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Izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e bagh gevseme cevaplari

‘zole fare mide fundusunda etanol (164 mM) ile olusturulan gevseme cevaplari
iizerinde rutenyum red (107, 5x10°, 10™*)’in etkisi. Veriler ortalama + Standart
Hata olarak ifade edildi (10 ve 5x10” i¢in n=4, 10* M igin n=3 ). Istatistiksel
analiz: One-way analysis of variance (One-way ANOVA); post hoc:
Bonferroni. *: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak

,,,,,,,,, NSk i St

Izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e bagh gevseme cevaplari
iizerinde atropin (10, 107, 10* M)’in etkisi. Istatistiksel analiz: One-way
analysis of variance (One-way ANOVA); post hoc:Bonferroni. Veriler ortalama
+ Standart Hata olarak ifade edildi. *: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir (P<0.05, n=4).

Izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e bagl gevseme cevaplar

icin n= 7). *: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilif gostermektedir (P<0.05).

Izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e baglh gevseme
cevaplari tizerinde indometazin (10, 5x10, 10° M)’in etkisi. istatistiksel
analizz One-way analysis of variance (one-way ANOVA); post hoc:
Bonferroni Veriler ortalama + Standart Hata olarak ifade edildi (n=4, 10° M

icin n= 7). * Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
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Izole fare mide fundusunda etanol (164 mM)’e bagl gevseme cevaplar iizerinde
uvabain (107, 5x10°,10;* M)’in etkisi. Veriler ortalama & Standart Hata seklinde

ifade edildi (10 M igin n= 4, 5x10° igin n=6, 10 i¢in n=3). istatistiksel analiz: One- 122

way analysis of variance (One-way ANOVA); post hoc: Bonferroni, P>0.05.

Izole fare mide fundusunda etanol(164 mM)’e bagli gevseme cevaplar iizerinde
siklopiazonik asit (CPA; 10 ,5x10° ,10° M)’in etkisi. Veriler ortalama + Standart

Hata seklinde ifade edildi (10° M i¢in n= 4, 5x10° icin n=6, 10° i¢in n=3).
Istatistiksel analiz: One-way analysis of variance (One-way ANOVA; post hoc:

Bonferroni, P>0.05.
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OZET

Aragtirilmasi

Bu calismada her iki cinsten (Swiss albino) fare kullamildi. Fareler servikal
dislokasyon ile dldiiriildiikten sonra longitudinal insizyon suretiyle gastrik fundal
stripler hazirlandi ve i¢inde Tyrode solusyonu olan organ banyosuna 0.5 g tansiyon
altinda asildi. Banyo ortamm 37 °C’de sabit tutuldu ve %95 O, ve %5 CO, ile
| gazlandirildi. Deneysel veriler izometrik transdusir ile kaydedildi, @~

Etanol(164 mM) izole fare mide fundus seritlerinde tekrarlanabilir
gevsemelere neden oldu. Bu gevsemeler L-tipi Ca’" kanal blokorii verapamil (10
510* ,5x107 M), ryanodin reseptor (intraseliller kalsiyum kanal) blokorii
rutenyum red (10'5, 5x10° ,10'4 M), adrenerjik noron blokorii guanetedin (10'6,10'5
ve 10 M), kolinerjik muskarinik reseptor blokorii atropin (10, 107, 10 M),
fosfolipaz C inhibitérii neomisin (107 ,10* ,5x10* M), siklooksijenaz inhibitorii

5x10 M) tarafindan istatistiksel olarak anlamh bir sekilde azaltildi. Fosfolipaz A,
inhibitorii manoalid (10®) bu gevsemelerde anlamh olmayan bir azalmaya neden
| oldu. Bunun yam sira, Na*- K* ATPaz blokérii uvabain (107°, 5x107°,10* M) ve

2" "Aa -7 T

Ca’*- ATPaz blokorii siklopiazonik asit (10'6 ,5x10° ,10° M) bu gevsemeleri '

etkilemedi.
Deneysel bulgular, izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM) ile
olusturulan gevsemelerde Ca*“’un adrenerjik néron ve kolinerjik muskarinik
reseptorlerin, buna ek olarak fosfopliaz C ve arasidonik asit — siklooksijenaz
yolaklarimin ayrica nitrik oksid ve potasyum kanallarinin rolii olabilecegini telkin
etmektedir. Buna karsihk, deneysel bulgular Na*- K* ATPaz ve Ca**- ATPaz’m

| etanole bagh bu gevsemelerde rollerinin olmadigim telkin etmektedir. ,
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ABSTRACT

Investigation of Mechanism of Relaxations Induced by Ethanol in Isolated Mouse
Gastric Fundus

Mice (Swiss albino) of either sex were used in this study. After Killing the
mice by cervical dislocation the gastric fundal strips were prepared by longitudinal
incision and mounted under 0.5 g tension in an organ bath filled with Tyrode’s
solution. The bath medium was maintained at 37 °C and gassed with %950, and
5% CO,. Experimental data were recorded by an isometric transducer.

Ethanol caused reproducible relaxations in isolated mouse gastric fundal
strips. These relaxations were significantly inhibited by verapamil (10°,10* ,5x10™
M), a blocker of L-type Ca** channel, ruthenium red (10%, 5x10° ,10* M), a
blocker of ryanodine receptor (intracellular Ca** channel), guanethidine (10,10
ve 10™ M) a blocker of adrenergic neurons, atropine (10'6, 10'5, 10™ M), a blocker
of cholinergic muscarinic receptors, neomycin (10'5 ,10'4 ,SXIO'4 M), an inhibitor of
phospholypase C, indomethacin (10°, 5x10°10° M), an

potassium channels. In addition, manoalide (10°°), an inhibitor of phospholypase
A,, also inhibited the relaxations induced by ethanol but this inhibition was not
significant. However, cyclopiasonic acid (10'6 ,5x10° ,10° M), a blocker of Ca’'-
ATPase and ouabain (10°%, 5x10%,10.* M), a blocker of Na™- K" ATPase and Ca’’-
ATPase, failed to affect the relaxations induced by ethanol.

The results of experimental data suggest that Ca™, adrenergic neurons and
cholinergic muscarinic receptors, phospholypase C, arashidonic acid-
cyclooxygenase patways, nitric oxide and potassium channels play a role on
relaxations induced by ethanol. On the other hand, the results also suggest that
Ca’- ATPase and Na'- K" ATPase did not have a role on relaxations induced by
ethanol.

| Key words: Ethanol, mouse gastric fundus, pharmacological effect, relaxation,
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1. GIRIS

Etanol biitiin diinyada yaygin olarak tiiketildiginden, alkoliin insan sagligina olan

etkileri birgok arastirmanm konusu olmustur’***

. Etanollin gastrointestinal sistemde
nekroz olusturabildigi ve gastrik mukozaya zarar verdigi bilinmektedir’. Etanol, midede
gastrin ve hidroklorik asit salgisii arttirmaktadir®. Etanole bagli gastrik hasarda lipid
peroksidasyonunun sorumlu olabilecegi rapor edilmistir’. Ayrica, etanoliin pro-inflamatuar
etkiye sahip oldugu ve bu etkinin alkole bagli gastrik hasarda rol oynadig1 bildirilmistir®.
Buna ilave olarak, Franke ve arkadaslar tarafindan 6zofagus ve mide dokusu iizerinde
yaptiklar ¢alismalar sonucunda alkoliin bu her iki organ morbiditesini anlamli bir sekilde
artirdigini ileri siirmiislerdir’. Sigan astrositlerinde yapilan bir diger ¢alismada ise etanolun
apoptotik etkisinin oldugu ve bu etkinin kafein ile indiikklenen kalsiyum saliverilmesi ile
potansiyalize edilebilecegi ileri siiriilmiistiir'’.

Etanol ile ilgili bu galismalara karsilik etanoliin farmakolojik anlamda kas

11,12,13

fonksiyonlarina olan etkileri de arastirilmis ancak buna yonelik molekiiler diizeydeki

calismalar yetersiz kalmistir. Sican aortasinda etanoliin kasilma olusturdugu ve bu

kasilmadan intraseliiler Ca®"un'* ve proteinkinaz C’nin'*"

sorumlu olabilecegi
bildirilmistir. Diger bir alkol tipi olan metanol’iin, kastiric1 ajana bagh olarak, si¢an aortik
diiz kasinda hem kasilmaya hem de gevsemeye neden olmasi ilging bir bulgudur'®.
Etanoliin farmakolojik etkilerine yonelik olan ve sonuglari itibari ile ilging sayilabilecek
diger bir caligma ise Xiao ve arkadaglari tarafindan superior servikal gangliyonlarda
yapilmustir'’. ilgili calismada, etanolun hem intraseliiler kalsiyum depolarindan Ca*’
salinimin1 saglayarak bazal kalsiyum artisina neden oldugu hem de voltaja bagiml
kalsiyum kanallarindan Ca®" influksunu inhibe ettigi ileri siiriilmiistiir'’. Diger taraftan kedi
gastrik fundusunda etanoliin kasilmaya neden oldugu bildirilmis ve bu kasilmada fosfolipaz
A, ve siklooksijenaz yolaklarmimn katkisi olabilecegi ileri siiriilmiistiir'®. Buna zit olarak,

yine kedi gastrik diiz kaslarinda yapilan diger bir ¢aligmada ise etanolun ilgili dokudaki

spontan fazik kontraksiyonlar1 inhibe ettigi rapor edilmistir'®.



Cok sik kullanilan bir igecek olmasi ve mide iizerinde direkt olumsuz etkiler
olusturmasi nedeniyle, etanoliin midede olusturdugu farmakolojik etkilerin molekiiler
mekanizmasini aydinlatmak alkole bagl gastrik hastaliklarin tedavi yaklagimlarina ve ilgili
dokuda alkoliin muhtemel zararlarina yonelik proflaktik yaklasimlara katki saglayabilir.

Etanoliin mide dokusunda olusturabildigi gevseme cevaplar ilgi ¢ekicidir ve
etanoliin bu etkisi yeterince aydinlatilamamistir. Bu nedenle simdiki ¢alismada, izole fare
mide fundusunda etanole bagli gevsemelerin mekanizmasini molekiiler diizeyde
arastirmay1 planladik. Bu amagla, ilgili dokuda etanoliin olusturdugu gevseme cevaplarinda
adrenerjik, kolinerjik yolaklarin, nitrerjik sistemin, fosfolipaz C yolaginin, arasidonik asit-
siklooksijenaz yolagimin, ekstraseliiler ve intraseliiler kalsiyum kanallarinmn, Na"™-K " ATPaz,

Ca”*-ATPaz pompalarinin ve potasyum kanallarinin roliinii arastirdik.



2. GENEL BILGI

2.1. Midenin Anatomisi ve Fizyolojisi

Mide, sindirim sisteminin énemli bir bolimii olup 6zofagus ile bagirsak arasinda
yer alir’. Midenin sabit bir pozisyonu yoktur, mezenterle asili olmasi nedeniyle kolayca
yer degistirir’’. Mide fizyolojik olarak korpus ve antrum olmak iizere iki bolgeye ayrilir.
Midenin st kism1 anatomistler tarafindan ayr bir bolge olarak degerlendirilmis ve fundus
ad1 verilmistir™.

Gastrointestinal sistemin (mide-bagirsak kanalinin) tonusu ve motilitesi ile
salgilama ve absorbsiyon fonksiyonlar1 hem sinirler (ekstrinsik ve intrinsik sinirler) hem de
hormonlar (kolesistokinin, gastrin, vazoaktif intestinal polipeptid (VIP), sekretin, glukagon,
gastrik inhibitdr peptid (GIP), motilin, enterogastron, somatostatin, ve ndrotensin)

tarafindan diizenlenir®.

2.2 Midenin innervasyonu

Mide, otonom sinir sistemi (sempatik ve parasempatik) tarafindan innerve edilir.
Ayrica afferent innervasyona sahiptir*'. Gastrointestinal sistemin sempatik innervasyonunu
postgangliyonik lifler saglar. Midenin parasempatik innervasyonu ise pregangliyonik lifler
aracihig1 ile olur™.

Gastrointestinal sistemin ekstrinsik sinirlerinin kesilmesi durumunda (izole mide,
bagirsak dokularinda oldugu gibi), bu sistemin dokulart motor etkinliklerini nispeten
diizenli bir sekilde siirdiiriirler. Bunun nedeni, mide-barsak diiz kaslarinin bir ag olusturan
tek-birimli diiz kas olmasma ve ag icindeki baz1 hiicrelerin spontan impuls olusturan
tempocu hiicreler olmasina baghdir®. Intrinsik sinirler olan miyenterik pleksus (Auerbach
pleksusu) ve submukozal pleksus (Meissner pleksusu), enterik sinir sistemini

222324 . .. . . . . . .
olustururlar™~>"". Enterik sinir sistemi, gastrointestinal sistemin motor ve salgi



aktivitelerini diizenlemeye yardim eder®*.

2.3 Etanol

Etanol iki karbonlu, alifatik yapida bir alkoldiir (CH3-CH,-OH). Oral yoldan etanol
alindiginda hizli bir sekilde mide ve bagirsakta pasif difiizyon ile absorbe edilir. Etanoliin
absopsiyon hizinin yiiksek olmasinin en 6énemli nedeni noniyonize olmasina baghdlré.

Etanol plazma proteinlerine baglanmaz. Viicuttaki metabolizasyonu; % 90-98’1

karacigerde oksidasyon suretiyle metabolize edilir (Oksidasyon iki basamakta gergeklesir; -

birinci basamak etanoliin asetaldehide oksitlenmesi, ikinci basamak ise, asetaldehidin asetik
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aside oksitlenmesidir). Geri kalan % 2-10’luk kismi bobrekler, akcigerler ve ter yoluyla
degismeden atilir. Etanole akut maruziyet karaciger enzimlerinde inhibisyon olustururken,
kronik maruziyet enzim indiiksiyonuna neden olur. Bu nedenle uzun siire alkol kullanan
kisilerde enzim sistemlerindeki duyarlilik artis1 nedeniyle etanoliin metabolizmas1 daha
hizlidir®.

Etanol, meyve ve tahillardaki karbonhidratlarin fermantasyonu sonucu elde
edilebilmektedir. Bu nedenle tarih boyunca hemen hemen her toplumda alkolli ickiler
bilinmekte ve kullaniimaktadir. M.O. 2000 yillarinda Babil’de Hammurabi Yasalari’nda
sarap ticaretinden soz edilmektedir®.

Giliniimiizde etanoliin cilt antiseptigi olarak kullanimi diginda ilag olarak fazla bir
onemi yoktur(’. Ancak alkollii ickiler seklinde tiim diinyada sik kullanilan bir igecek olmasi
ve kullanimina bagl viicuttaki zararli etkileri nedeniyle etanoliin farmakolojik etkilerine

yonelik yapilan bilimsel ¢aligmalar 6nem arzetmektedir.

2.4 Etanoliin Farmakolojik Etkileri:

huzursuzluk ve eksitasyon belirtileri daha baskindir. Bundan dolay1 yiiksek dozda alkol
alimi sonrasi midede irritasyon, bulanti ve kusma meydana gelebilir. Ayrica Uykunun

boliinmesi, yorgunluk, zonklayici bas agrisi ve bas donmesi goriilebilir.
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2.5 Etanol ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Yapilmis olan bazi1 bilimsel arastirmalar etanoliin farmakolojik etkilerini
aydinlatmaya yoneliktir’®*”***°_ Santral sinir sistemine yénelik yapilmus olan ¢alismalarda,
etanoliin astroglial bolgelerdeki permiabiliteyi azalttigi bildirilmistir’®. Buna ilave olarak,
etanoliin profrontal korteksteki norofilament proteinlerin expresyonunu azalttigi, bu
etkinin alkoliklerde goriilen davranigsal bozukluklarda rolii olabilecegi ileri siirtilmistir’’.

Etanoliin kalsiyum ile aktive edilen potasyum kanallar (BK)32, NMDA
reseptorleri®®, GABA-A reseptor klorid kanallar’™, glisin reseptor kanallar™ ve Ca®*
kanallar®® gibi hipotetik noktalar: seliiler diizeyde etkileyebilecegi rapor edilmistir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda, etanoliin intraseliiller depolardan Ca*" saliverilmesini
indiikleyebilecegi ileri siiriilmiistiir’ >®.

Diger taraftan; etanoliin farmakolojik etkilerinin mekanizmasini arastirmaya yonelik
olan bazi calismalarda, etanoliin Ca*" seviyesini azaltabilecegi yoniinde goriisler de 6ne
siriilmiistiir. Ornegin fare iskelet kas liflerinde yapilmis olan bir ¢alismada etanolun
intraseliiler Ca®" transient’ini azalttigi bildirilmistir’’. Buna ilave olarak, Keiver ve
arkadaglar1 tarafindan yapilmis olan diger bir ¢alismada ise etanoliin kandaki iyonize
kalsiyumu azalttig1 rapor edilmistir*’.

Kalsiyum kanal blokorleri ile 6n muamelenin etanol ile indiiklenen gastrik
lezyonlar1 engelleyebilecegi bildirilmistir*'.

Etanoliin kas fonksiyonlarina olan etkileri ile ilgili baz1 ¢alismalar da mevcuttur.
Ornegin Sanders ve Bauer tarafindan kdpek antral kasinda yapilmis olan bir calismada, etil
alkoliin eksitasyon-kontraksiyon mekanizmasim etkiledigi bildirilmistir**. Ote yandan,
Keshavarzian ve arkadaslar1 tarafindan yapilmis olan ¢alisma bulgular oldukga ilgingtir.
Hem insanlarda hem de kedilerde yapilmis olan bu calismada, etanoliin alt 6zofageal
kasilmalar1 inhibe ederken {ist 6zofageal kasilmalari etkilemedigi bildirilmis ve bu bulguya
dayanarak yazarlar etanoliin 6zofageal diiz kastaki kalsiyum influksunu inhibe ederken

¢izgili kasta etkisinin olmadigini ileri siirmiislerdir®. Bunun zttinda, sican aortasinda



etanoliin tonik kontraksiyonlara neden oldugu bildirilmis ve bu etkide, en azindan kismen,
protein kinaz C ve kafeine duyarli intraseliiler kalsiyum depolarinin rolii olabilecegi rapor
edilmistir**.

Yapilan diger bir g¢alismada, noéroblastoma hiicrelerinde etanolun muskarinik
reseptor sinyal transdiiksiyonunu fosfolipaz C yolagi iizerinden suprese edebilecegi
bildirilmistir*>. Buna ilave olarak, prenatal donemde etanole maruziyetin seliiler sinyal
mekanizmalarini bozabilecegi bildirilmistir*.

Etanole bagl gastrik lezyonlara kars1 endojen prostaglandinler, siilfidril bilesikleri
ve nitrik oksidin koruyucu etki saglayabilecegi ileri siiriilmiistiir*”.

Hamilelikte etanole kronik maruziyetin fetusta anormal kardiyak ve anormal
vaskiiler gelisime neden olabilecegi bildirilmistir*®. Etanoliin ayrica kardiyak miyositlerin
biiylimesi ve olgunlagsmasi sirasinda morfolojik degisikliklere neden olabildigi de rapor
edilmistir®. Buna paralel olarak, prenatal dénemde etanole maruziyetin vaskiiler kontraktil
cevaplari etkileyebilecegi ileri siiriilmiistiir™’.

Yapilmis olan baska bir ¢aligmada, etanoliin endojen membran kondiiktansini
etkiledigi bildirilmistir’'.

Etanol NMDA (N-metil D-aspartat) reseptdrlerini’”, nikotinik reseptorleri® ve
kalsiyum ile aktive edilen potasyum kanallarini® da modiile edebilmektedir.

Buna ilave olarak, etanoliin stres proteinlerini ve HERG (ether a go go related gene)
potasyum kanallarmi da etkileyebilecegi rapor edilmistir>.

Etanole karst noronal adaptasyonun seliller membran yapis1 ve/veya
fonksiyonlarindaki degisiklikten kaynaklandlfy56 belirtilirken etanole kronik maruziyetin
noronal kaybi artirdigi ve bu artista postsinaptik GABA ve glutamat reseptorlerine ilave
olarak Ca®" influksunu etkileyen mekanizmalarin da katki sagladig: bildirilmistir’’. Ayrica,
etanoliin beta-endorfin sekresyonunu stimiile ettigi ve bu stimiilasyonun kalsiyum kanal
blokorleri ile bloke edilebildigi rapor edilmistirsg. Buna ilave olarak,etanoliin inositol 1,4,5-

trifosfat (IP3) reseptorlerini de inhibe edebildigi ileri stiriilmiistiir’’.



2.6 Deneylerde Kullanilan Kimyasal Ajanlar

Verapamil: Hiicre memraninda bulunan voltaja duyarli L-tipi kalsiyum kanallarini

bloke eder®.

Rutenyum Red (Rutenyum Kirmizisi): Bir polikatyonik boya olan rutenyum red

intraseliiler Ca*" kanallar olan ryanodin reseptdrlerini spesifik olarak bloke eder®.

Guanetidin: Adrenerjik néron blokériidiir®.

Atropin: Bir alkaloid olan atropin, kolinerjik-muskarinik reseptorleri bloke ederek
kolinerjik norotransmitter olan asetilkolinin bu reseptorlere baglanmasini kompetitif olarak
engeller. Boylece kolinerjik-muskarinik aktiviteyi inhibe eder®'.

Neomisin: Aminoglikozid tiirevi olup fosfolipaz C’yi bloke eder®*¢*¢46,

indometazin: Siklooksijenaz enzim inhibitoriidiir®. Siklooksijenaz enzimini inhibe
ederek siklooksijenaz iiriinleri olan prostaglandin, prostasiklin ve tromboksanlarin sentezini
inhibe eder®.

Uvabain: Kisa etki siireli bir kalp glikozididir. Na'-K'-ATPaz pompasini inhibe
eder®.

Manoalid : Fosfolipaz A, inhibitoriidiir'®.

N"-nitro-L-arginin: Nitrik oksid sentaz (NOS) enziminin nonselektif inhibitoriidiir.
NOS’u inhibe ederek endojen NO cevaplarini ortadan kaldirir®’.

Tetraetilamonyum: Nonselektif K kanal blokériidiir™.

Siklopiyazonik asit: Sarko/endoplazmik retikulum Ca** (SERCA) pompa (Ca®'-

ATPaz) inhibitdridiir®.



3. GEREC VE YONTEM

Deneylerde Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezinden temin edilen 30-35 g agirhiginda Swiss albino tiirii erkek ve disi fareler
kullanildi. 24 saat a¢ birakilan farelerin sadece su igmelerine izin verildi. Fareler servikal
dislokasyon ile dldiiriildiikten sonra mide hizli bir sekilde izole edildi ve igerisinde Tyrode
soliisyonu bulunan bir petri kutusuna alindi. Gastrik fundus kismui ayrilarak kiigiik kurvatiir
boyunca kesildi her bir fundus dokusu eni yaklasik 0.3 cm ve boyu 1.2 cm olacak sekilde
longitudinal serit seklinde hazirlandi. Seritler Tyrode soliisyonu ihtiva eden 10 ml’lik cam
organ banyosu igerisine 0.5 g tonus altinda asildi. Banyo ortam1 %95 O, ve %5 CO;ile
siirekli olarak gazlandirildi. Ortam sicaklig1 37 °C’de sabit tutuldu. Dokunun dengelenmesi
icin 1 saat inkiibe edildi ve 15 dk’lik aralarla doku taze Tyrode soliisyonu ile yikandi.
Cevaplar izometrik transdusir ( Harvard ve May FDT O.5 MP35 ) ile poligraf (Harvard)
veya bilgisayar donanimli farmakolojik veri analiz sistemi(BSOPAC, MP35)’ne kaydedildi.

3.1 Kontrol Deneyleri

1 saatlik inkiibasyon (dengelesme) periyodundan sonra izole fare fundus dokusunun
bazal tonusu 5 dakika (dk) boyunca poligraf veya bilgisayara kaydedildi. Daha sonra banyo
ortamina mikropipet yardimiyla 100 pl etanol (% 98’lik) uygulandi. Banyo ortamindaki
nihai etanol konsantrasyonu 164 mM idi. 10 ml’lik banyodaki etanoliin nihai
konsantrasyonu 164 mM’dir. Etanole bagh gevseme cevabi 10 dk boyunca kaydedildi. 10
dk.’nin sonunda doku taze (yeni hazirlanmis) Tyrode soliisyonu ile yikandi1 ve 40 dk.
dinlenmeye (inkiibasyona) birakildi. 40 dk.’lik inkiibasyon periyodundan sonra dokunun
bazal toniisii 5 dk boyunca kaydedildi ve daha sonra banyo ortamina etanol uygulamasi
yapilarak gevseme cevabi 10 dk. siire boyunca kaydedildi. Boylece 164 mM etanole bagl 2

adet gevseme cevabi olusturulmus oldu.



3.2 Verapamil’in Uygulandigi Deneyler

Bu deney gruplarinda, preparat 1 saatlik inkiibasyondan sonra dokunun bazal tonusu
5 dk boyunca kaydedildi ve daha sonra etanol (164 mM) uygulanarak 10 dk boyunca
gevseme cevabi izlendi. 10 dk boyunca gevseme cevabi kaydedildi. Bu siire sonunda
preparat taze Tyrode sollisyonu ile yikanarak banyo ortamina voltaja bagh L-tipi kalsiyum
kanal blokorii verapamil (107, 10, 5x10™* M) uygulandi. Verapamil varhiginda 40 dk’lik
bir ara inkiibasyondan sonra deney 1. uygulamada oldugu gibi tekrarlanarak kaydedildi.

33 Rutenyum Red’in Uygulandig1 Deneyler

Bu deney grubunda, preparat 1 saatlik inkiibasyondan sonra bazal tonusii 5 dk siire
ile izlendi ve etanol (164 mM) uygulamasi ile doku gevsetildi. 10 dk boyunca gevseme
cevabt kaydedildi. Preparat 1 kez taze Tyrode soliisyonu ile yikandi. Etanolden
uzaklastirilan preparata, ryanodin reseptorlerinin spesifik blokorii olan rutenyum red (107,
5x107, 10™ M) banyoya uygulandi. 40 dk boyunca rutenyum red ile inkiibe edildi. 5 dk’lik
bazal tonus kaydindan sonra preparata ikinci etanol (164 mM) uygulamasi yapildi. Etanole

bagl gevseme cevaplart 10 dk siire ile kaydedildi.

34 Guanetidin’in Uygulandig1 Deneyler

Bu deney grubunda, preparat 1 saatlik 6n inkiibasyondan sonra bazal tonusu 5 dk
boyunca kaydedildi etanol (164 mM) ile 10 dk boyunca gevseme cevabi izlenerek
kaydedildi. Daha sonra preparat taze Tyrode soliisyonu ile yikandi. Etanolden uzaklagtirilan
preparatlara adrenerjik néron blokérii guanetidin (10, 10, 10 M) uyguland. 40 dk’lik
guanetidin inkiibasyonundan sonra guanetidin varliginda deney yukarida belirtildigi gibi

tekrar edildi.

10



3.5  Atropin’in Uygulandigi Deneyler

Bu deney gruplarinda, doku 1 saatlik dengelesmeye birakildiktan sonra, dokunun
bazal tonusu 5 dk siire ile kaydedildi ve bulundugu banyo ortamina etanol (164 mM)
mikropipet yardimiyla uygulandi. 164 mM etanole bagh gevseme cevabir 10 dk. boyunca
kaydedildikten sonra preparat taze Tyrode soliisyonu ile yikandi ve daha sonra banyo
ortamma muskarinik reseptdr blokérii atropin (10, 10, 10* M) mikropipet yardimiyla
uygulandi. Atropinli ortamda 40 dk.’lik bir ara inkiibasyon periyodundan sonra atropin

varliginda deney tekrar edildi.

3.6  Neomisin’in Uygulandig1 Deneyler

Bu deney grubunda, 500 mg gerginlik verilen preparat 1 saatlik 6n inkiibasyon
periyodundan sonra etanol uygulamasi ile 10 dk boyunca gevsetildi. Daha sonra preparat 1
kez taze Tyrode soliisyonu ile yikanarak banyoya fosfolipaz C inhibitorii neomisin (107,
10, 5x10™* M) ilave edildi. 40 dk’lik neomisin inkiibasyonundan sonra dokuya ikinci kez

etanol uygulamasi yapildi ve 10 dk boyunca dokudaki gevseme cevabi kaydedildi.

3.7 Indometazin’in Uygulandig1 Deneyler

Bu deney gruplarinda, 500 mg tonus verilen preparat 1 saatlik dengelesmeye
birakildi. Daha sonra bazal tonus 5 dk boyunca kaydedildi ve etanol (164 mm) uygulamasi
ile preparat gevsetildi. 10 dk boyunca gevseme cevabi kaydedildi. Preparat 1 kez taze
Tyrode soliisyonu ile yikandi. Etanolden uzaklastirilan preparata siklooksijenaz enzim

inhibitérii olan indometazin uygulandi. Indometazinli (107, 5XA170:67, [0;5 M) Tyrode

soliisyonu ile yikanarak 40 dk boyunca inkiibasyonda birakildi. indometazinli ortamdayken
dokunun 2. kez bazal tonusu ve etanol (164 mm)’e verdigi gevseme cevabi (10 dk)

kaydedildi.

11

~
~
~

W

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman




3.8 Uvabain’in Uygulandigi Deneyler

Bu deney grubunda, preparat 1 saatlik inkiibasyondan sonra bazal tonusu 5 dk
boyunca kaydedildi ve doku etanol (164 mM) uygulamasi ile gevsetildi. 10 dk boyunca
gevseme cevabi kaydedildi. Preparat 1 kez taze Tyrode soliisyonu ile yikandi. Etanolden
uzaklastirilan preparata Na'-K ATPaz pompa inhibitdrii Uvabain (107, 5x107, 10* M)
uygulandi. 40 dk boyunca inkiibasyonda birakildi. Uvabain varliginda deneyin tekrari
yukaridaki gibi tekrar edildi.

3.9 Manoalid’in Uygulandig1 Deneyler

Bu deney gruplarinda, 1 saatlik 6n inkiibasyon periyodundan sonra dokunun bazal
tonusu 5 dk siire ile kaydedildi ve olusturdugu gevseme cevabi izlendi. 10 dk boyunca
gevseme cevabi kaydedildi. Preparat 1 kez taze Tyrode soliisyonu ile yikandi. Etanolden
uzaklagtirilan preparatin organ banyosuna fosfolipaz A, inhibitérii Manoalid (10° M)
uygulandi. Manoalid varliginda dokunun bazal toniisii (5 dk) ve etanol (164 mM)’e verdigi
gevseme cevabi (10 dk) kaydedildi.

3.10 N"-nitro-L-arginin’in Uygulandig1 Deneyler

Bu deney grubunda, izole fare fundus seritleri 1 saatlik inkiibasyon periyodundan
sonra etanol (164 mM) ile gevsetilerek olusan cevap 10 dk boyunca kaydedildi. 10 dk
sonunda dokular taze Tyrode soliisyonu ile yikand1 ve N¥-nitro-L-arginin (107, 107, 5x10™*
M) igeren ortamda 40 dk’lik boyunca inkiibe edildi. Bu siire sonunda, NO sentaz enzim
inhibitorii N¥-nitro-L-arginin varliginda dokunun bazal toniisii 5 dk. boyunca kaydedildi ve
daha sonra dokuya ikinci kez etanol (164 mM) uygulamasi yapildi ve 10 dk boyunca

dokunun gevseme cevabi kaydedildi.

12



3.11 Tetraetilamonyum’un Uygulandigi Deneyler

Bu deney grubunda, preparat 1 saatlik inkiibasyondan sonra bazal toniisii 5 dk. siire
ile kaydedildi ve 10 dk boyunca gevsetildi. Preparat 1 kez taze Tyrode soliisyonu ile
yikandi. Etanolden uzaklagtirilmig soliisyona, potasyum kanal blokorii tetraetilamonyum
(5x10°, 10* ve 5x10* M) uygulandi. Tetractilamonyum varhgmnda 40 dk’lik bir ara
inkiibasyon periyodundan sonra preparat 164 mM etanol ile ikinci kez gevsetildi ve

gevseme cevaplart 10 dk boyunca kaydedildi.

3.12 Siklopiazonik Asit’in Uygulandigi Deneyler

Bu deney grubunda, doku 1 saatlik inkiibasyondan sonra etanol ile gevsetildi ve 10
dk sonundaki deger kaydedildi. Taze Tyrode soliisyonu ile bir kez yikandiktan sonra
dokuya, sarkoplazmik retikulumda bulunan Ca’"-ATPaz pompa inhibitdrii siklopiazonik
asit (10, 5x10°, 10° M) uygulandi. Siklopiazonik asitli Tyrode soliisyonunda 40 dk
inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra ilacli ortama ikinci kez etanol uygulamasi yapildi ve 10

dk boyunca cevap kaydedildi.
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3.13  Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Istatiksel Analiz

Her bir etanol gevseme cevabr mm olarak dlciildii. Tkinci gevseme cevabimin birinci

gevseme cevabina oranlanmasi suretiyle % gevseme degeri saptandi. Soyle ki;

Etanol gevseme cevabi,

Yiizde (%) Gevseme = x 100

Etanol gevsemesi cevaby,

Bu sekilde her bir deney i¢in bir % gevseme degeri elde edildi. Biitiin % gevseme
degerleri tek yoOnlii varyans analizi (one way ANOVA; posthoc:Bonferoni) ile

degerlendirildi. 0.05’den kiiciik P degerleri anlamli olarak kabul edildi. Biitiin veriler,

_ -1 Bicimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman

ortalama + Standart Hata olarak ifade edildi.

A

3.14 Kullanilan ilaglar ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan kimyasal ajanlarin timii SIGMA firmasindan temin edildi.
Deneylerde kullanilan ilaglar; etanol, verapamil hidroklorid, guanetidin oktahidrozoksin
siilfat, atropin siilfat, rutenyum red, tetractilamonyum klorid, indometazin, uvabain,
neomisin siilfat, N"-nitro-L-arginin, siklopiyazonik asit ve manoalid’tir.N"-nitro-L-arginin
ve uvabain Tyrode soliisyonunda ¢oziilerek kullanildi. Verapamil hidroklorid, guanetidin
oktahidrozoksin siilfat, atropin siilfat, rutenyum red, tetractilamonyum ve neomisin siilfat
distile suda ¢oziindii. Siklopiyazonik asit ve manoalid ise DMSO (dimetilsiilfoksid)’da
¢oziindii. 2 giinde bir taze soliisyonlar1 hazirlandi. Indometazin soliisyonu DMSO’da

¢oziindiikten sonra Tyrode soliisyonuna eklenerek preparata uygulandi.
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4. BULGULAR

izole fare mide fundus seritlerinin 164 mM etanol’e verdigi cevap biitiin preparatlar
icin yalnizca gevseme cevabi seklinde degildir. Bazi preparatlar, 164 mM etanol’e Once
kasilma daha sonra gevseme seklinde bir cevap olustururken bazi preparatlar ise Once
gevseme daha sonra kasilma seklinde bir cevap vermistir. Bu tezin amaci, izole fare mide
fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e baghi gevseme cevaplarinin mekanizmasini
aragtirmak oldugundan ¢aligmadaki bazi preparatlarin etanol (164 mM)’e verdigi bu bifazik

cevaplardan sadece gevseme cevabi degerlendirilmistir.

4.1. Kontrol Grubu

izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e bagh tekrarlanabilir gevseme
cevaplari meydana gelmistir. Birinci gevseme cevabindan sonra kontrol grubundaki
dokular sadece Tyrode soliisyonu ile yikanmistir. Etanolden uzaklastirilan dokuya ikinci
etanol uygulamasi ile ikinci gevseme cevabi elde edilmistir. Kontrol grubunun ortalama

ylizde gevseme cevabi 146,75£15.75’tir (n=12).

A Ty - N )/
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4.2 Etanol ile Olusturulan Gevseme Cevaplar1 Uzerinde Verapamil’in Etkisi

izole fare mide fundusuna L- tipi Ca®* kanal blokérii verapamil (107, 10, 5x10™ M)

uygulanan deneylerde % gevseme degerleri siras1 ile: 54.41+£27.14, 26.5£12.63 ve -~

y i S f e

~

34.36+9.16 dir. (Kontrol grubunun % gevseme degeri: 146,75+15.75’tir n=12). Izole fare . B

\

mide fundus seritlerinde etanol (164 mM) ile olusturulan gevsemeleri verapamil kullanilan N

tiim konsantrasyonlarinda(10~, 10*, 5x10™ M) inhibe etti. Bu inhibisyon kontrol grubuna

Kontrol

=3 Kontrol
Ed10°5™m Verapamil

Clio“wm Verapamil
1 5x10 * M Verapamil

Verapamil

107, 107, 5x10*

,,,,, A T T ETRYr AT X

analiz: One-way analysis of variance (one-way ANOVA); post hoc: Bonferroni.

&+ Kontrol grubu ile
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4.3. Etanol ile Olusturulan Gevseme Cevaplar1 Uzerinde Rutenyum Red’in Etkisi .

Ryanodin reseptér (intraseliiler kalsiyum kanal) blokérii olan rutenyum kirmizisi (107,

5&1Q'f,]0;4 M) izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e bagli gevsemeleri .-~

konsantrasyona bagimli bir sekilde ve anlamli olarak inhibe etti. Rutenyum red varligindaki
ortalama % gevseme degerleri sirasi ile 38.47£11.92, 8.33+11.11 ve 8.57£10.49 idi.

Ao Tersim e YN Pl et M

(Kontrol grubunun % gevseme degeri: 146,75+15.75’tir. n=12). N

Kontrol .

105w Rutenyum red
Cd5x10°m Rutenyum red

Cd10%m Rutenyum red

Rutenyum Red
1004

% Gevseme

Sekil 2. izole fare mide fundusunda etanol (164 mM) ile olusturulan gevseme cevaplari iizerinde rutenyum
red (107, 5x10° 5, 10"*in etkisi. Veriler ortalama + Standart Hata olarak ifade edildi (10 ve 5x107 i¢in
n=4, 10* M igin n=3 ). istatistiksel analiz: One-way analysis of variance (One-way ANOVA); post hoc:

Bonferroni. *: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir (£<0.05).
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4.4. Etanol ile Olusturulan Gevseme Cevaplar1 Uzerinde Guanetidin’in Etkisi

Adrenerjik néron blokdrii olan guanetidin diisiik konsantrasyon (10° M)’da izole fare mide

fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e bagl gevsemeleri azaltti. Ancak bu azalma

konsantrasyonlar1 (‘170:57, l0;4 M) ise etanole baglh gevsemeleri istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde inhibe etti (swrastyla; 72.51+4.66, 71.56£12.19’dur (Sekil 3, n=4). (Kontrol

A

grubunun % gevseme degeri: 146,75+15.75’tir. n=12).

200+
Kontrol == Kontrol

Guanetidin 1 10°M Guanetidin

g [ 10°M Guanetidin

du’» 1 10M Guanetidin

5 100' *

(U] 1

2

18

\

\
\

N

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman, Kalin Degil

7| Bigimlendirilmis: Yazi tipi:

(Varsayilan) Times New
Roman

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New

| Roman, Kalin Degil

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman, Kalin Degil

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman, 10 nk

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman, 10 nk

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman, 10 nk

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman, 10 nk




4.5. Etanol ile Olusturulan Gevseme Cevaplar1 Uzerinde Atropin’in Etkisi

izole fare mide fundus seritlerinde kolinerjik muskarinik reseptdr blokérii atropin

| (10, AlQ'f,10;4 M), etanol (164 mM)’e bagh gevsemeleri konsantrasyona bagimh bir .-~

~

sekilde ve istatistiksel bakimdan anlamli olarak inhibe etti. % gevseme degerleri sirast ile:
| 83.69£12.76, 80.07+£24.82, 12.5+14.43 idi (Sekil 4, n=4) (Kontrol grubunun % gevseme
degeri: 146,75+15.75°tir. n=12). )

] Kontrol == Kontrol

1 10°m Atropin
1 10°Mm Atropin
1 10*M Atropin

Atropin

100+ *+ *+

% Gevseme

Sekil 4. izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e bagli gevseme cevaplari iizerinde atropin (107,
107, 10 M)’in etkisi. Istatistiksel analiz: One-way analysis of variance (One-way ANOVA); post hoc:
Bonferroni. Veriler ortalama + Standart Hata olarak ifade edildi.*: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir (P<0.05). * : 10 M Atropin grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir (P<0.05) (n=4).
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4.6. Etanol ile Olusturulan Gevseme Cevaplar1 Uzerinde Neomisin’in Etkisi

izole fare mide fundus seritlerinde fosfolipaz C inhibitérii neomisin (10° M, 10*, -

inhibe etti. (% Gevseme degerleri sirasi ile: 16.52+7.71, 62.87+17.83, 19.96+15.22, Sekil 5,

146,75+15.75°tir. n=12). W

Kontrol

200- |
=3 Kontrol '

Neomisin 1 10® M Neomisin

g 1 10* M Neomisin
o 1 5x10*M Neomisin
> 100-

o

R

N

,,,,,,,,,,,,,,,,,,
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4.7. Etanol ile Olusturulan Gevseme Cevaplar1 Uzerinde indometazin’in Etkisi

Siklooksijenaz enzim inhibitdrii olan indometazin (10°°, 5){3916119;5 M) izole fare .-~

~

mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e bagh gevsemeleri istatistiksel olarak anlamli N

bir sekilde inhibe etti. % Gevseme degerleri sirasi ile: 1.75£1.89, 7.69£8.87 ve 3.3+3.8 idi

o~
N

Kontrol
1500 N
=3 Kontrol
E110°%M  indometazin
2 100- 1 5x10° M indometazin
b . -5 i :
g indometazin — 10" M Indometazin
o
N 50+
*
*
*
0-

21

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman, Kalin Degil

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New

| Roman, Kalin Degil

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New

' | Roman, Kalin Degil

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New

'| Roman

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:

| \| (Varsayilan) Times New
1'| Roman

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:

“\ (Varsayilan) Times New
'| Roman

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman

- Bicimlendirilmis: Yaz tipi:

(Varsayilan) Times New
Roman, 10 nk

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman, 10 nk

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman, 10 nk

Bigimlendirilmis: Yaz tipi:
(Varsayilan) Times New
Roman, 10 nk




4.8. Etanol ile olusturulan Gevseme Cevaplar1 Uzerinde Uvabain’in Etkisi

7
’
/
/

Na"-K'-ATPaz pompasinin spesifik inhibitérii olan uvabain (107, 5x107,107* M) /-
izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e bagli gevsemeleri istatistiksel

bakimdan anlamli bir sekilde etkilemedi (Tablo 1). Uvabain diisiikk konsantrasyon (10'5 K

M)’da etanole bagli gevsemeleri istatistiksel bakimdan anlamli olmayan bir sekilde

/-
-
2

anlamli olmayan hafif bir artisa neden oldu (Sekil 8, P>0.05, 5x107ve 10* M igin n=3, 10, -
° M igin n=4). \

N
AN
VN
N

Tablo 1. izole fare mide fundusunda etanol (164 mM)’e baglh gevseme cevaplar iizerinde uvabain (107,
5x107,10* M)’in etkisi. Veriler ortalama £ Standart Hata seklinde ifade edildi (10 M igin n= 4, 5x10°° igin
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4.9. Etanol ile Olusturulan Gevseme Cevaplar1 Uzerinde Manoalid’in Etkisi

Fosfolipaz A, inhibitdrii olan manoalid (10‘6 M) izole fare mide fundus seritlerinde
etanol (164 mM)’e bagl gevseme cevaplarinda inhibisyona neden oldu. Ancak bu

inhibisyon istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 7, P>0.05, n=2). Manoalid varligindaki
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Sekil 7. izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)’iin gevseme cevaplari iizerinde manoalid (107

M)’in etkisi. Veriler ortalama + Standart Hata olarak ifade edildi (n=2). Istatistiksel analiz: Unpaired Student ¢

testi. Kontrol grubuna gore anlamhilik yoktur (P>0.05. e oy "
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4.10. Etanolile Olusturulan Gevseme Cevaplar1 Uzerinde N"-nitro-L-arginin’in

Etkisi

-

Nitrik oksid sentaz inhibitorii olan N"-nitro-L-arginin (L-NOARG; 107, 5x107, 17();‘;//

M), etanol (164 mM)’e bagh gevsemeleri istatistiksel bakimdan anlamli ve konsantrasyona

baglimhi bir sekilde inhibe etti (% Gevseme degerleri sirasi ile: 118.96x13.41, 70.3946.37,

(Wil e (s

\

grubunun % gevseme degeri: 146,75+15.75tir. n=12).

200 \
Kontrol L-NOARG == Kontrol
Ed10°M L-NOARG
£ CJ10*M L-NOARG |
:u;n [ 5x10* M L-NOARG
= *+ i '
—I_ J"‘j‘“

/

edildi (107 ve 5xL10'5 M igin n=4, 10™* M igin n= 7). Istatistiksel analiz: One-way analysis of variance (one- K oo
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4.11. Etanol ile Olusturulan Gevseme Cevaplar1 Uzerinde Tetraetilamonyum’un

Etkisi

Potasyum kanal blokorii olan tetraetilamonyum (TEA; 5x107, J0'4, 5x10* M) izole fare -

,,,,,, A

~

mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e bagli gevsemeleri konsantrasyona bagimli bir

sekilde inhibe etti. Ancak bu inhibisyon sadece en yiiksek olan TEA konsantrasyonu (5x10]

4) icin anlamh idi (P<0.05). Etanol gevsemelerinin ortalama ylizde degerleri sirasiyla

98.73£26.09, 72.34+21.83, 39.87+15.70’tir. (Sekil 9, 5x107° ve 10 M i¢in n=4, 5x10* M
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Sekil 9. izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM) ile olusturulan gevseme cevaplari iizerinde
J1o, sxiq

,,,,, A

tetractilamonyum (TEA; 5x107, M)’un etkisi. Veriler ortalama + Standart Hata olarak ifade edildi
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5. TARTISMA

Bu c¢aligmada, izole fare mide fundus dokusunda etanol (164 mM)’e bagh
gevsemelerin etki mekanizmasi seliiller ve subseliiler diizeyde arastirildi. Etanole bagh
gevsemelerin etki mekanizmasimi arastirmak icin voltaja duyarli L-tipi kalsiyum kanal
blokorii verapamil, ryanodin reseptorlerinin spesifik blokorii rutenyum red, adrenerjik
ndron blokorii guanetidin, muskarinik reseptdr blokorii atropin, fosfolipaz C inhibitorii
neomisin, siklooksijenaz enzim inhibitorii indometazin, Na'-K~ ATPaz pompa inhibitorii
uvabain, fosfolipaz A, inhibitorii manoalid, nitrik oksid sentaz inhibitorii N™-nitro-L-
arginin, potasyum kanal blokérii tetraetilamonyum ve Ca®" -ATPaz pompa inhibitorii
siklopiazonik asitin etanol (164 mM) gevsemeleri iizerindeki etkileri arastirildi. Caligma
sonuglarina goére uvabain ve siklopiazonik asit izole fare mide fundusundaki etanol (164
mM)’e bagli gevsemeler iizerinde etkisizdi. bunun tersine, verapamil, rutenyum red,
guanetidin, atropin, neomisin, indometazin, L-NOARG ve TEA izole fare mide fundus
seritlerinde etanol (164 mM) ile olusturulan gevsemeleri istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde inhibe etti.

Bu calisma sonuglari, etanolun izole fare mide fundus seritlerinde olusturdugu
gevseme cevaplarinda seliiler diizeydeki Ca®’ artisinin 6nemini vurgulamaktadir. Nitekim,
L-tipi Ca®" kanal blokérii olan verapamil etanole bagli gevsemeleri anlamli bir sekilde
inhibe etmistir. Bu konuda yapilan bazi arastirma sonuglari bulgularimizi destekler
niteliktedir. Ornegin, superior servikal gangliyon néronlarinda yapilan bir caligmada

etanoliin bazal Ca*"

u arttirdig1 rapor edilmis ve bu artistan intraseliiler Ca*’un sorumlu
oldugu ileri sﬁrﬁlmﬁstﬁr”. Buna ilave olarak, insanlarin mide hiicrelerinde etanol ile
olusturulan gastrik hasarda Ca®"*un ¢ok énemli bir rol oynadig bildirilmis'' ve verapamil
ile 5n muamelenin etanole bagh gastrik lezyonlari azalttig1 rapor edilmistir*'. Bu bulgulara
paralel olarak sigan astrositlerinde etanol tarafindan indiiklenen hiicre éliimlerini Ca®"un
potansiyalize edebilecegi gosterilmistir'®. Buna ek olarak, etanol tarafindan midede

olusturulan morfolojik degisiklikler ekstraselliiler Ca*" girisinin engellenmesi ile énemli
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derecede azaltilmis ve intraselliiler Ca>* depolarmin bosaltilmasi ile de etanole bagl
morfolojik degisikliklerin inhibisyonu potansiyalize edilmistir''. Ayrica, siganlardaki fetal
hipotalamik hiicreler {izerine etanoliin etkisini arastiran bir ¢alismada, etanoliin direkt
olarak sitoplazmik kalsiyum seviyelerini ekstraseliiler kalsiyum kanallarini igeren yolaklar
iizerinden modiile edebilecegini ileri siirmiiglerdir’’. Bu bulgulara paralel olarak, Altura ve
arkadaslar’’* serebral kan damarlarinda alkol ile olusan spazmin kalsiyum antagonistleriyle
onlenebilecegini ileri siirmiislerdir’.

Polikatyonik bir boya olan rutenyum red (Rutenyum kirmizisi) intraseliiler Ca*"
kanallar1 olan ryanodin reseptodrlerinin selektif bir blokoriidiir®. Rutenyum kirmizisinin,
etanol ile indiiklenen gevsemeleri konsantrasyona bagimli olarak ve anlamli bir sekilde
inhibe etmesi etanole bagh bu gevsemelerde intraseliiler Ca’”un Gnemli bir role sahip
oldugunu telkin etmektedir. Etanoliin olusturdugu seliller Ca®" seviyesindeki bu artis,
muhtemelen gevseme cevabinda rolii olan diger mekanizmalar aktive etmektedir. Yang ve
arkadaslarinin® iskelet kas lifleri ve serebral arteriyel diiz kasinda yapmis olduklari ¢alisma
sonuglar1 bulgumuzu destekler niteliktedir. Yang ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bu
calismada, etanoliin intraseliiler Ca®" saliverilmesini indiikledigini rapor etmislerdir’™*.
Ayrica, sigan ventrikiil miyositlerinde yapilan bir calismada, etanol ile olusan ve
myokardiyal depresyona neden olan mekanizmadan sarkolemmal kalsiyum kanallarinin
sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir’.

Izole fare mide fundus dokusunda etanole bagli gevsemelerin kolinerjik-muskarinik
reseptdr blokdrii olan atropin ile inhibe edilmesi bu gevsemelerde muskarinik aktivasyona
bagh fosfoinozitid yolagimin roliinii telkin etmektedir. Sonugta seliiler diizeyde Ca®" artis1
gevsemede rol oynayan diger mekanizmalar aktive edebilir. Bu ¢alismadaki bulgulara zit
olarak neonatal siganlarda yapilan bir ¢alismada, etanoliin beyindeki muskarinik reseptor
stimulasyonuna bagli olan fosfoinozitid hidrolizini inhibe edebilecegi rapor edilmistir’,
Yapilan bagka bir calismada ise akut ve kronik etanol uygulanmasinin fare beyin
dokusundaki asetilkolin diizeylerinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir’’. Bulgularimiz
ile bu her iki galisma arasindaki farkliligin nedenleri; deney protokolii, kullanilan doku
veya kullanilan etanol konsantrasyonunun farkli olmasindan kaynaklanmig olabilir.

Nitekim, Belia ve arkadaglari tarafindan yapilmig olan bir ¢alismada etanoliin, kullanilan
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konsantrasyona bagli olarak, Ca”" iizerinde hem aktivatér hem de inhibitor etkisinin oldugu
rapor edilmistir’’. Buna ilave olarak, Li ve arkadaslari tarafindan sican aortik diiz
kaslarinda yapilan bir ¢alismada ise alkol yapisinda olan metanoliin, kullanilan kontraktil
ajana baglh olarak, kasilma ve gevseme cevabi seklinde birbirine zit olan farmakolojik
cevaplara neden oldugu ileri siiriilmiis ve etanole bagli olan gevseme cevabinin Ca’*’a
bagimli oldugu ve asetilkoline bagimli olmadig1 rapor edilmistir'®.

Fosfolipaz C inhibitorii neomisinin izole fare fundusunda etanole bagli gevsemeleri
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe etmesi, ilgili dokuda etanol ile indiiklenen
gevsemelerde fosfolipaz C’nin 6nemini vurgulamaktadir. Bununla birlikte, si¢anlarin
hipokampiisiinde ve medial frontal korteksinde yapilan bir ¢alismada, etanoliin fosfolipaz C
aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir*.

Fosfolipaz A, inhibit6rii manoalid’in etkisine paralel olarak siklooksijenaz enzim
inhibitorii indometazin mide fundusunda etanole bagh gevsemeleri dramatik bir sekilde
ortadan kaldirmistir. Buna paralel olarak, izole sigan aortasinda yapilmis olan bir ¢alismada,
indometazin’in etanol etkisini azalttig1 ileri siiriilmiistiir’".

Cahismamizda, Na'-K' ATPaz pompa inhibitorii olan uvabain izole fare mide
fundusunda etanole bagli gevsemelerde anlamli bir etki olusturmadi. Bu nedenle, ilgili
dokuda 164 mM etanol ile olusturulan gevsemelerde Na'-K" ATPaz’m rol oynamadig
diigiiniilmektedir. Bizim g¢aligmamizdan farkli olarak yapilan bir calismada siganlarin
papiller toplayici hiicrelerinde etanolin Na'-K~ ATPaz aktivitesini artirdign ileri
siiriilmiistiir’®. Bunun zttinda, Kashkin ve arkadaslari tarafindan farelerde yapilan bir
calismada ise etanoliin Na'-K" ATPaz aktivitesini inhibe edebilecegi rapor edilmi§tir79.

Nitrik oksid sentaz inhibitérii N“-nitro-L-argininin, izole fare mide fundusunda
etanole bagh gevsemeleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe etmesi bu
gevsemelerde nitrik oksidin roliini telkin etmektedir. Bu konu ile ilgili yapilan bazi
calismalar bizim bulgularimizi destekler niteliktedir. Ornegin Budec ve arkadaslari
tarafindan sicanlarda yapilan bir ¢alismada’’, etanoliin IgA iizerindeki etkisine endojen
nitrik oksidin aracilik edebilecegi rapor edilirken Polikandriotis ve arkadaglari etanoliin
akcigerde nitrik oksid artisina neden oldugunu ileri siirmiislerdir’®.

Caligmada kullandigimiz, K kanal blokérii olan tetraetilamonyum etanole bagli
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gevsemeleri inhibe etmistir. Bu bulgu izole fare mide fundusunda etanole bagh
gevsemelerde potasyum kanallarinin roliinii telkin etmektedir. Bununla birlikte, Namba ve
arkadaglar1 yapmis olduklari c¢alisma sonucunda etanoliin kalsiyum ile aktive edilen
potasyum kanallarini (IK) inhibe edebilecegini ileri siirmiislerdir®.

Ca®" -ATPaz pompasmin selektif inhibitdrii olan siklopiazonik asit (CPA) ise
beklenenin aksine, izole fare mide fundusunda etanol ile indiiklenen gevsemeleri etkilemedi.
Oysa ki ryanodin reseptdr (intraseliiler Ca** kanal) blokdrii olan rutenyum red’in etanole
bagh gevsemeleri anlamli bir sekilde azaltmas: ve voltaja duyarli L-tipi Ca®* kanal blokdrii
olan verapamil’in de benzer etki olusturmasi, ilgili dokuda etanole bagli gevsemelerde hem
ekstraseliiler hem de intraseliiler Ca®"un roliinii vurgular niteliktedir. Siklopiazonik asit,
Ca”**-ATPaz pompasini bloke edip intraseliiler Ca®" deposunu deplete ettiginden, CPA’nin
bu gevsemeleri inhibe etmesi beklenmekte idi. Beklentinin disinda, CPA’nin etanol
gevsemelerinde etkisiz olmasinin nedeni deneylerde kullanilan CPA konsantrasyonlarinin
yetersiz olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Sonug olarak, deneysel bulgular izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)
ile olusturulan gevsemelerde Ca®“un, adrenerjik néron ve kolinerjik muskarinik
reseptorlerin, fosfolipaz C, arasidonik asit — siklooksijenaz yolaklarinin, nitrik oksid ve
potasyum kanallarmin rolii olabilecegini telkin etmektedir. Buna karsilik, yine deneysel
bulgular etanole bagli bu gevsemelerde Na'- K* ATPaz ve Ca’’- ATPaz’in rollerinin

olmadigini telkin etmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Etanol (164 mM) izole fare mide fundus seritlerinde tekrarlanabilir gevsemelere
neden oldu. Bu gevsemeler L-tipi Ca®" kanal blokérii verapamil, ryanodin reseptor
(intraseliiler kalsiyum kanal) blokorii rutenyum red, adrenerjik néron blokorii guanetedin,
kolinerjik-muskarinik reseptor blokorii atropin, fosfolipaz C inhibitérii neomisin,

siklooksijenaz enzim inhibitorii indometazin, nitrik oksid (NO) sentaz inhibitérii N"nitro- _

sekilde azaltildi. Fosfolipaz A, inhibitorii manoalid bu gevsemelerde anlamli olmayan bir
azalmaya neden oldu. Bunun yam sira, Na'- K ATPaz blokérii uvabain ve Ca®’- ATPaz
blokérii siklopiazonik asit bu gevsemeleri etkilemedi.

Deneysel bulgular, izole fare mide fundus seritlerinde etanol ile olusturulan
gevsemelerde Ca*"un, adrenerjik noron, kolinerjik muskarinik reseptorlerin, fosfolipaz C
ve aragidonik asit — siklooksijenaz yolaklarinin, nitrik oksid ve potasyum kanallarinin rolii
olabilecegini telkin etmektedir. Buna karsilik, yine deneysel bulgular Ca®"- ATPaz ve Na'-

K" ATPaz’1n etanol ile indiiklenen bu gevsemelerde rollerinin olmadigini telkin etmektedir.

Yukarida belirtilen farmakolojik ajanlar ile yapilan kalitatif tayinlerin ayn1 zamanda
kantitatif tayin yontemleri ile de desteklenmesi ¢aligmanin kalitesinin arttirilmasi agisindan
onemlidir. Ancak Anabilim Dalimizda kantitatif tayin yontemlerine yonelik bir alt yap1
hentiz bulunmadigindan bu ¢alismalar yapilamamastir.

Deneysel asamada, bazi izole fare mide fundus dokular1 etanol (164 mM)’e sadece
gevseme cevabi degil ayn1 zamanda hem kasilma hem de gevseme cevabi seklinde bifazik
cevaplar vermistir. Bunlardan kasilma cevabmin mekanizmasini ileriki bir ¢aligmada
aragtirmay1 planlamaktayiz. Bunun yamn sira, ilerde yapilmasi planlanan diger bir ¢alisma
da, etanole bagl farmakolojik cevaplarda rolil oldugu diisiiniilen siklooksijenaz tiriinlerinin

identifikasyon ¢aligsmalaridir.
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