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DENEYSEL CALISMA

izole Sican Aort Preparatinda Histaminerjik Reseptorler Uzerinden
Gerceklesen Yanitlarda Damar Endotelinin Rolii”

The Role of Vascular Endothelium on Responses Mediated by Histaminergic Receptors
in Isolated Rat Aorta Preparations

Aysegiil ASLANTAS, Turhan DOST, Hilal AKIN, C. Hakan KARADAG, Ismet DOKMECI

Amac: Histaminin izole si¢can aort preparatinda olus-
turdugu yanitlar ve damar endotelinin bu yanitlardaki
rolt arastirildi.

Calisma Plani: Wistar tipi erkek sigcanlardan (30
adet) alinan torasik aorta segmentleri, icinde Krebs
sollisyonu bulunan izole organ banyosuna asilarak
kasilma ve gevseme yanitlari izometrik olarak kayde-
dildi. Histaminin ve 48/80 maddesinin endoteli
saglam ve tahrip edilmis preparatlarda kasici ve feni-
lefrin ile énceden kastirilmis preparatlarda gevsetici
yanitlari alinarak histamin Hy reseptér antagonisti fe-
niramin ve H, reseptér antagonisti simetidinin bu ya-
nitlar Gzerindeki antagonistik etkileri arastirildi.

Bulgular: Histamin, aort preparatlarinda kasilma ya-
niti olusturdu. Histamin H4-reseptdr antagonisti feni-
ramin histaminin kasici etkisini énlerken, H,-reseptér
antagonisti simetidin etkisiz kaldi. Onceden fenilefrin
ile submaksimal kastirilmis endotelli preparatlarda
histamin gevseme yaniti olusturdu, endotelsiz prepa-
ratlar gevsetmedi. Feniramin endoteli saglam prepa-
ratlardaki gevseme vyanitlarini énlerken, simetidin
herhangi bir etki géstermedi. Mast hiicrelerinden his-
tamin salinimini saglayan 48/80 maddesi kasici ya
da gevsetici bir etki olusturmad..

Sonugc: Histaminin izole sican aortasinda kasici ve
endotel bagimli gevsetici etkisi vardir. Bu etkiler, Hy-
reseptorler araciligi ile gergeklesmektedir.

Anahtar Sézciikler: Asetilkolin/farmakoloji; aort, torasik/ilac etkileri; si-
metidin/farmakoloji; endotel, vaskuler/ilag etkileri; histamin/farmakoloji;
kas kontraksiyonu/ilag etkileri; kas relaksasyonu/ilag etkileri; kas, diz,
vaskdler/ilag etkileri; fenileprin/farmakoloji; sican; reseptér, hista-
min/ilag etkileri; vazokonstriksiyon/ilag etkileri.

Objectives: We investigated histamine-induced
responses in isolated rat aorta preparations and the
role of vascular endothelium in these responses.

Study Design: Thoracic aorta segments obtained from
30 male Wistar rats were suspended in organ baths
containing Krebs solution and isometric contractions
and relaxations were recorded. The contractile and the
relaxant effects of histamine and compound 48/80 in
resting and phenylephrine-precontracted aortic strips
were recorded both in endothelium-intact and -denuded
preparations. The antagonistic effects of H; receptor
antagonist, pheniramine, and H, receptor antagonist,
cimetidine on these responses were investigated.

Results: Histamine per se produced contractile responses
in all samples. While pheniramine, histamine H,-receptor
antagonist, prevented histamine-induced contractile
responses, cimetidine, Hy-receptor antagonist, had no
effect. Histamine produced relaxation in the submaximally
contracted endothelial samples by phenylephrine, but no
relaxation was observed in preparations without endotheli-
um. Pheniramine prevented the relaxation of preparations
with intact endothelium, whereas cimetidine had no effect.
Compound 48/80, which releases histamine from mast
cells, had no effect on either contraction or relaxation.

Conclusion: Histamine have both a contractile and
endothelium-dependent relaxation effect on isolated rat
aorta, mediated by Hy-receptors.

Key Words: Acetylcholine/pharmacology; aorta, thoracic/drug effects;
cimetidine/pharmacology; endothelium, vascular/drug effects; histamine/
pharmacology; muscle contraction/drug effects; muscle relaxation/drug
effects; muscle, smooth, vascular/drug effects; phenylephrine/pharmacol-
ogy; rats; receptors, histamine/drug effects; vasoconstriction/drug effects.
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Izole sican aort preparatinda histaminerjik reseptorler iizerinden gerceklesen yanitlarda damar endotelinin rolii

Cesitli hayvan tiirlerine ait izole damar pre-
paratlarinin histamine verdigi yanitlar, degisik
arastirma gruplarinca incelenmistir. Literatiir-
de, farkli hayvan tiirlerinden elde edilmis fark-
I1 yanitlarin yanmda,“’zl ayn1 hayvan ttirlerin-
den elde edilmis farkli ve celiskili sonuglar da
bulunmaktadir.”* Sican aort preparatinin his-
tamine duyarlig1 genellikle diisiik olarak kabul
edilmekle birlikte, Van de Voorde ve Leusen™”
histaminin gorece yiiksek konsantrasyonlari-
nin (10° M) endoteli hasara ugratilmig prepa-
ratlarda kasilma olusturdugunu gostermisler-
dir.

Bu calismada, histaminin izole sican aort
preparatinda olusturdugu yanitlar ve damar en-
dotelinin bu yanitlardaki rolii arastirildi.

GEREC VE YONTEM

Caligma 6ncesinde Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu onay1 alind1.

Deneylerde, laboratuvarimizda yetistirilen
250-300 gr agirhigindaki Wistar tipi 30 adet er-
kek sican kullanildi. Eter anestezisi altinda si-
canlar kanatilarak oldiirildii; ardindan gogiis
kafesleri acilarak torasik aortlar1 kesildi ve
Krebs soliisyonu iceren bir petri kutusuna
alindi. Krebs soliisyonunun (mM) bilesimi
NaCl 122, KCI 5, CaCl, 1.25, NaHCO; 25,
MgSO, 1.2, KH,PO, 1, glikoz 11.5 seklindeydi.
Dokularin temizlenmesinden sonra, torasik
aorttan kesilen 2 milimetre uzunlugundaki
halkalar, 37°C’de, karbojen (%95 O, + %5 CO,)
ile havalandirilan 30 ml’lik Krebs soliisyonu
iceren organ banyosundaki platin kanca ile
izometrik transducer'a (FDT10-A, COMMAT,
Tirkiye) bagh bir platin aski arasina asildy; 2 g
ongerim uygulandi. Dokunun ortama uyumu
icin her 10 dakikada bir yikama yapildi, onge-
rim 2 g olarak ayarlanarak 90 dakika beklen-
di.” Endotelsiz preparatlar hazirlamak ama-
ayla, i¢ine disli penset gegirilen aort halkalari,
organ banyosuna asilmadan Once yavasca
10’ar kez sola ve saga dondiirtilerek endotel
dokusu hasara ugratildi. Endotelin hasara ug-
radigini test etmek igin fenilefrin (107 M) ile
submaksimal kastirilmis preparatlarda asetil-
kolin (10° M) ile gevseme yanitinin alinip alin-
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madig1 aragtirilds;” belirgin gevseme gosteren
preparatlar, yeterli endotel hasar1 olugsmadig:
icin kullanilmada.

Histaminin tek basina, feniramin veya sime-
tidin varliginda, endoteli saglam ve tahrip edil-
mis preparatlarda kasilma ve onceden fenilef-
rinle submaksimal kastirilmis preparatlarda
gevseme doz yanit egrileri her biri 10 farkli pre-
parattan olusan ayr1 gruplarda galisildi. 48/80
maddesinin kasilma ve gevseme yanitlar1 da en-
dotelli ve endotelsiz 10 farkli preparattan olu-
san iki grupta incelendi.

Yanitlar dort kanalli Transducer Acquisition
System (COMMAT TDA-97, COMMAT, Tiirkiye)
aracilig1 ile bilgisayar ortamina aktarilarak,
POLWIN97 programinda kaydedildi.

Histamine ait doz yanit egrileri kiimiilatif
yontemle elde edildi. Her bir aorttan sadece bir
tane doz yanit egrisi alindi. Antagonistler, ago-
nistlerin uygulanmasimndan yarim saat 6nce or-
tama uygulandi. Gevseme yanitlarinin incelen-
mesi i¢in preparatlar 6nceden fenilefrin (10" M)
ile submaksimal olarak kastirild1.

Deneyde histamin (Sigma), fenilefrin (Sig-
ma), asetilkolin (Sigma), feniramin (Hoechst
Marion Roussel), simetidin (Sanofi-Dogu) ve
48/80 maddesi (Sigma) kullanild.

Konsantrasyon-yanit grafikleri ve ECs, deger-
leri Origin Version 6 Demo programinda elde
edildi. Istatistiksel analiz icin Student t-testi kulla-
nildy; p<0.05 degerleri anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Histaminle elde edilen kasilma yanitlar

Histamin gerek endotelli, gerekse endotelsiz
sigan aort preparatlarini kasti. Endotelli prepa-
ratlarda kasilma daha yiiksek konsantrasyon-
larda ortaya gikarken (ECs,=2.1x10" M), endo-
telsiz preparatlarda daha diisiik konsantrasyon-
larda olustu (EC5,=1.7x10" M) (Sekil 1).

Histamin H;-reseptor antagonisti feniramin
(10° M), her iki preparatta da histaminin kasici
etkilerini antagonize etti (endotelsiz preparatta
histamine ait EC5,=9.7x10" M, endotelli prepa-
ratta EC5,=9.7x10° M) (Sekil 2). Histamin H,-re-



Izole sican aort preparatinda histaminerjik reseptorler iizerinden gerceklesen yanitlarda damar endotelinin rolii

100

i B Endotelsiz
0 Endotelli lI_-"
90 k i« lllra"
/ f
80 = i -'l
/ j
|
70 & f i
| |
I I
| y
| |
60 I I|
|
. .
1§ II
50 I| i
) i
| f
40 b | |
| |
f
30t lf‘
| j
i il
20 | ,-" f
10 'r,-"/./
i~ iy
0 | - 1
0 le-7 le-6 le-5 le-4 le-3

Konsantrasyon (log M)

Sekil 1. Histaminin endotelli ve endotelsiz preparatlarda
olusturdugu konsantrasyon-yamit egrileri. Iki egri
arasinda anlamly fark vardir (p<0.05). Her bir nokta
10 farkly gozlemin ortalamas: ve standart hatasini

gOstermektedir.

septOr antagonisti simetidin ise etkisizdi (endo-
telsiz preparatta histamine ait EC5,=1.9x10" M,
endotelli preparatta EC5,=2.3x10° M).

Histaminle elde edilen gevseme yanitlar
Histamin, onceden fenilefrinle kastirilmig

endotelli  preparatlarda gevseme yapti
(EC50=2.4X10'5 M); endotelsiz preparatlarda bir
etki olusturmadi (Sekil 3).

Feniramin, histaminin 6nceden kastirilmig
endotelli preparatlarda olusturdugu bu gevse-
me yanitini antagonize etti (histamine ait
EC5,=1.1x10" M), simetidinin etkisi olmadi (his-
tamine ait EC5,=2.3x10° M) (Sekil 4).

48/80 maddesi (1 g/ml) ise izole sigcan aort
preparatlarinda kasilma ya da gevseme yaniti
olusturmadi.

TARTISMA

Histamin, endotelli ve endotelsiz preparatlar-
da kasilma yanit1 olusturmus ve bu etki endotel-
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Sekil 2. Histaminin endotelli ve endotelsiz preparatlarda si-
metidin ve feniramin varhiginda olusturdugu kon-
santrasyon-yamt egrileri. Endotelli ve endotelsiz pre-
paratlardaki feniramin varhigimda elde edilen egriler,
feniraminsiz kontrol egrilerinden istatistiksel olarak
farklidir (p<0.05). Simetidinle elde edilen egrilerde
anlamli bir fark yoktur. Her bir nokta 10 farkl goz-
lemin ortalamas: ve standart hatasini gostermektedir.

siz preparatlarda daha giiglii bir sekilde ortaya
¢ikmugtir. Histamin, H;-reseptor antagonisti feni-
raminin bu kasic etkileri antagonize ederken, H,-
reseptor antagonisti simetidinin antagonize ede-
memesi, bu kasici etkinin H; reseptorler tizerin-
den gerceklestigi seklinde yorumlanabilir. Scho-
effter ve Godfraind,” histaminin sican aort prepa-
ratlarinda, yiiksek konsantrasyonlarda kasic1 bir
etki olusturdugunu ve bu etkide H;- ve Hy-resep-
torlerin rol oynamadiginy; bu etkinin muhteme-
len H;-reseptorler aracihigiyla olustugunu bildir-
mislerdir. Van de Voorde ve Leusen" ise histami-
nin kasicr etkisinin, H;-reseptorleri araciligy ile
olustugunu bildirmislerdir. Bulgularimiz bu son
gorisii desteklemektedir.

Histaminin kasici etkisinin endotelsiz prepa-
ratlarda daha gii¢lii olmasi, endotel tarafindan
olusturulan gevsetici etkinin kasic1 etkiyi azal-
tan bir rol oynadigina isaret etmektedir. Damar
endotelinden salmman ve diiz kaslar1 gevseten
endotel kaynakli gevsetici faktoriin (EDRF) var-
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Sekil 3. Histaminin dnceden fenilefrin (107 M) ile submaksi-
mal kastirlnug endotelli ve endotelsiz preparatlarda
olusturdugu konsantrasyon-yamt egrileri. Her bir
nokta 10 farkly gozlemin ortalamas: ve standart
hatasini gOstermektedir.

11g1 uzun siiredir bilinmektedir.” Cesitli madde-
lerin EDRF salinimina yol actig1 saptanmustir.
Histaminin de damar endotelinden EDRF sali-
nimina neden oldugu bazi ¢alismalarda goste-
rilmistir."**"” Bu bulgular 1s1g1nda, histaminin
damar diiz kas1 iizerinde kasic bir etkisinin ol-
dugu, buna karsiik EDRF saliniminda da rol
oynayarak ayn1 zamanda gevseme olusturdugu
ve bu durumun kasici etkisini zayiflattigi soyle-
nebilir.

Histamin onceden kastirilmis endotelli pre-
paratlarda gevseme yapmuis, endotelsiz prepa-
ratlarda gevsetici bir etki olusturmamustir. On-
ceden kastirilmis izole sigan aort preparatlarin-
da histaminin olusturdugu gevsetici etkinin ta-
mamen endotele bagh oldugu, endotelsiz pre-
paratlarda gevsetici bir etkinin olusmadig: bil-
dirilmistir."” Bu bulgular 1s18inda, histaminin
gevsetici etkisini endotel aracilig ile olusturdu-
gu sonucuna varilabilir. Képek ve maymun ko-
roner arter ve tavsan aort diiz kasi tizerindeki
histamin H,-reseptorleri gevsemeye yol agmak-
tadir;"” ancak sican aortu icin bdyle bir bulgu
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Sekil 4. Histaminin dnceden fenilefrin (107 M) ile submaksi-
mal kastirilmig endotelli preparatlarda simetidin ve
feniramin varhigimda olusturdugu konsantrasyon-ya-
mt egrileri. Feniramin varli§inda elde edilen egri
kontrol egrisinden istatistiksel olarak farkliyd:
(p<0.05). Simetidinle elde edilen egride anlamli bir
fark yoktu. Her bir nokta 10 farkli gozlemin ortalama-
st ve standart hatasini gOstermektedir.

yoktur. Dokularin histamine duyarliliginin tiir-
ler arasinda fazla degiskenlik gosterdigi de bi-
linmektedir.

Histaminin endotel bagiml gevsetici etkisi
feniramin ile antagonize edilmekte, simetidin-
den etkilenmemektedir. Bu veriler, endotel ba-
gimh gevsetici etkinin H;-reseptorler araciligiy-
la olustugunu gostermektedir. Yapilan ¢alisma-
larda, histaminin endotel bagimli gevsetici etki-
sinin H-reseptorleri aracilig ile olustugu bildi-
rilmistir."” Bulgularimiz da bu yondedir.

Cesitli calismalarda mast hiicreleri icinde de-
polanmis histamini agiga ¢ikarmak icin kullani-
lan"" 48/80 maddesinin izole sican aortu iize-
rinde dogrudan bir etki olusturup olusturmadi-
g1 incelemek amaciyla, bir grup preparata 1
g/ml konsantrasyonda 48/80 maddesi uygu-
lands; kasilma ya da gevseme yanit1 olugsmadig:
gortildi. Bu bulgu, damar diiz kas1 ve endotel
tizerinde 48/80 maddesinin dogrudan etkiledi-
gi yapilarin bulunmadigini gostermekle birlik-
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te, damar duvarinda mast hiicrelerinin bulun-
madigina da dolayl bir kanit olusturmaktadr.

Sonug olarak, bu ¢alismada elde edilen veri-

ler, izole sican aortunda histaminin hem kasici,
hem de endotel bagimli gevsetici etkisinin oldu-
gunu ve bu etkilerin H;-reseptorler aracilig: ile
gerceklestigini gostermektedir.
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