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Abstract

Since worldwide alcohol consumption, the understanding the mechanism of action of ethanol is important in the gastrointestinal tract. In this study we aimed to
clarify the role of extracellular and intracellular calcium (Ca*") on 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 (164 mM) caused reproducible relaxations in isolated mouse gastric fundal strips. These
relaxations were significantly inhibited by verapamil (10°-5x10* M), a blocker of L-type Ca* channels, and ruthenium red (10°-10“ M), a blocker of
ryanodine receptors (intracellular Ca?* channels) in a concentration dependent manner. On the other hand cyclopiasonic acid (CPA; 10°-10° M), a blocker of
Ca**-ATPase, failed to affect the relaxations induced by ethanol. The results of experimental data suggest that extracellular Ca** influx and intracellular Ca®*
release may play a role on relaxations induced by ethanol in the isolated mouse gastric fundal smooth muscle.
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Oz

Alkol diinyada yaygin olarak tiiketildiginden, etanoliin gastrointestinal sistem {izerindeki etkisinin mekanizmasinin anlagilmas1 énemlidir. Bu ¢alismada, izole
fare mide fundusunda etanol ile indiiklenen gevsemeler iizerinde ekstraseliiler ve intraseliiler kalsiyum (Ca®*)’un roliinii aragtirmay1 amagladik. Bu ¢ahsmada
her iki cinsten (Swiss albino) fare kullanildi. Fareler servikal dislokasyon ile 6ldiiriildiikten sonra longitudinal insizyon suretiyle gastrik fundal stripler
hazirland1 ve iginde Tyrode solusyonu olan organ banyosuna 0.5 g tansiyon altinda asildi. Banyo ortami 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°-5x10™* M) ve ryanodin reseptor (intraseliler kalsiyum kanal)’lerinin spesifik blokérii rutenyum red
(10°-10" M) ile istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldi. Buna karsihk Ca®*-ATPaz’'in spesifik inhibitorii siklopiazonik asit (CPA; 10°-10° M) bu
gevsemeleri etkilemedi. Deneysel bulgular, izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM) ile olusturulan gevsemelerde hem ekstraselier hem de
intraseliiler Ca?"un rolii olabilecegini telkin etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Etanol, gevseme, Ca®*, mide fundusu

Giris

Etanol iki karbonlu, alifatik yapida bir alkoldiir (CH3-CH,-
OH). Giiniimiizde etanoliin cilt antiseptigi olarak kullanim1
disinda ilag olarak fazla bir 6nemi yoktur [1]. Ancak
alkollii igkiler seklinde tiim diinyada sik kullanilan bir
icecek olmasi ve kullanimma bagl viicuttaki zararl etkileri
nedeniyle etanoliin farmakolojik etkilerine yonelik yapilan
bilimsel ¢aligmalar 6nem arzetmektedir [2-3]. Alkolln
gastrointestinal sistemde nekroz olusturabildigi ve gastrik
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mukozaya zarar verdigi bilinmektedir [4]. Etanol, midede
gastrin ve hidroklorik asit salgisini artrmaktadir [1].
Etanoliin proinflamatuvar etkiye sahip oldugu ve bu
etkinin alkole bagli gastrik hasarda rol oynadig:
bildirilmistir [5]. Sigan astrositlerinde yapilan bir
calismada, etanolun apoptotik etkisinin oldugu ve bu
etkinin kafein ile indiiklenen kalsiyum saliverilmesi ile
potansiyalize edilebilecegi ileri stiriilmistiir [6].

Etanol ile ilgili yapilan bu caligmalara karsilik etanoliin
farmakolojik anlamda kas fonksiyonlarina olan etkileri de
aragtirilmig, ancak buna yonelik molekiiler diizeydeki
calismalar yetersiz kalmistir [7-9]. Belia ve arkadaslar
tarafindan yapilmis olan bir ¢aligmada etanoliin intraseliiler
Ca?* seviyesi iizerinde, kullanilan konsantrasyona bagli
olarak, hem artirict hem de azaltici etkisinin oldugu rapor
edilmigtir [10]. Sigan aortik diiz kasinda yapilan bir
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caligmada ise diger bir alkol tipi olan metanoliin, kullanilan
kontraktil ajana bagli olarak, kasilma ve gevseme cevabi
seklinde birbirine zit olan farmakolojik cevaplara neden
oldugu ileri siiriilmiiy ve gevseme cevaplarmin Ca?"’a
bagimli olabilecegi rapor edilmistir [11]. Kedi gastrik diiz
kaslarinda yapilan diger bir caligmada, etanolun ilgili
dokudaki spontan fazik kontraksiyonlar1 inhibe ettigi rapor
edilmistir [12].

Alkoliin diinyada yaygmn olarak kullanilmasi ve mide
iizerinde direkt olumsuz etkiler olusturmasi nedeniyle,
etanoliin ~ midedeki  etkilerini  molekiler  dizeyde
aydinlatmak alkole bagli gastrik hastaliklarm tedavi
yaklagimlarma  katki  saglayabilir.  Etanoliin  mide
dokusunda olusturdugu gevseme cevaplari ilgi ¢ekicidir ve
etanoliin bu etkisi yeterince aydmlatilmamistir. Bu nedenle
simdiki calismada, izole fare mide fundusunda etanole
ba%h gevseme cevaplarinda intraseliiler ve ekstraseliiler
Ca“"un roliinii arastrmay1 amagladik. Bu amacla, ilgili
dokuda etanol ile indiiklenen gevseme yanitlari lizerinde
voltaja duyarli L-tipi kalsiyum kanal blokori olan
verapamil [13], ryanodin reseptorleri (intraseliler kalsiyum
kanallar1)’nin spesifik blokorii olan rutenyum red [14] ve
sarko/endoplazmik retikulum Ca®* (SERCA) pompa (Ca?*-
ATPaz)’smin spesifik inhibitorii olan siklopiazonik asit
(CPA) [15]’in etkileri aragtirildi.

Gereg Ve Yontem

Etik kurul onay1

Simdiki ¢alisma, Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi ve ‘Guide for the
Care and Use of the Laboratory Animals prensipleri
(http://www.nap.edu/catalog/5140.html)>  dogrultusunda
hayvan haklar1 korunarak yapildi.

Hayvanlar ve deneysel dizayn

Deneylerde Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Tip Arastrma ve Uygulama Merkezi (CUTF-
DETAUM)’dan temin edilen 30-35 g agirhginda Swiss
albino tiirii erkek ve disi fareler kullanildi. Biitiin
hayvanlar standart laboratuvar kosullarma (12 saat
aydmnlik/12 saat karanlik) tabi tutuldu. Her deneysel grupta
yaklasik esit sayida erkek ve disi fare kullanildi.

Doku hazirlanmasi

24 saat a¢ brrakilan farelerin sadece su igmelerine izin
verildi. Fareler servikal dislokasyon ile &ldurildiikten
sonra mide hizli bir sekilde izole edildi ve igerisinde
Tyrode soliisyonu (mM: NaCl 136.92, KCI 2.69, CaCl,
1.8, MgCl,.6H,0 0.87, NaH,PO, 0.36, NaHCO; 1.2 ve
Glukoz 5.5) bulunan bir petri kutusuna alindi. Gastrik
fundus kismi ayrilarak kiiciik 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 ortami
%95 O, ve %5 CO;, ile siirekli olarak gazlandirildi. Ortam
sicaklign 37 °C’de sabit tutuldu. Dokularin dengelenmesi
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icin 1 saat inkiibe edildi ve 15 dk’lik aralarla dokular taze
Tyrode soliisyonu ile yikandi. Cevaplar izometrik
transdusir ( Harvard ve May FDT 0.5 MP35 ) ile
kaydedildi.

Deneysel protokol

Kontrol deneyleri

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

Cahsma grubu deneyleri

Bu deney gruplarinda, preparatlar 1 saatlik inkiibasyondan
sonra dokunun bazal tonusu 5 dk boyunca kaydedildi ve
daha sonra etanol (164 mM) uygulanarak 10 dk boyunca
gevseme cevabi kaydedildi. Bu siire sonunda preparatlar
taze Tyrode soliisyonu ile yikanarak banyo ortamina
voltaja bagl L-tipi kalsiyum kanal blokérii verapamil (107,
10, 5x10™ M), ryanodin reseptorlerinin spesifik blokérii
olan rutenyum red (10, 5x10°, 10* M) veya Ca**- ATPaz
blokérii siklopiazonik asit (10 ,5x10° ,10” M) uyguland:.
[lgili kimyasal ajan varliginda 40 dk’lik bir ara
inkiibasyondan sonra deney birinci uygulamada oldugu
gibi tekrarlanarak kaydedildi. Her kimyasal ajanin her
konsantrasyonu i¢in ayr1 deney gruplar1 olusturuldu.

Kullanilan ilaclar ve soliisyonlarin hazirlanmasi
Deneylerde kullanilan kimyasal ajanlarm tiimi SIGMA
firmasindan temin edildi. Deneylerde kullanilan etanol,
verapamil hidroklorid ve rutenyum red distile suda
goziinerek hazirlandi. Siklopiazonik asit ise DMSO
(dimetilsiilfoksid)’da  ¢oziindi ~ (Kullanilan ~DMSO
konsantrasyonu 1:20000 diliisyonda idi).

Sonuclarin degerlendirilmesi ve istatiksel analiz

Her bir etanol gevseme cevabi mm olarak dlciildii. Ikinci
gevseme cevabimin birinci gevseme cevabina oranlanmasi
suretiyle % gevseme degeri saptandi. Biitiin % gevseme
degerleri tek yonlii varyans analizi (one way ANOVA;
posthoc:Bonferoni) ile degerlendirildi. 0.05°den kiigiik P
degerleri anlamli olarak kabul edildi. Biitiin veriler,
ortalama * Standart Hata olarak ifade edildi.

Bulgular

izole fare mide fundus seritlerinin 164 mM etanol’e verdigi
cevap biitiin preparatlar i¢in yalnizca gevseme cevabi
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seklinde degildi. Baz1 preparatlar, 164 mM etanol’e 6nce
kasilma daha sonra gevseme seklinde bir cevap
olustururken bazi preparatlar ise 6nce gevseme daha sonra
kasilma seklinde bir cevap verdi. Bu c¢aligmanin amaci,
izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e bagl
gevseme  cevaplarimin  mekanizmasint  arastirmak
oldugundan c¢aligmadaki bazi preparatlarin etanol (164
mM)’e verdigi bu bifazik cevaplardan sadece gevseme
cevabi degerlendirilmistir.

Kontrol grubu

Etanol (164 mM), izole fare mide fundus seritlerinde
tekrarlanabilir gevseme cevaplar1 olusturdu. Birinci
gevseme cevabindan sonra kontrol grubundaki dokular
sadece Tyrode solisyonu ile yikandi Etanolden
uzaklastirilan dokuya ikinci etanol uygulamasi ile ikinci
gevseme cevabi elde edildi (Kontrol grubunun ortalama
yiizde gevseme cevabi:146,75£15.75 (n=12)).

Etanol ile olusturulan gevseme cevaplar: iizerinde
verapamil’in etkisi

izole fare mide fundusuna L- tipi Ca®* kanal blokorii
verapamil (10°, 10, 5x10* M) uygulanan deneylerde %
gevseme degerleri sirast ile: 54.41+£27.14, 26.5+12.63 ve
34.36+9.16 idi. (Kontrol grubunun % gevseme degeri:
146,75+15.75°tir n=12). Izole fare mide fundus seritlerinde
etanol (164 mM) ile olusturulan gevsemeleri verapamil
kullanilan tiim konsantrasyonlarinda (10, 10, 5x10 M)
inhibe etti. Bu inhibisyon kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml idi (Sekil 1, P<0.05, 10®°, 10, 5x10* M igin
n=5).

200+
Kontrol E23 Kontrol
El10°m Verapamil
@ .
£ Verapamil E10*M verapamil
%’ 100+ . MM 5x10* M verapamil
v}
2 . .
| =

Sekil 1. izole fare mide fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e bagh
gevseme cevaplari iizerinde verapamil (10°,10, 5x10* M)’in etkisi. (10"
vel0™® M verapamil igin n=5, 5x10* M verapamil i¢in n=8) istatistiksel
analiz: One-way analysis of variance (one-way ANOVA); post hoc:
Bonferroni. *: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlihig gostermektedir (P<0.05).

Etanol ile olusturulan gevseme cevaplar: iizerinde
rutenyum red’in etkisi

Ryanodin reseptor (intraselliler kalsiyum kanal) blokéri
olan rutenyum red (10°, 5x10°, 10* M) izole fare mide
fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e bagli gevsemeleri
konsantrasyona bagimli bir sekilde ve anlamli olarak
inhibe etti (Sekil 2). Rutenyum red varligindaki ortalama
% gevseme degerleri sirast ile 38.47+11.92, 8.33+11.11 ve
8.57£10.49 idi (Kontrol grubunun % gevseme degeri:
146,75%15.75tir. n=12).
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Sekil 2. izole fare mide fundusunda etanol (164 mM) ile olusturulan
gevseme cevaplan iizerinde rutenyum red (10, 5x10°°, 10 M)’in etkisi.
Veriler ortalama + Standart Hata olarak ifade edildi (10”° ve 5x10° M igin
n=4, 10* M igin n=3 ). istatistiksel analiz: One-way analysis of variance
(One-way ANOVA); post hoc: Bonferroni. *: Kontrol grubu ile
karsilagtinldiginda  istatistiksel ~olarak anlamlihigi  gostermektedir
(P<0.05).

Etanol ile olusturulan gevseme cevaplar1 iizerinde
siklopiazonik asit’in etkisi

Siklopiazonik asit (10°, 5x10°, 10°M) izole fare mide
fundus seritlerinde etanol (164 mM)’e baglh gevseme
cevaplarmi istatistiksel olarak anlamli  bir sekilde
etkilemedi. Siklopiazonik asidin diisilk konsantrasyonlar1
(10° ve 5x10° M), etanole bagh gevsemeleri kontrol
grubuna gore istatistiksel bakimdan anlamli olmayan bir
sekilde artirrken (Tablo 1), daha yiiksek olan
konsantrasyon (10° M)’da bu gevsemeleri istatistiksel
bakimdan anlamli olmayan bir sekilde azaltt1 (Tablo 1).

Tablo 1. izole fare mide fundusunda etanol(164 mM)’e bagli gevseme
cevaplart iizerinde siklopiazonik asit (CPA; 10°%, 5x10°, 10° M)’in etkisi.
Veriler ortalama + Standart Hata seklinde ifade edildi (10° M igin 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.

ila¢ konsantrasyonlari n Ortalama * Standart Hata
Kontrol 4 114.89+35.98
10°M CPA 4 162.97+41.19
5x10° M CPA 6 181.31+36.49
10° M CPA 3 107.63+37.99
Tartisma

Calismamizda, bazi izole fare mide fundus dokular1 etanole
sadece gevseme cevabi degil ayn1 zamanda hem kasilma
hem de gevseme cevabr seklinde bifazik cevaplar
vermistir. Alkole bagli kasilma cevabinin mekanizmasi
onceki  caligmamizda  aragtirildt  [16].  Simdiki
calismamizda, etanole bagli gevseme yanitlarinda
intraseliiler ve ekstraseliller Ca*”un roliinii arastrmay:
amacladik. Bu amagla, ilgili dokuda etanol ile indiiklenen
gevseme cevaplari tizerinde voltaja duyarli L-tipi kalsiyum
kanal blokori olan verapamil [13], ryanodin reseptorleri
(intraseliiler kalsiyum kanallar1)’nin selektif blokorl olan
rutenyum red [14] ve Sarko/endoplazmik retikulum Ca®*
(SERCA) pompa (Ca®*-ATPaz)’smmn selektif inhibitorii
olan siklopiazonik asit (CPA) [15]’in etkileri arastirild1.

Verapamilin izole fare mide fundus seritlerinde etanole

bagli gevseme cevaplarmi konsantrasyona bagmmli ve
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe etmesi, bu
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gevseme yanitlarinda ekstraseliiller Ca”’un rolini telkin
etmektedir. Etanol ile yapilan bazi arastirma sonuglari
bulgularmizi destekler niteliktedir. Ornegin, superior
servikal gangliyon ndronlarinda yapilan bir g¢aligmada
etanoliin bazal Ca’**u artirdig1 ve bu artistan ekstraseliiler
Ca?"’un sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir [17]. Sigan fetal
hipotalamik hiicre kiiltlirlinde etanoliin etkisini arastiran
diger bir ¢ahismada, etanoliin sitoplazmik Ca®" seviyelerini
modiile ettigi ve bu modiilasyonda ekstraseliiler kalsiyum
kanallarinin rol oynadigi rapor edilmistir [18].

Rutenyum red’in etanol ile indiiklenen gevsemeleri
konsantrasyona bagimli ve istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde inhibe etmesi etanole bagli bu gevsemelerde
intraseliller Ca®"’un rolinii telkin etmektedir. Yang ve
arkadaglart (2001)’nin serebral arteriyel diiz kasinda
yapmis olduklar1 ¢aligmanm sonuglarit bulgularimizi
destekler niteliktedir. Ilgili calismada, etanoliin serebral
arteriyel diiz kaslarinda kasilma cevaplarina neden oldugu
ve bu cevaplarda hem ekstraseliiler hem de intraseliiler
Ca’*’un rol oynadig1 rapor edilmistir [19]. Ayrica, sigan
ventrikiil miyositlerinde yapilan bir calismada, etanol ile
indiklenen ve myokardiyal depresyona neden olan
mekanizmadan  sarkolemmal kalsiyum kanallarinin
sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir [20].

Siklopiazonik asit, beklentinin aksine, izole fare mide
fundusunda etanol ile indiikklenen gevsemeleri etkilemedi.
CPA, Ca’*-ATPaz pompasimi bloke etmek suretiyle
intraseliiler Ca** deposunu deplete ettiginden, CPA’nin bu
gevsemeler tlizerinde anlamli bir etki olusturmasi
beklenmekte idi. CPA’nin etanol gevsemelerinde etkisiz
olmasmin nedenini aydinlatmak i¢in daha ileri ¢aligmalara
ihtiya¢ vardir. Ancak bu durum, deneylerde kullanilan
CPA konsantrasyonlarmin ve/veya dokularin CPA ile
inkiibasyon siirelerinin yetersiz olmasindan kaynaklanmis
olabilir. Nitekim Xiao ve arkadaslarmm superior servikal
gangliyon hucre kultirinde yaptiklar: ¢aligma bu konudaki
diisiincemizi destekler niteliktedir [17]. Ilgili calismada,
etanolun intraseliller ~kalsiyum depolarmdan  Ca®
salimimini saglayarak bazal kalsiyum artigina neden oldugu
rapor edilmigtir [17].

Verapamil ve rutenyum red ile elde edilen deneysel
sonuclar etanolun izole fare mide fundus seritlerinde
olusturdugu gevseme cevaplarinda ekstraseliller ve
intraseliller Ca®’un rolinii ve seluler diizeydeki Ca®*
artiginin dnemini vurgulamaktadir. Calismamizda, etanole
bagh fare gastrik diiz kas gevsemelerinde, selliler
diizeydeki Ca** artisi gevsemede rol oynayan bazi
mekanizmalart  aktive edebilir. Bu mekanizmalarin
aydinlatilmasi i¢in daha ileri ¢caligmalara ihtiya¢ vardir. Li
ve arkadaglar1 tarafindan sican aortik diiz kaslarinda
yapilan ¢alismanm sonuglari bu hipotezimizi destekler
niteliktedir [11]. ilgili ¢alismada, metanoliin hem kasilma
hem de gevsemeye neden oldugu ve gevseme cevaplarinin
Ca?"a bagimli olabilecegi rapor edilmistir™.
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Simdiki c¢alismanin sonuglari, izole fare mide fundus
seritlerinde etanol ile indiikklenen gevsemelerde seliiler
Ca’* artiginin rol oynadigini ve bu artisa hem ekstraseliiler
hem de intraseliler Ca*”un katki sagladigimi telkin
etmektedir.
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