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OZET
Amag: Izole sigcan uterusunda purinerjik P2x reseptérii ve

SUMMARY
Objective: The present study was designed to provide
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purinerjik uyari hakkinda fikir edinmektir.

Caligsmanin Yapildigi Yer: Ondokuz Mayis Universitesi Tip

Fakiiltesi Farmakoloji ABD

Materyal ve Metod: Deneylerde 20 disi siganin her iki kor-

nusu kullanildi, izole organ banyosuna tesbitedilen her
iki prepereta agonistolarak ATP (1-100 uNf) verilerek
doz-cevap egrisi elde edildi. Antagonist suramin (1-100
uMf), ATP'den 5 dakika énce verildi. Ayrica preparatlar,
paralel platin elektrotiarla (30 volt; Tm sec; 4-8 hzde 10
s) devamli elektriksel uyarilara maruz birakilip bu duru-
ma suraminin etkisi incelendi. Diger taraftan izole sigan
uterusunda asetilkolin (1 pM)'in kasici ve adrenalin (10
(xM)'In gevsetici etkisi, suramin (100 pM) mevcudiye-
tinde incelendi.

Bulgular: A TP'nin izole sigan uterusunda meydana getirdigi

kontraksiyon, purinerjik P2x reseptdr antagonisti sur-
amin tarafindan inhibe edildi. Suramin, sican uterusunun
elektrik/'uyarilara cevabini azaltti. Diger taraftan suramin,
sigan uterusunda asetilkolinin kasici ve noradrenalinin
gevsetici etkisini degistirmedi.

Sonug: izole sigan uterusunda P2x reseptér antagonisti sur-

aminin 70 uM ve lizeri konsantrasyonlarda ATP'nin kasi-
ci1 etkisini non kompetetif olarak antagonize etmesibu
organda purinerjik P2x reseptérlerinin var olabilecegini
diistindiirmektedir.
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Purinerjik sistem hipotezi, Burnstock (1) tarafindan

1972'de ortaya atildiktan sonra, bu non-adrenerjik non-

KabulTarihi: 18.11.1994

Yazisma Adresi: Yiiksel KESIM

Ondokuz Mayis Univ. Tip Fak. Farmakoloji
ABD Ogretim Uyesi 55139 SAMSUN

Arastirma XI. Ulusal Farmakoloji Kongresinde teblig edilmistir. 4-
8 Kasim 1992, Dedeman Oteli/Nevsehir

264

some information about purinergic P2x - purinoceptors
and purinergic nerves in the rat uterus.

Institution: Department of Pharmacology, Faculty of Medi-

cine, University of Ondokuz Mayis, Samsun

Materials and Methods: Female rats (n"20) were used.

The both uterine horn was removed and suspendedin a
organ bath Concentration-response curves for ATP (1-
100 uM) as agonistwas obtained. Suramin (1-100 M)
was added atleast 5 min before the A TP were applied
into the bath as antagonist. Electrical field stimulation
was applied at frequency of 4-8 hz with a pulse width of
1 m sec until itreached maximum contraction. On the
other hand, acetylcholine (10 uM) and noradrenaline (10
liM) were used as control contractile and relaxant
agents in the presence of suramin (100 p.M) respective-
ly.

Results: In isolated rat uterus, A TP caused contraction de-
pended contractions. Suramin, a P2x-purinoceptor anta-
gonists, antagonised contractile responses to A TP and
decreasedresponses to electrical stimulation. Suramin
did not effect contractile responses to acetylcholine or
relaxantresponses to noradrenalin in isolated rat uterus.

Conclusion: Suramin at concentrations above 10 pM cau-
sed a non-competitive antagonism of responses to A T-
P'inisolated rat uterus. Thus, suramin blocked actions
of ATP mediated via P2x-purinoceptors. Therefore puri-
nergic P2x receptors may be presentin the rat uterus.
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kolinerjik sistem, bir ¢cok arastirmacinin ilgi odagi haline
gelmistir. Purinerjik sinirler periferde uterus dahil cesitli
bolgelerde ve santral sinir sisteminde bulunurlar (2).
Purinerjik sinir uglarindan salinan purin bilesiklerinin
(adenozin ve ATP)(3) i¢c organlarin ¢alismasina katkida
bulundugu sanilmaktadir (4).

Calismamizda, izole sigan uterusunda purinerjik
uyari ve purinerjik reseptorlerden birisi hakkinda fikir
edinmeyi amagladik. Bu maksatla, purinoreseptér ca-
lismalarinda tercih edilen bir ilag olan suramin ve onun
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)Jir cok dokuda etkisini antagonize ettigi ATP'nin (5,6)

MATERYAL VE METOO

Calisma, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiilte-
si Farmakoloji Anabilim Dalinda yapildi. Deneylerde, a-
girhkiari 116-241 gr arasinda degisen toplam 20 sigcanin
her iki kornusu kullanildi. Siganlara, deneye baslama-
dan 24 saat 6nce estradiol benzoat (0.5 mg/kg) verildi.
Servikal darbe ile oldurilen siganlarin uterus konula-
rindan alinan 1.5 cm'lik seritler, icinde kreps sollsyonu
(NaCl 6.9 gr NaHCO, 2.9 gr; KCI 0.35 gr; CaCl, 0.28
gr; MgSO-1 0,14 gr; KH, PO4 0.1 gr; Glukoz 1.09 gr)
bulunan 60 ml'lik izole organ banyosu rezervuarlarina
tespit edildi. Banyo isisi, 29-31 °C de sabit tutulup
%95 Oz+%5 CO2 karisimi ile surekli temasta birakilip
pH 7-7.5 da muhafaza edildi. Preparatlarin stabil hale
gelmesi igin 30 dakika beklendi. Cevaplar. 1 g gerilim
altinda osilograftan kayit edildi.

Tasiflaksiden kaginmak igin agonist (ATP) uygula-
malar arasinda 30 dakikalik ara birakildi, ila¢ uygula-
malari arasinda doku 10 kez yikandi. Suramin galisma-
larinda soliisyona nonspesifik peptidaz inhlbitéri Basi-
tiasin (2000 mi"") ilave edildi. Bdylece suraminin pep-
tid baglarinin pargcalanmasi 6nlendi. Antagonist (sur-
amin) ATP'den 5 dakika once verildi. Elektriksel uyari-
lar paralel platin elektrotlarla 30 volt 1 msec 4-8 hz'de
10 sn devamli yapildi. Platin elektrotlardan birisi doku
digeri sivi ile temasdaydi.

Degerlendirme, uterus haraketinin amplitidu ve
bazi durumlarda hem amplitid hem de frekansi lzerin-
den yapildi. Suramin (1-10-100 pM ve 1 uM) mevcu-
diyetinde I. grupta ATP'ye n. grupta elektriksel uyarila-
ra cevaplar tayin edildi. 111. grupta izole sican uterusun-
da asetilkolin'in (10 uM) kasici ve noradrenalin'in (10
uM) gevsetici etkisi, suramin (100 uM) mevcudiyetinde
izlendi. Sonuclar student t testi (paired t testi)'ne gore
istatistiksel analize tabi tutuldu.

BULGULAR

ATP (1 uM-100 uM) konsantrasyona bagli olarak
izole sigan uterus seritlerinde kontraksiyona sebep ol-
du (Sekil 1,2) (Tablo 1). 100 uM ATP ile maximum ce-
vap elde edildi. ATP'nin log-doz cevap egrisi suramin
yoklugunda ve mevcudiyetinde incelendiginde suramin
(100 pM ve 1 uM)'in ATP'nin etkisini nonkompeteiif
olarak antagonize ettigi gozlendi (Sekil 3,4) (Tablo 1).

4 ve 8 Hz'lik elektriksel uyarilar da, suramin (1-
10-100 uM ve 1 mM) mevcudiyetinde inhibisyon mey-
dana getirdi (Tablo 2). Diger taraftan suramin (100 uM)
mevcudiyetinde sican uterusunda asetilkolin (10 uM)'in
kasici etkisi (Sekil 5) ve noiadrenalin (10 uM)'in
gevsetici etkisi degismedi (Sekil 6).

TARTISMA
Calismamizda P2 purinoreseptér agonisti ATP (1
pM - 100 uM) konsantrasyona bagl olarak izole sigan
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Sekil 1. ATP'nin (1-100 uM) izole sigan uterusuna kasict etkisi.

Figure 1. The contractive effect of ATP (1-100 uM) on isolated
ral uterus.
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Sekil 2. izole sigan uterusunda ATP'nin log-doz cevap egrisi.

Figure 2. Log-dose response curve of ATP on isolated rat ute-
fus.

uterus seritlerinde spontan hareketlerin amplitid ve fre-
kansini artirdi. 1972 yilinda Burnstock ATP'nin uterus
duz kasini pek cok turde kastigini, sigan uterusunda bu
etkinin oldukga gugli oldugunu bildirmistir (1). ATP'nin
kasicl etkisinin PX reseptoérleri araciligi ile olmasi mum-
kindlr. DUz kaslarda P2-purinoreseptér galismalarinda
P2 reseptdrlerinin P,x alt tipinin aktivasyonunda kont-
raksiyon, P, alt tipinin aktivasyonunda ise relaksasyon
meydana geldigi bildirilmistir (7). Ornegin Kobay vas
deferensi (6,8,9) sican ve kobay mesanesi (9,10),
tavsan izole mezenterik arteri (11), tavsan kulak arteri
(12), perfiize pankreas damar yatagi (13), sican aorta
ve femoral arteri (12,14)'nde P,x purinoreseptor alt tipi-
nin aktivasyonu kontraksiyon aracilik etmistir. insan
uterus membraninda P, purinerjik reseptérlerin bulun-
dugu radyoligand baglama ydntemi ile gdsterilmistir
(15).
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Tablo 1. lIzole sigan uterusunda ATP kontraksiyonlari (izerine suramin'in etkisi.
Table 1. The effect of suramine on ATP contractions in isolated rat uterus.

Suramin+ATP

ATP (mM) Kontrol 1 »JM 10 uM 100 [iM 1mM

1 (n-11) 1.14£0.21 1.06 £0.21 0" o" 0"
10 (n-22) 1.63£0.44 1.60£0.43 0.86:0.33 0.2640.13 0"
100 (n-14) 1.9640.26 1.99+0.31 1.70£0.27 1.09ae0.34* 0.360.21
*  p<0.05

** 5<0.001

Tablo 2. izole sigan uterusunda elektrik uyarisinin suramin tarafindan inhibisyonu.
Table 2. The inhibition of electrical stimulation by suramine in isolated rat uterus.

Suramin + Elektriki Uyari

Elektriki uyar 1M 10(iM 100 pM 1mM
4Hz(n-13) 1.19£0.11 0.75+0.14* 0.54+0.11" 0.34+0.14" 0"
8 Hz (n-11) 1.43+0.10 1.1240.09* 0.96+0.16 1.09+0.15* 1.00£0.007**
*  p<0.05
= p<0.001 .
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Sekil 4. izole sigan uterusunda suramin yoklugunda ve mevcu- Suraﬂ?‘ﬂ N A ' .
diyetinde ATP'ye cevaplar.
Figure 4. The responses to ATP in the presence and absence of
suramine in isolated rat uterus. Sekil 6. izole sigan uterusunda noradrenalin (NA)'in relaksiyo-
nuna suramin'in etkisi.
N Figure 6. The effect of suramine on relaxation produced by no-
?,( Y radrenaline in isolated rat uterus.

Pz reseptdr antagonisti suramin ATP'nin kontraktil
etkisini nonkompetetif olarak antagonize etti. Suramin,
ATP'nin log-doz-cevap egrisini saga kaydirdi ve maksi-
mum cevapta azalma meydana getirdi. Suramin'in
cesitli dokularda ATP'nin etkisini P2x reseptorleri tze-
Sekil 5. izole sican uterusunda asetilkolin (Ach)'in kontrak- r|r.1d.en “nonk(.Jmpetetlf olarak ant?gonlze ettigi b||d|r||-.
siyonuna suramin'in etkisi mistir. Ornegin, fare vas deferensi (5), kobay mesanesi

Figure S. The effect of suramine on the contraction produced by (16), kobay tenya kolisi (17)'nde suraminin Pz* resep-
acetyl choline in isolated rat uterus.
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torler Gzerinde spesifik reversibl bir antagonist oldugu
gosterilmistir. Bizim izole sigan uterusundaki bu ga-
lismamiz yukaridaki literaturler ile uyum igerisindedir.
Bazi calismalarda suraminin P2y reseptorlerini bloke et-
tigi bildirilmistir (16,17). P2, reseptorlerin aktivasyonu
relaksasyona aracilik ederler. izole sigan uterusunda
P, purino reseptdr agonisti ATP; kasici etki meydana
getirdi. Bu ylzden biz uterusta P2x reseptoérlerinin var-
hgint kabul ederek suramin! P2x reseptér antagonist
olarak degerlendirdik.

Suramin, izole sigan uterusunun elektriksel uyari-
lara olan cevaplarini ATP'ye paralel bir sekilde Tnhibe
etti. Purinerjik sinirler periferde uterus dahil gesitli do-
kularda ve SSS'nin gesitli bolgelerinde bulunurlar (2).
Endojen ATP ile ekzojen ATP'nin ayni reseptodre etkile-
ri bildirilmistir (18). Calismamizda izledigimiz suraminin
bu etkisi diger arastirmacilar tarafindan da destek-
lenmistir. Kobay tenya kolisinde elektriksel stimi-
lasyona kargi olusan kontraktil cevaplar ATP kontrak-
slyonlari ile parelellik gostermistir. Bu cevaplari 100 uM
- 1 mM suramin, konsantrasyonuna bagli olarak inhibe
etmistir (16).

Suramin, asetilkolin ve noradrenalinin izole sigan
uterusunda olusturduklari cevaplari degistirmedi. Sur-
amin selektlf P2 purinoreseptor aracili etki gdsterdigi
cesitli dokularda gosterilmistir (16,18). Ornegin fare vas
deferensinde (5), tenya kolide (16), mesane detrisor
kasinda (5), suramin, noradrenalin ve karbakolun ce-
vaplarina etkisiz kalmistir. Buradan da ATP'nin uteru-
sundaki kontraktil etkisinin ko-transmitter olarak degilde
direkt etki oldugu disinulmektedir.

izole sigcan uterusunda suramin, tek basina gegici
bir slire kontraktil cevapta artis meydana getirdi. Bu et-
ki Arilazido-amino-propionil-ATP (ANAPP3) maddesinde
de gorldlmistir. Bu madde baslangigta reseptord ak-
tive eden P,x antagonistidir (5).

Sonug olarak sigan uterusunda suramin 10 mM
ve Uzeri konsantrasyonlarda P,, reseptdri antagonist
oldugu kanisina varildi. Purinerjik sistemi etkileyen ilag-
larin ileride kullanilmasi tedaviye yeni yaklasimlari sag-
layacaktir.
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