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Ozet

Amac: S.U. Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dal
Aragtirma Laboratuvarinda yapilan bu in vitro ¢alismada,
dana koroner arter diiz kasinda verapamil ve nitrendi-
pinin serotonin (5-HT)'e bagli kasilma cevaplari {izerine
inhibitér etki giicleri karsilastirilmig ve 5-HT ile bu iki
antagonist arasindaki etkilesmenin tipi arastirilmigtir.

Gerec ve Yontem: Dana koroner arter seritleri % 95 0,-%5
CO, karisimi ile gazlandirilan, 37°C'de Krebs-Henseleit
soliisyonu igeren 25 ml organ banyosu igine alindilar.
Kiimiilatif tarzda uygulanan 5-HT (10--10"* M) ile mak-
simum kasilmaya ulasildi ve verapamil (10°-10* M)
veya nitrendipin (10--10"* M) uygulanarak gevseme ce-
vaplari elde edildi. Calismanin diger boliimiinde, 5-HT
ile kontrol kiimiilatif konsantrasyon-cevap egrileri sap-
tand1 ve ortama verapamil (108 ve 10® M) yada nit-
rendipin (108 ve 10 M) ilave edilerek tekrar kiimiilatif
tarzda 5-HT uygulandi. Calismanin son béliimiinde, 5-
HT ile kontrol konsantrasyon-cevap egrileri alindiktan
sonra dokular 0.1 mM EGTA igeren Ca™" suz soliisyon
ile dinlendirildi. Ortama Ca'*-antagonistlerinden biri
(10 M) ve 5-HT (10°° M) ilave edilerek kiimiilatif tarz-
da Ca** (104-10"2 M) uyguland.

Bulgular: Calismada kullanilan Ca** kanal blokérlerinin 5-
HT cevaplarma kars1 IC50, t;, ve % maksimum gevseti-
ci etkileri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir.
Ortama verapamil veya nitrendipin ilavesi 5-HT'nin kon-
santrasyon-cevap egrisini anlamli olarak saga kaydirmis
ve 5-HT'ye bagli maksimum kasilma cevaplarini da an-
lamli olarak azaltmistir. 5-HT, Ca*™*'suz ortamda, ortama

Ca™ ilavesiyle elde edilen maksimum cevabin %31.6 +

5.68'1 oraninda kasilma olusturmustur. Nitrendipin,

Ca™'suz ortamda Ca*" ile geri dénen 5-HT cevaplarin

verapamile gore daha etkin bir sekilde inhibe etmistir.
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Summary

Purpose: In this in vitro study, coronary arteries of calf were

used to compare the inhibitory effects of verapamil and
nitrendipine on serotonine (5-HT) dependent contrac-
tions and to investigate the type of interaction between 5-
HT and these two antagonists.

Materials and methods: Strips were mounted in 25 ml or-

gan baths containing Krebs-Henseleit solution at 37°C
continuously gassed with 95 %0, and 5% CO,. To eval-
uate the vasodilator effects of verapamil and nitrendip-
ine, contractions were induced by cumulative added 5-
HT (10°- 10* M) . After obtaining a maximum steady
state response, verapamil (10-2-10"* M) or nitrendipine
(10-10* M) were administered according to the cu-
mulative doses method. In the next series of experi-
ments, second cumulative dose-response curves to 5-
HT were obtained in the presence of verapamil (108
and 10°® M) or nitrendipine (108 and 10°¢ M). In the
other groups, dose-response curves to 5-HT were ob-
tained. The tissues were exposed Ca'*-free (0.1 mM
EGTA) and verapamil (10 M) or nitrendipine (10
M) was added to the bath. 5-HT (107 M) was added to
the bath before cumulative administration of Ca*™" (104-
102 M).

Results: In the presence of 5-HT, there was no statistically

significant difference between IC50, t;,, and % maxi-
mum relaxating effects of Ca'-channel blockers,
which were used in the study. In the presence of vera-
pamil (108 and 107 M) or nitrendipine (108 and 10°
M), dose-response curves of 5-HT were shifted to the
right and maximum contractile responses of 5-HT
were depressed. In Ca**-free medium, 5-HT caused
contractions amounting to 31.6 = 5.68% of the maxi-
mum response obtained by re-addition of Ca**. In
Ca*"-free medium, nitrendipine inhibited 5-HT re-
sponses, which return with Ca*", more effectively
than verapamil.

Conclusions: These results suggest that, 5S-HT-induced con-

tractions of calf coronary arteries are significantly de-
creased by verapamil and nitrendipine, extracellular
Ca**-influx is inhibited by nitrendipine more effective-
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Sonug: Bulgular, dana koroner arter diiz kasinda 5-HT'e baglh
kasilmalarin verapamil ve nitrendipin tarafindan anlaml
olarak azaltildigini, nitrendipinin hiicre igine eks-
traseliiler Ca™™ girisini verapamile gore daha etkin olarak
inhibe ettigini ve bu iki Ca** antagonisti ile 5-HT arasin-
daki etkilesmenin nonkompetitif antagonizma tipine uy-
dugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Koroner arter, Serotonin, Verapamil,
Nitrendipin
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ly than verapamil and the type of interaction between 5-
HT and these two antagonists is noncompetitive antago-
nism.

Key Words: Coronary artery, Serotonin, Verapamil,
Nitrendipine
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Kalsiyum (Ca'"), vaskiiler diiz kaslarda ve
diger diiz kaslh yapilarda depolarizasyondan sorum-
lu ana katyondur ve eksitasyon-kontraksiyon kene-
tinin saglanabilmesi icin sitoplazmik Ca**
diizeyinin artmas1 gerekir (1). Bu artig, intraseliiler
Ca™ depolarindan saliverilen ve/veya ekstraseliiler
ortamdan kalsiyum kanallar1 araciligi ile hiicre
icine giren Ca*™ iyonlan ile saglanmaktadir (2).
Ekstraseliiler Ca**'un hiicre membranindan hiicre
icine girisini diizenleyen kanallar, voltaja- ve resep-
tore-bagimli kanallar olmak {iizere ikiye ayrilmak-
tadir (3).

Verapamil ve nitrendipin gibi kalsiyum antago-
nisti ilaclarin vaskiiler diiz kas hiicre membranin-
daki Ca™ kanallarindan ekstraseliiler Ca**'un hiicre
icine girigini bloke ettikleri ve bu etkileri nedeniyle
vaskiiler yapilarda gevseme olusturduklart bilin-
mektedir (4).

Kalsiyum antagonistleri giiniimiizde antihiper-
tansif, antiaritmik ve antianginal tedavide oldukca
sik kullanilan ilaglardir ve en dnemli etki yerlerinin
koroner arter diiz kaslar1 oldugu kabul edilmektedir
(4-6). Sunulan bu in vitro ¢aligmada, dana koroner
arterinde 5-HT'ye bagli kasilmalar {izerine vera-
pamil ve nitrendipinin inhibitor etki giiglerini ve 5-
HT ile bu iki antagonist arasindaki etkilesme tipini
belirlemek amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem

Bu ¢alismada Konya Et ve Balik Kurumundan
aliman dana kalpleri kullanildi. Kalpler soguk
Krebs-Henseleit soliisyonu igerisinde laboratuvara
getirildi ve sol koroner arterin interventrikiiler dali
izole edildi. Bag dokusundan temizlenen arterler
spiral kesi ile 2-3 mm genisliginde ve 10-15 mm
boyunda seritler haline getirildi. Dokular 37°C'de
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Krebs Henseleit soliisyonu iceren ve %95 0,-%5
CO, karigimu ile siirekli olarak gazlandirilan 20 ml
hacminde organ banyosu i¢ine alindi ve 1 g istira-
hat gerilimi uygulanarak 60 dakika siireyle din-
lendirildi. Bu siire i¢inde dokular her 15 dakikada
bir besleyici soliisyon ile yikandi. Agonist ve an-
tagonistlere verilen cevaplar izotonik levye
araciligiyla 10 kez biyiitilerek kimografa
kaydedildi. Deneylerde kullanilan Krebs Henseleit
soliisyonunun igerigi (mM) olarak sdyledir: NaCl
119; KC1 4.7; MgSO, 1.5; KH,PO, 1.2; CaCl, 2.5;
NaHCO; 25; glukoz 11.

Deneysel prosediir: Dinlenme periyodunun
bitiminde ¢alisma {i¢ boliim halinde yiiriitiildii. 11k
boliimde preparatlara kiimiilatif tarzda 5-HT (10-°-
104 M) uygulanarak konsantrasyon-cevap egrileri
alindi. Maksimum kasilmaya ulasildiginda,
kiimtlatif tarzda verapamil (10--10-4 M) veya nit-
rendipin (10-9-104 M) uygulanarak gevseme ce-
vaplar elde edildi (n=12).

Caligmanin diger bir bolimiinde, 5-HT ile
kiimiilatif konsantrasyon-cevap egrileri alindi ve
maksimum kasilmay1 takiben preparatlar yikanarak
gevsetildi. Ortama 10-8 M verapamil ilave edilerek
30 dakika siireyle inkiibe edildi ve tekrar kiimiilatif
tarzda S5-HT wuygulandi. Doku yikanarak
gevsetildikten sonra 10©¢ M verapamil varliginda
ayni islem tekrarlandi. Ayn1 uygulama calismada
kullanilan diger Ca**-antagonisti nitrendipin i¢in de
yapild1 (n=12).

Calismanin son bolimiinde, 5-HT ile kon-
santrasyon-cevap egrileri alindiktan sonra dokular
yikanarak gevsetildi. Banyo ortami1 0.1 mM EGTA
(etilen glikol bis ( aminoeter) N-N'-tetraasetik
asit) igeren Ca*'suz soliisyon ile degistirildi.
Deneme grubunda, ¢alismada kullanilan Ca**-an-
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tagonistlerinden biri 10-® M konsantrasyonda ilave
edilerek 30 dakika siireyle inkiibe edildi. Ortama
10© M 5-HT konulduktan sonra, kiimiilatif kon-
santrasyonda verilen Ca™'la (10-4-10-2 M) 5-HT ce-
vaplarinin geri donebilirligi arastirildi. Ayni islem
diger Ca**-antagonisti i¢in de tekrarlandi. Kontrol
grubunda ise antagonistler yerine ayni hacimde
(0.1ml) solvent kullanild1 (n=12).

Her dokuda ¢alismada kullanilan Ca**-antago-
nistlerinden sadece biri denendi ve kontrol grubu
deneyler deneme grubuna paralel olarak yiiriitiildii.
Deney siiresi boyunca kontrol grubu deneylerde
kulanilan dokularin duyarliliginda azalma goriilme-
di.

Istatistik: Antagonistlerin olusturdugu gevse-
me cevaplari agonistle elde edilen maksimum
kasilma cevabinin %'si olarak degerlendirilmis ve
maksimum gevsemenin %50'sini saglayan antago-
nist konsantrasyonu da ICs, seklinde verilmistir.
Maksimum gevseme igin gerekli olan siirenin
%50'si de t1,, seklinde verilmis olup, dakika cinsin-
den hesaplanmigtir.

5-HTmin olusturdugu maksimum cevaplarin
%50'sini saglayan konsantrasyonlar, her deneyin
log konsantrasyon-cevap egrilerinden elde edilip
pD, (-log EDsg) degerleri seklinde verilmistir.

Bulgular, ortalama + standart hata seklinde
gosterilmis, ortalamalar arasindaki farkin 6nem
kontrolii Student'in t testi ile belirlenmistir. 0.05'ten
kiiciik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

[laglar: 5-HT (Sigma), nitrendipin (Bayer), ve-
rapamil (Schering). Nitrendipinin (10-4 M) gereken
miktar1 tartildi ve 5 ml metanolde ¢6ziildii. Bu
¢ozeltiden 0.5 ml alinarak, 10-> M konsantrasyonu
hazirlamak i¢in 2 ml aseton + 2.5 ml distile su
karigimiyla diliie edildi. Nitrendipinin alt diliisyon-
larin1 ve diger maddelerin soliisyonlarim hazirla-
mak i¢in distile su kullanildi.

Bulgular

Kiimiilatif konsantrasyonda uygulanan 5-HT
dana koroner arter diiz kasinda doza bagimlh se-
kilde artan, tekrarlanabilir nitelikte olan ve zamana
bagli bir degisme gostermeyen kasilmalara neden
olmustur. Banyoya verapamil veya nitrendipin
ilave edilmesi doza bagiml tarzda gevseme cevap-
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Tablo 1. Dana koroner arterinde 5-HT'e bagli kasil-
malarda verapamil ve nitrendipinin inhibitor etkin-
likleri (n=12)

% Maksimum

Antagonist 1C509 (M) Gevseme t12
Verapamil 242x10°+1.10 100 26.20 + 1.80
Nitrendipin 2.10x 10 +1.29 100 24.60 +2.30

lar1 olusturmus ve bu iki antagonist i¢in hesaplanan
ICs9, % maksimum gevseme ve t;, degerleri
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 1).
Her iki antagonist de uygulandiklar1 konsantras-
yonlarda (10-8 ve 10-¢ M), 5-HT'ye ait konsantras-
yon-cevap egrilerini anlamli olarak saga kaydir-
mustir (Sekil 1). Verapamil ve nitrendipin varligin-
da 5-HT i¢in bulunan pD, degerleri Tablo 2'de gos-
terilmistir. 108 M konsantrasyonda verilen vera-
pamil, 5-HT'ye ait maksimum kasilma cevabini
%9.17 + 3.24 oraninda, 10-° M verapamil ise %18.5
+ 7.33 oraninda inhibe etmistir. Benzer sekilde
10-8 ve 10-¢ M nitrendipin de 5-HT'ye bagli maksi-
mum kasilma cevaplarinda sirastyla %17.2 + 4.94
ve %38.5 £ 2.69 oraninda inhibisyon yapmistir.
Nitrendipin 5-HT'ye bagli maksimum kasilma ce-
vaplarim1 her iki konsantrasyonda da verapamile
gore daha giiglii inhibe etmistir (p<0.05).

Ca**'suz ortamda, 10° M konsantrasyonda
uygulanan 5-HT, ortama Ca*" ilavesiyle elde edilen
maksimum cevabin %31.6 £ 5.68'i oraninda kasil-
maya neden olmustur. Bu agsamada ortama kiimii-
latif konsantrasyonlarda uygulanan Ca*™ (10-4-10-2
M), kontrol 5-HT cevabmin %123.4 + 12.52'si
oraninda kasilma olusturmustur. Ca*'suz ortamda,
verapamil ve nitrendipin varliginda 5-HT'ye bagh
kasilma olmamistir. Kiimiilatif sekilde Ca*™ uygu-
lanmasiyla ortaya ¢ikan 5-HT' ye bagl kasilma ce-
vaplari 10® M verapamil varhiginda % 70.5 + 4.56,
nitrendipin varliginda ise % 54.4 + 4.32 olarak
hesaplanmistir. Bu iki antagonistin Ca**'suz ortam-
da Ca** ilavesiyle geri donen 5-HT cevaplarini in-
hibe etme giicleri karsilagtirildiginda, nitrendipinin
verapamile gore daha etkin oldugu gorilmistiir
(p<0.05).

Nitrendipinin ¢dziiciisii ile yapilan ¢alismalar-
da bu karisimin etkisiz oldugu saptanmstir.
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Sekil 1. Dana koroner arter diiz kasinda 5-HT'nin (®) etkisi ve antagonistlerle etkilesimi.

A, verapamil (108 M W) (10° M s)
B, nitrendipin (10 M W) (10° M s)

Tabloe 2. Dana koroner arterinde 5-HT - Ca**-an-
tagonistleri etkilesmesinden elde edilen pD, deger-
leri (n=12)

Kontrol Antagonist Varliginda

6.21+0.36 5.07+0.14* (108 verapamil)
5.10+0.36* (10 verapamil)

6.16 £ 0.31 527+0.29% (1078 nitrendipin)
4.87+0.23*% (10 nitrendipin)

* p<0.05 (Kontrol degerlere gore)

Tartisma

Sunulan bu ¢alismada, denenen ve bir fenilal-
kilamin tiirevi olan verapamil ile, dihidropiridin
tirevi nitrendipinin temel etkilerini hiicreye
kalsiyum iyonu girigini inhibe ederek gosterdikleri
ve bu nedenle ayni etkiyi gosteren diger ilaglarla
birlikte kalsiyum antagonistleri olarak isim-
lendirildikleri bilinmektedir (7). Bu ilaglarin etki
giicleri ekstraseliiler Ca*™ girisini saglayan agonist
ilacin tiiriine gore degismektedir. izole kobay
trakea preparatinda yapilan bir ¢aligmada (8) 5-HT-
verapamil etkilesmesinden elde edilen ICs, degeri
6x10-6 M olarak bulunmustur. Ayni ¢alismada KCl-
verapamil etkilesmesinden hesaplanan deger 10-6
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M olup, ilk degerden anlamli olarak diisiiktiir.
Nitekim, Ca** antagonistlerinin potansiyele bagli
Ca'" kanallarini, reseptor aktivasyonu ile agilan
Ca'* kanallarina nazaran daha gii¢lii inhibe ettikleri
ve bu nedenle KCl'iin gesitli diiz kaslardaki etki-
lerinin reseptor agonistleriyle olusturulan etkilere
gore daha belirgin olarak inhibe edildigi gosteril-
mistir (9). Bu ilaglarm etki giiclerini belirleyen bir
diger faktor de ¢alisilan dokunun cinsidir. Ornegin,
rat mezenterik arterinde noradrenaline bagl kasil-
ma cevaplarinda diltiazem ve nifedipin esit antago-
nistik etkinlik gosterdikleri halde, rat aorta serit-
lerinde nifedipin diltiazeme gore daha etkin bulun-
mustur (10). Bu calismada dana koroner arterinde
5-HT'e bagh kasilmalar {izerine verapamil ve nit-
rendipin i¢in bulunan % maksimum gevsetici etki,
ICs, ve ty), degerleri arasinda anlamli bir fark bulu-
namanustir. Izole tavsan aortunda yapilan bir galis-
mada (11), dokular potasyum ile depolarize edilmis
ve ICs, degerleri nitrendipin i¢in 3.1x10-% M, vera-
pamil i¢in ise 1.4x10-7 M olarak bulunmustur. Rat
aortunda yapilan diger bir calismada (12) ise KCI
ile elde edilen kasilma cevaplar iizerine dihidro-
piridin tiirevi olan nifedipinin, verapamile gore da-
ha potent oldugu yayinlanmistir.

EGTA (0.1 mM) igeren Ca**'suz ortamda 5-HT
'nin kasilma cevaplar1 olusturmasi, bu dokuda
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5-HT'e bagl kasilmalarda kismen intraseliiler Ca**
saliniminin da sorumlu oldugunu ortaya koymak-
tadir. Bu konuda yapilan diger calismalarda da
5-HT'e bagh diiz kas kontraksiyonlarinda intra-
seliller Ca™™un kullanildig1 bildirilmistir (13,14).
Ca™'suz ortamda 5-HT'ye bagli kasilma cevap-
larinin verapamil ve nitrendipin tarafindan inhibe
edilmesi bu ajanlarin dana koroner arter diiz kasin-
da 5-HT'ye bagl intraseliiler Ca** saliverilmesini
de etkilediklerini gostermektedir. Ca**-antagonisti
maddelerin intraseliller depolardan Ca*™ saliveril-
mesi lizerine inhibitor etkileri daha onceki calis-
malarda da one siiriilmiistiir (13,15,16).

EGTA (0.1 mM) igeren Ca**'suz ortama
kiimiilatif konsantrasyonda ilave edilen Ca't,
5-HT'e bagli maksimum kasilma cevaplarini
kontrol cevaba gore anlamli olarak arttirdig1 halde,
verapamil veya nitrendipin varliginda bu kasilma
cevaplar1 inhibe olmus ve nitrendipine bagli in-
hibisyon verapamile oranla anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Bu durum, her iki Ca** antagonistinin
de ekstraseliiler Ca™'un hiicre i¢ine girisini en-
gelledigini, ancak dihidropiridin tiirevi olan nit-
rendipinin bu yoniiyle verapamilden daha giiclii
oldugunu gostermektedir.

Dana koroner arterinde 5-HT ile kullanilan iki
Ca™ antagonisti arasindaki antagonizmanin
niteligini belirlemeye yonelik ¢caligmalarda, antago-
nistlerin iki konsantrasyonu da 5-HT'e ait kon-
santrasyon-cevap egrilerini anlamli olarak saga
kaydirmistir. Verapamil ve nitrendipin varliginda,
5-HT i¢in hesaplanan pD, degerleri karsilas-
tirlldiginda bu iki antagonistin potenslerinin farkli
olmadig1 goriilmiistiir. Buna karsin, denenen her iki
Ca™ antagonisti kullanilan iki konsantrasyonda da
maksimum 5-HT cevabini anlamli olarak azalt-
mistir. Nitekim damar diiz kaslarinda yapilan ben-
zer ¢alismalarda Ca'™* antagonistlerinin 5-HT ile
olusan maksimum kasilma cevaplarin1 anlamli
olarak inhibe ettikleri gdsterilmistir. Ornegin, izole
insan femoral veninde (17) 0.3x10-6-10®¢ M kon-
santrasyonlarda tavsan aorta striplerinde (18) de
10-¢ -10-5 M konsantrasyonlar arasinda denenen ve-
rapamil, 5-HT'e ait maksimum kasilma cevaplarini
anlamli olarak azaltmistir. Verapamil i¢in bu iki
dokuda elde edilen % inhibisyon degerleri ile dana
koroner arterinde buldugumuz degerler karsilas-
tirlldiginda verapamilin bu dokularda 5-HT cevap-
larina kars1 esit inhibitor etkinlik gosterdigi saptan-
migtir.
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Bu calismada verapamil ve nitrendipin var-
liginda 5-HT i¢in hesaplanan pD, degerleri istatis-
tiksel olarak farksiz bulunmustur. Ancak, nit-
rendipin aynt konsantrasyonlarda uygulanan vera-
pamile nazaran 5-HT'e ait maksimum kasilma ce-
vaplarini daha belirgin olarak inhibe etmistir.
Nitekim c¢alismanin Ca*™"'suz ortamda yapilan
boliimiinde de, nitrendipinin ekstraseliiler Ca** gi-
risini verapamile gore daha belirgin sekilde on-
ledigi goriilmiistiir. Bu farkliliklar nedeniyle, dana
koroner arterinde nitrendipinin efikasitesinin vera-
pamilinkine gore daha biiyiik oldugunu ve farkin
ekstraseliiler Ca** girisinin nitrendipinle daha giiclii
inhibe edilmesinden ileri geldigini sOylememiz
mimkiindiir.

Verapamil ve nitrendipin varliginda 5-HT'e ait
pD, degerleri anlamli olarak azaldigi halde, bu iki
antagonistin varliginda 5-HT ile olusan maksimum
kasilma cevabinin azalmasi, bu iki Ca™ antagonisti
ile 5-HT arasindaki etkilesmenin nonkompetitif an-
tagonizma tipine uydugunu gostermektedir. Bu et-
kilesim tiirii, verapamil i¢in diger bazi dokularda da
gosterilmistir (17,18).

Bu sonuglar, dana koroner arter diiz kasinda
5-HT'e bagh kasilmalarin verapamil ve nitrendipin
tarafindan anlaml olarak azaltildigini, her iki Ca**-
antagonistinin de hiicre igine ekstraseliiler Ca*™ giri-
sini inhibe ettigini , ancak nitrendipinin verapamile
gore daha etkin oldugunu ve bu iki Ca**- antago-
nisti ile 5-HT arasindaki etkilesmenin nonkompeti-
tif antagonizma tipine uydugunu gostermektedir.
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