 10°M, 10°M,
10° M ve 10° M (1) konsantrasyonlardaki
karbakol uygulama noktalari ( T). Tek doz
uygulanan karbakoliin 10 dakikalik zaman
periyotlan izole kurbaga akciger Uzerindeki
etkisi (alt sekil). 20 dakika izleme siiresi
sonunda kurbaga ringeri (K.R) ile ykama
noktasi (1).

oldugu bildirilmistir (8,9). Calismamizda kulla-
nilan doku icin literatiirde muskarinik reseptor
subklasifikasyonu ile ilgili bir bilgiye rastlanma-
mistir.

Bununla birlikte Bufo tiirli kurbaga akciger
dokusunda sitokimyasal yontemler ile yapilan
bir calismada %25 kolinerjik %25 adrenerjik ve
%50 non-adrenerjik non-kolinerjik sinirlerin bu-
lundugunun gosterilmis olmasi bu yapida mus-
karinik reseptorlerin varligina dolayli bir kanit
olusturmaktadir (10). Bu durumda karbakole
bagli kasilmalarin muskarinik reseptérler araci-
g1 ile gelistigi soylenebilir. Karbakoliin 10° M
konsantrasyondan daha ylksek konsantras-
yonlarinin kullanilmas1 ile kasilma boyunda
konsantrasyona bagimli azalma gozlenmesi, s6z
konusu ilacin kasici mekanizmalara zit yonde
islev goren baska mekanizmalar da tetikleyebi-
lecegini dusiindiirmektedir. Karbakol, muskari-
nik etkiler yaninda belirgin nikotinik etkiler de

sergiledigi icin belirli dokular lizerindeki etki-
leri kompleks hale gelmektedir (11). Rana ca-
tesbiana turli kurbaga akciger dokusunun
kullamldig1 bir calismada 10°ile 10° M konsant-
rasyonlar arasinda karbakoliin doza bagimli ka-
silamaya neden oldugu, daha yiiksek konsant-
rasyonlarda degisik derecelerde gevseme olus-
turdugu ve bu nedenle s6z konusu dokuda gev-
setici etki icin esik konsantrasyonun 10°M oldu-
gu bildirilmistir (2). Ayn1 calismada karbakole
bagli gevsemenin non-kolinerjik; non-adrener-
jik postganglionik sinirler araciligi ile saliveri-
len inhibitor bir transmitere bagli olabilecegi i-
leri striilmustiir. Bu calismadan da elde ettigi-
miz sonuclar bu gorusu desteklemektedir. Kii-
milatif teknigin uygulandigi deneylerde net
gevsemeler ortaya cikmistir. Kumulatif ilac
uygulamalarn ile maksimum sekilde kasilan
preparat gevsetici mekanizmalara daha duyarli
hale gelebilecegini diistindiirmiistiir.

Tablo 2. Tek doz karbakol uygulamalarinda gevsemelerin zamana gore seyri

Karbokol (M) ZAMAN (D)

1 10 20 30 40 50 60
10° 2.14:0.82* 7.71:2.63 13.2:1.8  14.1+1.8  14:1.8 14.3+1.9  14.3:1.9
10° 1.57:0.2  6+1.66  18.57+2.4  19.42:2.4 19.42:2.4  19.6:2.4  19.6+2.4
10° 1.66:0.33 13.5:1.2  15.5:1.4  16.3:1.5  16.5:1.5  16.5:1.5  16.5:1.5
10° 1.2840.35 8.14:1.3  9.4:1.3 10.3+1.5  10.7¢1.52  10.85:1.8  11+1.8

** SE: Standart sapma
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Diger taraftan, memeli deney hayvani kul-
lamlmak suretiyle yuritulen calismalarin so-
nuclar da bu bulgularimzi desteklemektedir.
Kobay izole trakeasinda non-kolinerjik, non-ad-
renerjik sinirlerin elektriksel olarak uyarilmasi
ile gelisen gevseme seklindeki cevaba en azin-
dan kismen nitrik oksidin katkist oldugu
gosterilmistir (12, 13). S18ir trakeasi epitelyu-
mu c¢ikartilarak hazirlanan diiz kas prepara-
tinda karbakoliin cGMP diizeyini yiikselttigi ve
bu yukselmenin superoksid anyonu olusturan
pyrogallol tarafindan inhibe edildigi, son ajana
bagli inhibisyonun siiperoksid dismutaz ile orta-
dan kaldinldigi saptanmistir (5). Ayni calismada
karbakole bagli cGMP diizeyindeki artisin N-me-
til, L-arginin ve N° nitro-L-arginin tarafindan in-
hibe edildigi ve bu antagonist etkinin ortama L-
arginin ilavesi ile ortadan kalktig1 gozlenmistir.
Ayrica cGMP duzeyinde bir artisa neden olabi-
lecek esik karbakol konsantrasyonunun, trakeal
duz kasin tonusunda artis olusturabilecek kon-
santrasyonun 10.000 kat lizerinde oldugu da
saptanmistir. Calismamizda da ozellikle yuksek
konsantrasyonlarda gozlenen gevseme tarzin-
daki cevaplar karbakolun non-kolinerjik non-
adrenerjik sinirleri gangliyon diizeyinde stimu-
le etmesinden kaynaklanabilir.

Karbakol, muskarinik etkiler yaninda
belirgin nikotinik etkiler de gostermektedir.
Dokular uzerindeki karmasik etkilerinin ortaya
cikarilmasi gunumuzde sadece oftalmik prepa-
rat olarak kullanilmakta olan ilacin yeni tedavi
alanlarinda kullanilmasini saglayabilir.
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