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OZET

Amag: Bu calismanin amaa dopamin reseptor agonisti maddelerin sican
striatal beyin dilimlerinden asetilkolin ve kolin saliverilmesine ve doku ase-
tilkolin, kolin ve fosfolipid diizeylerine etkilerini incelemektir.

Yontemler: Baslari kesilerek dldiiriilen 250-350 g agirliginda erkek Spraque-
Dawley tiirii sicanlardan beyinler hizla gikanldi ve sogutulmus fizyolojik so-
lisyon icinde striatal bolge ¢ikanldi ve 0,3 mm kalinhginda dilimlendi. Di-
limler oksijene edilen ve isitilan fizyolojik Krebs soliisyonu ile bazal kosullar-
da, elektrikle ya da yiiksek potasyumla uyanlarak perfiize (0,6 ml/dakika)
edildiler. Dopamin agonistleri perfiizyon ortamina degisik konsantrasyon-
larda eklendi ve toplanan perfiizatlarda asetilkolin ve kolin dlciildii. Dene-
yin sonunda ve dopamin agonistleri eklenmeden 6nce dilimlerden drnekler
alinarak doku asetilkolin, kolin, protein, DNA ve fosfolipid diizeyleri dlgiildii.

Bulgular: Perfiizyon ortamina degisik konsantrasyonlarda eklenen dopa-
min reseptor agonistleri [dopamin (1-100 M), apomorfin (1-100 M), bro-
mokriptin (0,1-10 M), piripedil (1-100 M), kuinpirol (1-10 M) ve SKF
38393 (1ve 10 M) bazal kosullarda saliverilen asetilkolin ve kolin miktarini
degistirmedi. Secici D1 agonisti olan SKF 38393 ise, ortamda 100 .M diizey-
de bulundugunda asetilkolin saliverilmesini arttirdi. Elektrikle ya da yiik-
sek potasyumla (50 M) uyariima durumunda dilimlerden asetilkolin sali-
verilmesi 7-20 kat kadar artti. Ortamda apomorfin, piripedil ya da kuinpirol
bulunmasi uyarilmanin yol actigi asetilkolin saliverilmesini konsantrasyona
bagli olarak azaltti. Diger agonistler (dopamin, bromokriptin ve SKF 38393)
ise, uyarilmanin neden oldugu asetilkolin saliverilmesine etkisizdi. Dopa-
min reseptor agonistleri dilimlerden kolin gikisini, doku asetilkolin, kolin ve
fosfolipid diizeylerini etkilemedi.

Sonuglar: Bu bulgular dopamin reseptor agonistlerinin bazal kosullarda striatal
dilimlerden asetilkolin ve kolin gikisina etkisizken, uyanlan dilimlerden asetilko-
lin gkiginin bazi agonistlerce (apomorfin, piripedil ve kuinpirol gibi) baskilandigi
gostermektedir. Dopamin reseptor agonistlerinin striatal dilimlerde kolin ¢ikisi-
ni, doku asetilkolin, kolin ve fosfolipid diizeylerine etkisi yoktur.

Anahtar sozciikler: Dopamin, kolin, asetilkolin, fosfolipid, sican
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EFFECTS OF DOPAMINE RECEPTOR AGONISTS ON THE RELEASE AND CONTENTS OF
ACETYLCHOLINE AND CHOLINE IN SUPERFUSED BRAIN SLICES FROM RAT STRIATUM

ABSTRACT

AiM: The aim of the study was to determine effects of dopamine receptor
agonist on acetylcholine and choline release from rat brain striatal slices
and tissue levels of acetylcholine, choline and phospholipid.

Methods: Spraque-Dawley rats (250-350 g) were decapitated and their brains
were rapidly removed, the striata were dissected and sliced with 0.3 mm thickness.
Slices were perfused with heated (37 °C) and oxygenated (95% 02 + 5% €02) Krebs
medium (0.6 ml/min) under basal and stimulated (either with high K+ or electri-
cally) conditions with presence of various concentrations of dopamine receptor
agonists. Acetylcholine and choline contents of the perfusates, and tissue levels of
acetylcholine, choline, protein, DNA and phospholipids were assayed

Results: Dopamine receptor agonists [apomorphine (1-100 1:M), dopamine
(1-100 M), bromocriptine (0.1-10 11M), piripedil (1-100 M), quinpirole (1
and 10 M) and SKF 38393 (1 and 10 M) failed to alter amounts of acetyl-
choline and choline released into the perfusate from striatal slices under basal
conditions. While selective D1 receptor agonist SKF 38393 increased acetyl-
choline release at 100 .LM. When the slices depolarized by high K+ (50 uM) or
stimulated electrically (15 Hz, 1 ms, 80 mA) release of acetylcholine increased
by 7-20 folds. Apomorphine, piribedil or quinpirole, but not dopamine, bro-
mocriptine or SKF 38393, decreased acetylcholine release, by concentration
dependent manner, during K+ depolarization and electrical stimulation.
Dopamine receptors agonists failed to alter choline release, tissue levels of
acetylcholine, choline and phospholipids at used concentrations.

Conclusion: These data show that dopamine receptor agonists have no
effects on acetylcholine and choline release from the striatal slices under
basal perfusion conditions, while some of agonists (i.e., apomorphine, pir-
ibedil and quinpirole) suppressed acetylcholine release from the stimulated
slices. Dopamine receptor agonists have no effect on choline release and
tissue contents of acetylcholine, choline and phospholipids.
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Dopamin Agonistlerinin Beyin Dilimlerinde Kolin Metaboli Etkisi

Giris

Kolin tim hcreler icin membranin temel yapi tasi olan fosfoti-
dilkolin gibi fosfolipidlerin yapiminda kullanilan ¢ok énemli bir
maddedir. Kolinerjik néronlar ise kolini membran sentezine ek
olarak norotransmitterleri olan asetilkolin'in sentezinde de kul-
lanirlar. Kolinerjik néronlarda kolin’in bu ikili kullaniminin diizen-
lenmesi tam olarak bilinmemekle beraber, serbest kolin'in yeter-
siz oldugu durumlarda kolin'in asetilkolin sentezi icin kullanimi
artarken (1,2) fosfolipid sentezine dogru kullanimi yavaslar (1,
2). Bunun da otesinde serbest kolin'in artmis asetilkolin sente-
zini karsilamakta yetersiz oldugu durumlarda membran fosfoli-
pidlerinden kolin serbestlesmesi oldugu ve membran kaynakh
kolin'in hizlanmis asetilkolin sentezini karsilamak icin kullanildi-
gini gostermistir (3). Sican striatal beyin dilimleri ile yapilan calis-
malarda kolinerjik néronlarin, ortama disardan serbest kolin ek-
lenmedigi durumlarda bile, uzun siire asetilkolin sentez ve sa-
hverilmesini siirdiirebildigi ancak bunun membran fosfolipidle-
rinde belirgin diizeyde bir azalma-yikilma ile sonuglandigi be-
lirlenmistir (3). Bu bulgular, kolinerjik néronlarin nérotransmit-
ter asetilkolin sentezi icin yeterli serbest kolin bulamadiklarinda
kendi membranlarindaki fosfolipidleri yikarak serbest kolin olus-
turduklarini ve bu kolini nérotransmitter asetilkolin sentezinde
kullandiklarini géstermektedir. Bu olay “otokannabilizm” olarak
adlandirimis olup (4, 5), insanda yasllik ve Alzheimer hastaligi
gibi durumlarda kolinerjik ndéronlarin, diger néronal sistemlere
gore, secici asir kaybinin olasi bir mekanizmasi olarak ileri su-
rlmstdr (5).

Beyinde membran fosfolipidlerinin asetilkolin sentezinde gerek-
li serbest kolin icin bir rezervuar gérevi gérmeleri ve fosfolipid-
lerden serbest kolin olusumu fizyolojik ve fizyopatalojik olarak
cok dnemli gériinmekle beraber, bu olayin diizenlenmesi ile ilgi-
li bilgilerimiz son derece sinirlidir. Bu diizenlemede kolinerjik si-
nirlerle sinaptik baglantilari olan ve kolinerjik fonksiyonu etkile-
digi bilinen diger ndrotransmitterlerin rolu olabilir. Cahismamiz-
da, bu olasilik, sican striatal dilimlerinde dopaminerjik reseptor
agonisti cesitli maddeler kullanilarak in vitro kosullarda test edil-
mistir. Striatumdaki Kolinerjik internéronlarin dopaminerjik n6-
ronlarla sinaptik baglantilarinin bulundugu (6-8) ve dopaminer-
jik nérotrasmisyonu etkileyen ilaglarin asetilkolin saliverilmesi-
ni degistirdikleri uzun siredir bilinmektedir (9-14). Dopaminer-
jik agonistlerin dnceden radyoaktif kolinle (*H-kolin) isaretlenmis
striatal beyin dilimlerinden radyoaktif asetilkolin saliverilmesini
in vitro kosullarda degistirdikleri gosterilmistir (10-14). Ancak bu
calismalarda dopaminerjik agonistlerinin endojen kolin meta-
bolizmasina etkileri incelenmemistir. Calismamizda dopaminer-
jik agonistlerin sican striatal beyin dilimlerinde kolin metaboliz-
masina etkileri; 1. ortama saliverilen asetilkolin ve kolin miktarla-
r, 2. doku asetilkolin ve kolin diizeyleri ve 3. membran fosfolipid
degisimleri 6l¢llerek incelendi.

Yontem ve Gerecgler

Deney hayvani

Calismada 250-350 g agiriginda erkek Spraque-Dawley sican-
lar (Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar Yetistir-
me ve Arastirma Merkezi, Bursa) kullanildi. Deney 6ncesi ve sira-

sinda sicanlar 4-6 tanesi bir kafeste olmak lizere, standart kosul-
larda (18-22 °C, 12 saat karalik ve 12 aydinlk) yem ve su alimla-
r serbest tutularak ve evrensel etik kurallara uyularak bakildilar.

Striatal beyim dilimlerin hazirlanmasi ve perfiizyon kosullari

Sican striatal beyin dilimleri daha 6nce tarif edildigi sekilde ha-
zirlandi (3). Kisaca beyinler hizla ¢ikarilarak korpus striatum bol-
gesi tiim olarak ¢ikarildi ve 6nden arkaya dogru 0,3 mm kalinli-
ka dikine olarak otomatik dilimleyici ile (Mcllwain Tissue Chop-
per, The Mickle Laboratory Engineering Co., Gomstall, Ingilte-
re). Dilimlenmis striatum hizla oksijenize edilmis fizyolojik tuz-
lu su (Krebs Sollisyonu, yapisi asagida belirtilmistir) iceren pet-
ri kaplarina alinarak dilimler yumusak tuyli firca ile tek tek ayril-
di. Takiben, 5-6 dilim bir perflizyon odacigina (1 ml kadar) ola-
cak sekilde perflizyon sistemine alindi. Perfiizyon sistemi 37 °C
kadar isitilmig su banyosu icinde %95 O, + %5 CO, gaz karigimi
ile devamli olarak havalandirilan ve icinde 20 uM asetilkolineste-
raz inhibitori fizostigmin bulunduran fizyolojik tuzlu su solus-
yonu [Bilesimi (uM olarak): NaCl, 120; KCl, 3,5; CaCl,, 1,3; MgSO,,
1,2; Na,HCO,, 25 ve D-Gliikoz, 10] ile 0,6 ml/dakika hizla 8 kanal-
I peristaltik pompa araciligi ile perfiize edildi. Dilimler bu sekil-
de 40-60 dakika stire ile denge ve toparlanma icin perfiize edil-
di. Bu denge perfiizyonunu takiben perfiizyon sivisina etkisi de-
nenecek dopamin reseptor agonisti maddeler cesitli konsantras-
yonlarda eklendi. Takiben, dilimler, ya bazal kosullarda ya da uya-
rilarak [ytksek potasyumlu (50 uM KCl) soliisyonla ya da elektrik-
le (15 Hz, 80 mA, 30 mV, 1 ms) Ag/AgCl, elektrolarla ve “Grass 88"
model stimilator kullanilarak] perfiize edildiler.

Striatal dilimlerden cesitli kosullarda ortama saliverilen kolin ve
asetilkolin miktarini belirlemek icin denge perfiizyonu dénemi-
nin sonunda (50.-60. dakikalar arasinda) ve sonraki 30 dakikalik
deneme doénemi siiresince (60.-90. dakikalar arasinda) 10 daki-
kalik donemlerle perflizat toplandi. Elektrikle uyarilma deneyle-
rinde ise, denge dénemini takip eden tiim uyarilma dénemi bo-
yunca (60 dakika) perfiizat toplanmistir. Perfiizat toplanmasi ve
analizi ile ilgili ayntilar bulgular bélimiinde Tablo altlarinda ay-
rintili sekilde belirtilmistir.

Perfiizattan asetilkolin ve kolin ekstraksiyonu ve 6l¢ciimdi

Perflizatta bulunan asetilkolin ve kolin silisik asit kolon tekni-
gi kullanilarak (15) daha 6nce tarif edildigi sekilde (3) ekstrak-
te edildi. Kisaca, 2 ml perfiizat cam pastor pipetlerine hazirlan-
mis 0,8X1,2 cm silisik asit kolonlarina (Bio-Sil, Bio-Rad firmasi,
CA, ABD) tatbik edildi. Perfiizat stziilerek kolonlardan gecince
kolonlar 2 ml 0,001 N HCl sollsyonu ile yikandilar. Perfiizatin su-
zlilmesi sirasinda silisik asitlere tutunmus olan kolin ve asetilko-
lin kolonlar Gzerine sirayla eklenen 0,75 ml 0,075 N HCl ve 1,25
ml 0,03 N HCl (%20 lik metanol icinde hazirlanmis) ile serbestles-
tirildi ve asit stizlintiiler cam tipler (12x75 mm) icinde toplandi.

Asit stiziintiiler vakum santrifiijiinde kurutuldu. icerdikleri kolin
ve asetilkolin miktarlari radioenzimatik yontemle (16) daha 6nce
anlatildig sekilde (3) ol¢lildi. Kisaca; kolin iceren kurutulmus
asit stizlintl 6rneklerine 25 ml él¢iim karisimi [5 pl kolin kinaz (2
mU), 10 pl Gly-glisin (GG) tamponu (pH = 8.5), 0,3 pl MgCl, (1 M),
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2wl DDT (10 mg/ml), 7,5 ul H,0, 0,2 l 32P-ATP (0,1 M ve 0,5 pCi)]
eklendi ve 20 dakika sure ile 37 °C su banyosunda inkiibe edildi.
Surenin sonunda lzerlerine 0,5 ml soguk su eklenerek enzimatik
reaksiyon durduruldu. Bu inkiibasyon sirasinda érneklerdeki ser-
best kolin'e kolin kinaz enzimince ATP den alinan radyoaktif fos-
fat gurubu (**PO,) eklenerek **P-fosfokoline’e donustirildi.

Asetilkolin dl¢limii ise iki basamakli enzimatik reaksiyonla ger-
ceklestirilmistir (3,16). ilk basamakta asetilkolin iceren érnekler-
deki kolin uzaklastiriimistir. Bu maksatla asetilkolin 6rnekleri tize-
rine 25 ul radyoaktif ATP icermeyen kolin 6l¢lim karisimi elenmis
ve 20 dakika sireyle 37 °C inkiibe edilmistir. Bu asamada 6rnek-
lerde buluna tiim serbest kolin radyoaktif olmayan fosfokoline
dénistirilmistir. ikinci asamada ise, 6lctim ortamina 10 pl icin-
de 2,5 Unite asetilkolinesteraz ve 0,5 uCi 3?P-ATP eklenmistir. Ta-
kiben 6rnekler tekrar 20 dakika stireyle 37 °C su banyosunda in-
kiibe edildi ve enzimatik reaksiyon 0,5 ml soguk su eklenmesi
ile sonlandirildi. Bu ikinci asamada 6rneklerdeki asetilkolin orta-
ma eklenen 2,5 (inite asetilkolinesteraz enzimi ile koline hidroli-
ze edilmis ve olusan serbest kolin ortamda ilk basamaktan kalan
kolin kinaz enzimince radyoaktif fosfokoline (*P-fosfokolin) d6-
nistirilmektedir.

Kolin ve asetilkolin 6rneklerindeki karisimi (25 pl inkiibasyon
ortami + 0,5 ml H,0) anyon degistirici recineden (AG-1 x8, for-
mat form, 200-400 mesh, Bio-Rad, CA, ABD) hazirlanmis kolonla-
ra (0.8x1,5 cm) uygulandi. Karisim kolonlardan siiztildiikten son-
ra kolonlar tizerine 6nce 0,5 ml 5 N NaOH ve takibende 1,25 ml
amonyum asetat (75 uM, pH = 10) ¢ozeltileri eklendi. Tim ko-
lon siiziintlist 20 ml kapasiteli plastik radyoaktif sayim tiiplerin-
de toplandi ve (zerine 10 ml H,0 eklenerek radyoaktivitesi 6l-
¢ulda ( Tri-Carb 1600-TR, Packard Instrument Co., Inc., CT, ABD).
Bu kolon islemi sirasinda enzimatik islemler sirasinda kullanilma-
mis **P-ATP tamami kolona tutulmakta, radyoaktif fosfokolin ise
kolondan tutunmayarak stizlintl icinde ge¢cmektedir. Dolayist ile
toplanan kolon stiziintiisi icinde sadece kolinden sentez edilmis
32P-fosfokolin bulunmaktadir.

Kolin ve asetilkolin standartlari tim asamalarda (ekstraksiyon,
kurutma ve enzimatik reaksiyonlar) érneklerle beraber yani isle-
me tabi tutuldular. Bu standartlardaki rakyoaktiviteden yararla-
narak orneklerdeki kolin ve asetilkolin miktarlar belirlendi. De-
gerler dilimlerdeki proteine gore diizeltildi.

Doku kolin ve asetilkolin miktan 6l¢iimdi

Deney bitiminde, ya da bulgular bolimiinde yeri geldiginde
agiklandigi zamanda, perfiizyon odaciklarindan dilimler alin-
di ve 2 kez 2-3 ml kadar soguk Krebs soliisyonu ile yikandilar.
Takiben, 1 ml sogutulmus su icinde (20 uM fizostigmin iceren)
cam-teflon doku 6gtliclist ile homojenize edildiler. Doku ho-
mojenatlarindan 0,2 ml alinarak icinde sogutulmus 2 ml formik
asit-aseton karisimi [15 ml fomik asit (1 N) + 85 ml aseton kari-
simi] iceren cam tlplere (13x100 mm). Karisim gicli bir sekil-
de vortekslendi ve 20-30 dakika kadar bir stireyle buz dolabin-
da tutuldu. Takiben karisim santrifiije edildi (10 dakika, 3000 g, 4
°C) ve Ustteki berrak kisim cam tliplere aktarilarak vakum altinda

kurutuldu. Kurutulmus érnekler tizerine 1 ml soguk distile su ek-
lendi ve vortekslendi ve bu ¢ozelti yukarda perfiizatlar icin tarif
edildigi sekilde silisik asit kolonlarindan gecirilerek kolin ve ase-
tilkolin asit kolon stizlintileri icinde toplandi. Kolon stizlintleri
vakum altinda kurutuldu ve yukarda perfiizatlar icin tarif edildigi
Uzere kolin ve asetilkolin dl¢timleri yapildi. Degerler doku prote-
in diizeyine gore dizeltildi.

Dokuda fosfolipid, protein ve DNA tayini

Yukarida belirtildigi sekilde striatal dilimlerinden hazirlanan
doku homojenatlarindan 10-50 pl 6rnekler alinarak fotometrik
yontemle protein (17) ve fluorometrik yontemle DNA olctiimleri
(18) daha 6nce tarif edildigi sekilde (3) yapildi.

Fosfolipid tayini icin alinan 400 pl doku homojenati 6 ml
metanol-kloroform karisimi (1 kisim metanol + 2 kisim kloro-
form) Gstline eklendi ve 10-20 saniye kadar bir siire ile vorteks-
lendi. Takiben, bu karisim {izerine 1,6 ml soguk distile su ekle-
nerek karisim yeniden 10-20 saniye kadar vortekslendi. Karisim
buzdolabinda 4 saat kadar tutuldu ve takiben santrifije edile-
rek (10 dakika, 3000 g, 4 °C) iki faz olusmasi saglandi. Ustteki sulu
faz atildi ve alttaki organik fazdan 0,6 ml alinarak cam tipler igin-
de (13x100 mm) vakum altinda kurutuldu. Takiben her tiipe 0,2
ml yogun perklorik asit eklendi ve Ustleri cam bilya ile kapatila-
rak 2 saat kadar 160 °C kaynatilarak fosfolipidler parcalandi. Asi-
dik parcalanma sonucu ortaya ¢ikan inorganik fosfor daha 6nce
tarif edildigi gibi (3) fotometrik yontemle 6lctldi (18). Standart
icin potasyum fosfat sollisyonu kullanildi.

llaclar

Apomorfin HCl, SKF 38393 HCL ve Kuinpirol HCl RBI'dan (Rese-
arch Chemicals Incorporated, RBI, MA, ABD), Bromokriptin met-
han sulfonat ve Dopamin HCl ise Sigma'dan (Sigma Chemical
Company, MO, ABD) satin alinmistir. Pripedil ise yerel firmalar-
dan (Servier, Turkiye) temin edilmistir.

[statistik

Hesaplamalarda ve istatsitik degerlendirmelerde “Pharmacologi-
cal Calculations, Version 2" ve “Sigmastat” bilgisayar yazilimlar kul-
lanilmistir. Degerler, aksi belirtiimedikge, ortalama + ortalamanin
standart hatasi (SH) olarak verilmistir. P degeri 0,05den daha k-
¢lik oldugunda ortalamalar arasi fark anlamli kabul edilmistir.

Bulgular

Bazal kosullarda striatal dilimlerden asetilkolin ve kolin saliveril-
mesine dopamin reseptdr agonistlerinin etkisi

Yéntem bolimiinde bahsedildigi gibi strital dilimler Krebs ¢6zel-
tisi ile 0,6/dakika hizla 40-60 dakika kadar denge perfiizyonuna
tabi tutuldu. ilag etkileri ise bu denge periyodunu takiben 30-60
dakikalik donemde 10. dakikalik donemlerle toplanan perfiizat
orneklerinde asetilkolin ve kolin 6l¢im ile incelenmistir. Dilim-
lerden bazal kosullarda (uyariima olmadan) 10 dakikada 20-100
pmol/mg protein kadar asetilkolin ve 120-600 pmol/mg protein
kadar kolin saliverilmekteydi.
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Dopamin Agonistlerinin Beyin Dilimlerinde Kolin Metaboli Etkisi

Tablo 1. Dopamin reseptér agonistlerinin bazal perfiizyon kosullarinda asetilkolin gikisina etkileri

Asetilkolin (pmol/mg protein/10 dakika)

Agonistler N 1. Dénem 2. Dénem 3. Dénem 4. Dénem
Dopamin (M)
0 8 37+4 35 +5 37+3 34 +7
1 8 29+8 29 £ 6 37 +8 358
10 4 374 44 + 4 374 43 £ 6
100 10 35=+5 3B+5 M1 +4 37 £3
Apomorfin (uM)
0 6 46 = 6 46 = 7 44 £ 5 49 + 8
1 8 39+5 40 = 8 43 +7 33+4
10 8 52 £ 6 52+5 48 + 7 54 +9
100 8 515 483 + 8 4 + 7 50+ 9
Bromokriptin (M)
0 6 46 = 3 49 + 7 49 +9 47 + 6
0,1 8 53 £ 4 483 +5 52+7 51 £5
1 7 48 + 6 52+ 4 598 41 7
10 8 45 +5 44 + 4 47 =3 42 + 4
Pripedil (nM)
0 7 48 + 9 56 +9 47 =9 56 = 6
1 6 46 = 3 389 44 + 3 42 £ 6
10 6 40 = 6 375 45+ 9 41 £6
100 6 40 =7 388 34 £ 4 40 £ 3
SKF 38393 (uM)
0 8 48 £ 9 46 + 5 47 + 4 46 + 6
1 6 45 + 4 52+7 47 + 8 47 + 4
10 8 47 = 8 56 + 4 58 £ 9 57 £ 6
100 8 46 = 7 85 + 9* 72 £ 9* 57+ 6
Kuinpirol (uM)
0 8 49 +9 56 = 9 47 £ 9 56 + 8
1 4 47 =7 46 + 4 42 + 2 42 + 2
10 5 47 = 8 58 £ 9 517 59+ 9

Sican striatal dilimleri (0,3 mm) 20 uM fizostigmin iceren Krebs soltisyonu ile 60 dakika perfiize edildiler. Bu denge perflizyonu sirasinda 50.-60. dakikalar arasinda perfu-
zat toplandi (1. ddnem). 60. dakikadan baslanarak perfiizyon ortamina 1. stitunda belirtilen dopamin reseptér agonistleri (“agonistler” basligi altindaki ilaglar) belirtilen
duzeylerde eklendi ve dilimler ilag iceren ortamla 30 dakika perfiize edildiler. Bu sure icinde 10 dakikalik dénemlerde (2., 3. ve 4. donemler) 3 perfiizat 6rnegi toplandi.
Asetilkolin silisik asit kolonlari ile ayrildi ve radio-enzimatik yontemle 6lctildi. Perfiizattaki asetilkolin miktarlari dilimlerde protein miktarina gore diizeltilerek, “pmol/mg
protein/10 dakika” olarak ifade edildi. Degerler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. Her guruptaki deney (6l¢iim) sayilari Tablo'da 2. siitunda goste-

rilmistir. *p<0.05: kendi bazal (1. dénem) degeri ile karsilastinldiginda.

Dopamin reseptor agonistlerinin (dopamin, apomorfin, bro-
mokriptin, pipedil, kuinterol ve SKF 38393) bazal kosullarda ase-
tilkolin ve kolin cikisina etkilerini test etmek icin dilimlerden 50.-
60. dakikalar arasi kontrol perfiizat toplanmis ve 60. dakikadan
itibaren perflizyon ortamina ortama dopamin reseptor agonis-
ti maddeler gesitli konsantrasyonlara (0-100 uM arasinda) eklen-
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mis ve 60.-90. dakikalar arasinda on dakikalik dénemler 3 perfii-
zat 6rnegi toplanmistir.

Dopamin (1-100 pM), apomorfin (0,1-100 puM), bromokriptin
(0,1-10 uM), pripedil (1-100 M) ve kuinperol (0,1-10 pM) 60.-90
dakikalar arasindaki ardisik onar dakikalik 3 dénemin hig birinde
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Tablo 2. Dopamin reseptdr agonistlerinin bazal kosullarda perfiize edilen striatal dilimlerden kolin gikigina etkileri

Kolin (pmol/mg protein/10 dakika)

Agonistler N 1. Dénem 2. Dénem 3. Dénem 4. Dénem
Dopamin (uM)
0 8 349 + 15 316 + 25 304 + 18 298 + 18
1 8 343 £ 27 347 + 40 344 + 35 332 £ 29
10 4 330 + 28 321 £ 30 329 £ 15 322 £ 15
100 10 337 + 34 353 + 21 341 + 26 333 £ 23
Apomorfin (uM)
0 6 358 + 26 353 + 21 326 + 20 333 £35
1 8 339 =12 338 = 12 338 £ 25 296 + 14
10 8 346 + 37 343 + 16 370 = 30 316 + 32
100 8 324 + 34 344 + 27 338 + 38 306 + 32
Bromokriptin (M)
0 6 362 + 34 337 + 32 321 + 43 338 + 17
0,1 6 342 + 23 348 + 43 342 + 35 311 + 28
1 7 357 + 32 341 £ 23 368 + 41 319 + 35
10 7 338 =19 347 = 14 351 + 33 311 + 31
Pripedil (uM)
0 7 323 £ 28 346 + 31 321 + 46 298 + 35
1 7 338 + 32 328 + 21 324 + 18 287 + 39
10 7 352 + 19 340 + 22 328 + 41 308 + 21
100 7 372 + 34 333 + 37 354 + 54 308 + 46
SKF 38393 (uM)
0 4 307 + 63 342 + 32 293 + 26 302 + 60
1 6 326 + 36 377 + 43 339 + 28 382 + 27
10 8 364 + 36 376 + 43 340 + 28 403 = 7
100 8 336 + 34 436 + 37 340 + 21 444 + 47
Kuinpirol (uM)
0 6 333 + 23 321 + 41 318 + 27 298 + 38
1 4 354 + 47 349 + 32 328 £ 29 336 + 17
10 5 328 + 18 321 + 32 311 + 32 293 + 24

Striatal dilimler Tablo 1'de anlatildigi sekilde perfiize edildiler ve belirtilen dénemlerde perfiizat toplanildi. Kolin silisik asit kolonu ile ayrildi ve radio-enzimatik yontemle 6l-
ciildi. Perfiizat kolin diizeyleri dilimlerdeki doku protein diizeyine gére diizeltildi ve “pmol/mg protein/10 dakika” olarak verildi. Degerler ortalama + ortalamanin standart
hatasi olarak verilmistir. Her guruptaki deney (6lciim) sayilari Tablo'da 2. siitunda gosterilmistir.

asetilkolin saliverilmesini anlamli sekilde etkilememislerdir (Tab-
lo 1). Ortama 100 uM SKF 38393 eklenmesi ise ilk iki toplama do-
neminde (60.-70. ve 70-80. dakikalar arasi) asetilkolin ¢ikini artir-
di. SKF 38393 daha diisiik konsantrasyonlarda (1 uM ve 10 uM)
ise bazal asetilkolin ¢ikisini degistirmedi (Tablo 1).

Dopamin agonistlerin hic birisi, bu ¢alismada kullanilan tim
konsantrasyonlarinda, striatal dilimlerden kolin ¢ikisini anlamh
derecede etkilemedi (Tablo 2).

Yiiksek potasyumla depolarize edilen striatal dilimlerden asetilkolin
ve kolin saliverilmesine dopamin reseptdr agonistlerinin etkisi
Striatal dilimler normal Krebs sollisyonu ile denge perfiizyonunu ta-
kiben yliksek potasyumlu (50 uM) ortam ile perfiize dilirse, dilimler-
den perfiizyon ortamina (perfiizata) asetilkolin cikisi ilk 10 dakikalk
dénemde 12-20 kat kadar artmaktadir. Asetilkolin ¢ikisindaki yiik-
sek potasyuma bagh artig sonraki (2. ve 3.) toplama donemlerinde
birinciye gore belirgin bir sekilde azalmaktadir (Tablo 3).
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Tablo 3. Dopamin reseptér agonistlerinin yiiksek potasyumla perfiize edilen striatal dilimlerden asetilkolin gikigina etkileri.

Asetilkolin (pmol/mg protein/10 dakika)

Kontrol Yiiksek potasyum depolarizasyon dénemi
Agonistler N dénem 1. Dénem 2. Dénem 3. Dénem
Dopamin (uM)
0 8 38 +4 665 = 55 328 + 34 201 =13
1 8 39+38 772 = 65 361 + 26 222 + 67
10 4 47 £ 9 786 = 65 292 + 44 217 = 35
100 8 389 698 + 95 301 + 43 233 = 18
Apomorfin (nM)
0 8 36 =8 730 = 96 318 + 19 205 + 19
1 8 39+6 706 + 47 327 £ 29 234 £ 15
10 8 44 + 6 713 £ 77 270 + 32 165 + 28
100 8 47 £ 6 408 + 65* 205 + 22* 151 + 18
Bromokriptin (M)
0 4 45 + 8 765 = 96 371 =75 189 + 31
0,1 6 48 £ 8 993 + 54 467 + 44 238 = 32
1 4 45 + 6 708 = 94 367 + 61 201 = 27
10 4 45+ 9 709 + 76 400 + 17 216 + 16
Pripedil (M)
0 7 43 +9 721 = 98 326 + 29 249 + 26
1 6 46 + 3 772 + 98 327 + 90 140 = 18
10 6 40 £ 6 625 + 57 333 + 39 170 = 26
100 6 40 =7 237 + 24* 216 + 30* 196 = 23
SKF 38393 (uM)
0 8 387 724 + 38 342 + 49 238 + 16
0,1 4 40 = 6 913 +36* 526 + 24* 430 + 33*
1 6 44 + 4 796 + 48 449 + 49 283 = 50
10 8 47 = 8 769 = 50 302 + 59 192 = 23
100 8 36 £ 6 832 = 70 328 + 42 252 + 32
Kuinpirol (uM)
0 6 39+9 725 + 45 355 + 43 235 = 34
1 4 37+5 810 = 28 382 + 39 226 = 22
10 5 40 = 6 375 + 97* 178 + 40* 122 = 17*

Sican striatal dilimleri (0,3 mm) 20 uM fizostigmin iceren Krebs soliisyonu ile 60 dakika perfiize edildiler. Bu denge perfiizyonu sirasinda 50.-60. dakikalar arasinda perfiizat
toplandi (kontrol donem). 60. dakikadan baslanarak perfiizyon ortami yiiksek potasyum iceren (50 uM) Krebs ile degistirildi ve ortama 1. stitunda belirtilen dopamin resep-
tor agonistleri (“agonistler” baghgi altindaki ilaglar) belirtilen diizeylerde eklendi. Dilimler ilag ve ylksek potasyum iceren ortamla 30 dakika sure ile perfiize edildiler. Bu sure
icinde 10 dakikalik donemlerde (1., 2., ve donemler) 3 perfiizat 6rnegdi toplandi. Perflizat 6rneklerinde (2 ml) asetilkolin silisik asit kolonlari ile ayrildi ve radio-enzimatik yon-
temle dlgtildi. Perfiizattaki asetilkolin miktarlar dilimlerde protein miktarina gore diizeltilerek, “pmol/mg protein/10 dakika” olarak ifade edildi. Degerler ortalama + orta-
lamanin standart hatasi olarak verilmistir. Her guruptaki deney (6l¢iim) sayilar Tablo'da 2. siitunda gdsterilmistir. *p<0.05, kendi kontrol (“0 konsantrasyon”) degeri ile kar-
silastinldiginda.
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Tablo 4. Dopamin reseptér agonistlerinin yiiksek potasyumla perfiize edilen striatal dilimlerden kolin gikigina etikleri.

Kolin (pmol/mg protein/10 dakika)

Kontrol Yiiksek potasyum depolarizasyon dénemi
Agonistler N dénem 1. Dénem 2. Dénem 3. Dénem
Dopamin (M)
0 8 329 + 25 462 + 34* 366 + 56 301 + 24
1 8 343 + 27 562 + 27* 318 + 21 196 + 14
10 4 330 = 28 495 + 28* 376 + 28 206 + 18
100 8 337 = 34 462 + 34* 293 + 26 197 + 17
Apomorfin (uM)
0 8 348 + 31 418 + 29* 380 + 35 255 + 19
1 8 349 + 25 447 + 31* 399 + 41 178 + 28
10 8 341 = 35 424 + 32* 309 + 28 206 + 18
100 8 337 = 39 462 + 34* 293 + 26 197 = 17
Bromokriptin (M)
0 4 351 = 41 456 + 55* 373 + 53 209 + 33
0,1 6 342 + 23 548 + 49* 302 + 30 254 + 27
1 4 357 + 32 541 = 51* 305 + 34 222 + 25
10 4 338 = 19 509 + 34 384 + 41 211 = 34
Pripedil (M)
0 7 344 + 38 474 + 32* 376 + 43 221 + 42
1 6 357 + 38 504 + 33* 394 + 46 207 + 29
10 6 348 + 31 467 + 23* 309 + 38 187 = 36
100 6 365 = 27 509 + 37* 384 + 41 211 = 34
SKF 38393 (uM)
0 4 345 + 43 473 + 25* 385 + 24 244 + 31
1 6 333 + 32 431 + 32* 316 + 34 142 = 39
10 8 351 + 38 540 + 32* 348 + 26 228 + 40
100 8 326 + 32 528 + 49* 287 + 42 235 + 47
Kuinpirol (uM)
0 6 344 + 35 418 + 31* 297 + 18 195 + 23
1 4 354 + 47 458 + 41* 346 + 25 219 + 18
10 5 328 + 18 498 + 37* 287 = 41 179 = 28

Striatal dilimler Tablo 3'de anlatildigi sekilde 6nce normal Krebs ile, sonrada yiiksek potasyumlu Krebs soltsyonu ile perfiize edildiler. Denge perfiizyonu sonunda
50.-60. dakikasi arasi (kontrol donem) ve 60.-90. dakikalar arasinda 10 dakikalik periyodlerla (1., 2., ve 3. donemler) perflzat 6rnegi toplanildi. Perfiizat 6rneklerinden
(2 ml) silisik asit kolonu ile ayrilan kolin radio-enzimatik yontemle 6lgtildii. Perfiizat kolin dizeyleri dilimlerdeki doku protein diizeyine gére diizeltildi ve “pmol/mg
protein/10 dakika” olarak verildi. Degerler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. Her guruptaki deney (6l¢iim) sayilari Tablo'da 2. stitunda goste-
rilmistir. *p<0.05: kendi“1. donem” degeri ile karsilastinldiginda.

Yiiksek potasyumla perfiizyon sirasinda ortamda dopamin (1- ripedil (Tablo 3) bulunmasi ise, asetilkolin saliverilmesini belir-
100 uM), bromokriptin (0,1-10 uM) ve SKF 38393 (1-100 uM) bu- gin olarak baskilamistir (Tablo3). Benzer sekilde ortama eklenen
lunmasi asetilkolin cikisini etkilemedi (Tablo 3). Potasyumla per- 10 uM kuinperol da (Tablo 3) asetilkolin ¢ikisini baskilamaktadir.
fluizyon sirasinda ortamda 100 uM apomorfin (Tablo 3) ya da pi- Apomorfin, pripedil ve kuinperol'iin daha diisiik konsantrasyon-
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Tablo 5. Dopamin reseptor agonistlerinin yiiksek potasyumla perfiize edilen striatal dilimlerde doku asetilkolin ve kolin diizeylerine etkileri.

Asetilkolin (pmol/mg protein) Kolin (pmol/mg protein)
Agonistler N Once Sonra Once Sonra
Dopamin (M)
0 8 2237 + 234 635 + 55* 1237 + 121 834 + 78*
1 8 2100 = 185 544 + 76* 1137 = 181 735 = 109*
10 4 2237 = 195 540 + 95* 1309 + 145 745 + 96*
100 10 2335 + 205 635 + 95* 1241 + 144 737 + 98*
Apomorfin (uM)
0 8 2557 + 342 517 + 56* 1207 = 187 821 = 76*
1 8 2817 = 149 475 + 34* 1146 + 76 658 + 122*
10 4 2818 + 160 497 + 43* 1408 + 118 728 + 107*
100 8 2657 + 142 454 + 42* 1178 = 128 738 + 118*
Bromokriptin (M)
0 4 2538 + 259 569 + 56* 1248 + 228 856 + 83*
0,1 4 2353 + 224 569 + 29* 1198 + 208 688 + 126*
1 4 2148 + 226 611 = 65* 1255 = 175 871 = 78*
10 4 2018 + 225 552 + 42* 1171 £ 189 854 + 60*
Pripedil (M)
0 8 1952 + 261 557 + 82* 1047 + 108 686 + 78*
1 6 2538 + 358 468 + 98* 1244 + 136 742 + 109*
10 4 2200 = 323 407 = 77* 1189 = 146 784 + 114*
100 5 2604 + 391 563 + 89* 1183 = 197 778 = 131*
SKF 38393 (uM)
0 7 2134 + 234 597 + 82* 1165 = 110 784 + 81*
1 5 2066 + 296 539 + 49* 1090 + 107 701 + 92*
10 8 2294 + 210 486 + 64* 1158 += 118 735 £ 97*
100 6 2102 + 225 443 + 55* 1248 + 135 785 + 85*
Kuinpirol (uM)
0 5 2225 + 245 578 + 69* 1247 = 109 806 + 87*
1 5 2153 = 196 443 + 96* 1086 + 128 736 + 45*
10 5 2008 + 178 584 + 82* 1351 = 165 727 + 92*

Striatal dilimler Tablo 3'de anlatildigi sekilde &nce 60 dakika normal Krebs ile sonra da 30 dakika yiiksek potasyumlu Krebs soliisyonu ile perfiize edildiler. Potasyum-
lu Krebs ile perflizyona baglamadan 6nce (“6nce”) ve 30 dakikalik yliksek potasyumla perflizyon sonrasi (“sonra”) dilimlerden érnek alindi ve doku asetilkolin ve kolin
diizeyleri radio-enzimatik yontemle 6l¢tildii. Doku asetilkolin ve kolin diizeyleri doku protein diizeyine gére diizeltildi ve “pmol/mg protein” olarak ifade edildi. De-
gerler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. Her guruptaki deney (6l¢lim) sayilari Tablo'da 2. siitunda gdsterilmistir. *p<0.05-0.001: kendi “dnce”
degeri ile karsilastirildiginda.

lari yUksek potasyumla uyariimis asetilkolin saliverilmesini de- zata ¢ikan kolin hizla dismekte ve 3. ddnemde bazal diizeyin de
gistirmemektedir (Tablo 3). altina inmektedir (Tablo 4).
Yiiksek potasyumlu perflizyon ortamina gegis, perfiizata ¢ikan Dopamin agonistlerin higbiri, kullanilan konsantrasyonlarinda,

kolin miktarini da ilk dénemde bazale gore, 1,2-1,6 kat kadar, ar- yliksek potasyumla perflizyon sirasinda ortama kolin cikisini de-
tirmaktadir (Tablo 4). Sonraki toplama dénemlerinde ise perfi- gistirmediler (Tablo 4).
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Tablo 6. Dopamin reseptér agonistlerinin elektirikle uyarilan striatal dilimlerden asetilkolin ve kolin ¢ikigina etkileri

Asetilkolin Kolin
Tedavi N (pmol/mg protein/saat) (pmol/mg protein/saat)
Bazal 6 317 = 34 1785 + 197
Uyariima 6 4261 + 272 1875 + 155
Uyarilma + Dopamin (10 pM) 6 4335 + 205 1779 + 233
Uyarilma + Dopamin (50 pM) 6 4247 =171 1655 = 170
Uyariima + Dopamin (100 uM) 6 4335 + 214 2017 =171
Bazal 10 333 = 36 2166 + 263
Uyariima 9 4882 + 521 1720 + 196
Uyariima + Apomorfin (10 pM) 7 4035 + 566 1779 = 233
Uyariima + Apomorfin (50 uM) 7 1900 + 521* 2098 + 214
Uyariima + Apomorfin (100 uM) 7 1409 + 294* 1901 = 212
Bazal 13 323 = 34 2115 + 218
Uyariima 12 4261 + 243 1975 + 108
Uyariima + Piripedil (10 uM) 7 3582 + 336 2058 + 205
Uyariima + Piripedil (25 uM) 7 3266 + 227* 1883 + 221
Uyanima + Piripedil (50 pM) 7 2572 + 228* 1875 = 195
Uyanima + Piripedil (100 pM) 7 2327 + 262* 1925 + 216
Bazal 8 348 + 43 1965 + 158
Uyariima 8 3915 + 333 2085 = 172
Uyarilma + SKF 38393 (10 uM) 5 4583 + 380 1938 + 237
Uyariima + SKF 38393 (50 uM) 4 3667 + 292 2017 = 132
Uyarilma + SKF 38393 (100 uM) 8 4088 + 335 1786 + 157
Bazal 5 338 + 52 1865 + 258
Uyariima 5 4415 + 450 2085 = 205
Uyarilma + Kuinpirol (10 uM) 6 2258 + 213* 1807 + 278

Strital dilimler 20 uM fizostigmin iceren Krebs soltisyonu ile 60 dakika stire ile denge icin perfiize edildiler. Bu stirenin sonunda dilimler ya bazal kosullarda ya da elekt-
rikle uyarilarak tekrar 60 dakika sure ile perfiize edildi. Bu ikinci 60 dakikalik perfiizyon déneminde uyarilan dilimlerden bazilarinin perflizyn ortamina 1. siitunda be-
lirtilen dopamin reseptér agonistleri belirtilen diizeylerde eklendi. ikinci dénem siiresince (60 dakika) doku perfiizatlari toplandi ve silisik asit kolon islemlerinden son-
ra asetilkolin ve kolin icerikleri radio-enzimatik yontemle &l¢iildi. Perfiizat asetilkolin ve kolin diizeyleri doku protein miktarlarina gore diizeltildi ve “pmol/mg protein/
saat” olarak bildirildi. Degerler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. Deney sayilari (N) 2. siitunda gosterilmistir. *p<0.05-0.001: Kendi “uyariima” de-

geriile karsilastinldiginda.

Dopamin reseptdr agonistlerinin strital dilimlerde doku asetilkolin
ve kolin dtizeylerine etkileri

Yuksek potasyumlu (50 uM) Krebs soliisyonu ile 30 dakika su-
reyle perflizyon doku asetilkolin diizeylerinde %65-80 arasinda
doku kolin diizeylerinde ise %15-45 arasinda bir azalmaya neden
oldu (Tablo 5). Dopamin reseptdr agonistlerinin hig biri, kullani-
lan konsantrasyonlarinda, doku asetilkolin ve kolin diizeylerinde
azalmalarn etkilemedi (Tablo 5).
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Elektrikle uyarilan striatal dilimlerden asetilkolin ve kolin
saliverilmense dopamin resept6r agonistlerinin etkileri

Bu seri calismalarda dilimler 60 dakika slireyle ya bazal kosular-
da ya da elektrikle uyarilarak perfiize edilmislerdir ve 60 daki-
kalik perfiizat toplanarak asetilkolin ve kolin 6l¢tim icin kulla-
nildi. Dopamin agonistleri bu 60 dakikalik boliimdeki ortamda
bulundurularak asetilkolin ve kolin saliverilmesine etkileri in-
celendi.
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Tablo 7. Dopamin reseptor agonistlerinin elektrikle uyarilan striatal dilimlerde doku asetilkolin ve kolin diizeylerine etkisi.

Asetilkolin Kolin

Tedavi N (pmol/mg protein) (pmol/mg protein)
Bazal 6 2455 + 143 1123 + 87
Uyariima 6 1843 = 178 1090 =+ 45
Uyarima + Dopamin (10 uM) 6 1735 = 212 1009 + 135
Uyarilma + Dopamin (50 pM) 6 1743 + 202 987 = 70
Uyanima + Dopamin (100 uM) 6 1677 = 167 1125 = 45
Bazal 10 2880 = 270 1397 + 268
Uyariima 10 1603 = 190 1222 + 90
Uyariima + Apomorfin (10 uM) 4 2145 + 220 1165 = 140
Uyanima + Apomorfin (50 M) 4 2260 + 105 1120 = 344
Uyarilma + Apomorfin (100 M) 6 2005 = 105 1455 + 140
Bazal 12 2304 = 160 1127 = 90
Uyariima 12 1825 + 180 980 + 90
Uyanima + Piripedil (10 wM) 4 1685 + 260 890 + 135
Uyanima + Piripedil (25 uM) 7 1875 = 170 950 + 50
Uyariima + Piripedil (50 uM) 4 1970 = 150 955 + 35
Uyanima + Piripedil (100 pM) 12 1860 = 160 1020 = 75
Bazal 8 2318 = 145 1175 = 130
Uyariima 8 1830 = 80 1218 + 254
Uyarima + SKF 38393 (10 uM) 5 1860 + 125 1325 + 200
Uyariima + SKF 38393 (50 uM) 4 1605 = 100 935 = 120
Uyariima + SKF 38393 (100 uM) 8 1740 + 45 1428 + 167
Bazal 5 2508 = 175 1265 + 160
Uyariima 1815 = 150 985 + 205
Uyanima + Kuinpirol (10 uM) 6 2020 + 140 1293 = 160

Striatal dilimler Tablo 6'da aciklandigi sekilde dopamin agonistleri varliginda ve yoklugunda elektrikle uyarildilar. Deney sonrasi dilimler alindi ve asetilkolin ve kolin dizey-
leri radio-enzimatik yontemle &lciildii ve proteine gére diizeltildi. Doku asetilkolin ve kolin diizeyleri “pmol/mg protein” olarak bildirilmistir. Degerler ortalama + ortalama-
nin standart hatasi olarak ifade edilmistir. Deney (6l¢tim) sayilari (N) Tabloda 2. stitunda gortlmektedir.

Tablo 6'de de gorildigu gibi dopamin (50 ve 100 pM) ve SKF
38393 (10, 50 ve 100 puM) asetilkolin saliverilmesini degistirme-
mektedir. Diger taraftan elektrikle uyariimis asetilkolin saliveril-
mesi apomorfin (10, 50 ve 100 uM), ve piripedil (10, 25, 50, ve
100 uM) tarafindan konsantrasyonla baglantili sekilde baskilan-
di (Tablo 6). Kuinperol de (10 uM) asetilkolin saliverilmesini yari-
yariya azaltti (Tablo 6).

Dopamin reseptdr agonistlerinin hig biri kullanilan konsant-
rasyonlarda striatal dilimlerden kolin cikisini degistirmedi
(Tablo 6).

Eletrikle uyarilan striatal dilimlerde doku asetilkolin ve kolin
diizeyine dopamin reseptér agonistlerinin etkileri

Striatal dilimlerin elektrikle uyarilma doku asetilkolin ve kolin diizey-
lerini etkilemedi (Tablo 7). Dopamin reseptor agonistlerinin hic biri,
kullanilan konsantrasyonlarinda, elektrikle uyarilmis dilimlerde doku
asetilkolin ve kolin diizeylerinde azalmalari etkilemedi (Tablo 7).

Dopamin reseptdr agonistlerinin strital dilimlerde doku total
fosfolipid dtizeylerine etkileri

Tablo 8'de bazal kosullarda, yiiksek potasyumla ve elektrikle uya-
rilan striatal dilimlerde calisma sonrasi total fosfolipid diizeyleri
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Tablo 8. Dopamin reseptor agonistlerinin yiiksek potasyumia ya da elektrikle uyarilan striatal dilimlerde doku total fosfolipid diizeylerine etkisi.

Total Fosfolipid
Tedavi-Perfiizyon durumu N (nmol/mg DNA) (% Bazal)
1. Yiiksel Potasyumla Depolarizasyon
Bazal 20 358 + 0,7 100 = 2
Depolarizasyon 25 36,2 + 0,6 101 = 2
Depolarizasyon + Dopamin (100 pM) 6 355+15 98 + 4
Depolarizasyon + Apomorfin (100 pM) 6 358 +1,3 100 = 4
Depolarizasyon + Piripedil (10 uM) 6 349+18 97 =+ 5
Depolarizasyon + Piripedil (25 puM) 6 36,5 2,0 102 £ 6
Depolarizasyon + Piripedil (50 uM) 6 354 +1,0 98 £ 3
Depolarizasyon + Piripedil (100 uM) 6 36,1 = 1,0 101 + 3
Depolarizasyon + SKF 38393 (100 uM) 6 36,1 =11 101 = 6
Depolarizasyon + Kuinpirol (10 pM) 6 36,2+ 1,5 101 =5
2. Elektriksel Uyarilma
Bazal 23 352 +0,9 100 = 3
Uyariima 21 31,0+1,0 93 +3
Uyanima + Dopamin (100 pM) 6 31,015 88 £5
Uyanima + Apomorfin (100 uM) 6 298 =13 85 x4
Uyariima + Piripedil (10 uM) 5 345+ 272 98 £ 6
Uyanima + Piripedil (25 uM) 8 33,520 95+ 6
Uyanima + Piripedil (50 pM) 6 33,410 95 3
Uyarima + Piripedil (100 uM) 10 321 +1,0 91 £3
Uyariima + SKF 38393 (100 uM) 8 33,1 =21 94 £ 6
Uyariima + Kuinpirol (10 puM) 6 320+13 91 +4

Striatal dilimler 20 uM fizostigmin iceren Krebs soliisyonu ile 60 dakika denge perfiizyonuna tabi tutuldular. Bu siirenin sonunda bazi dilimler bazal kosullarda per-
flizyona devam ederken, bazilari da ya elektrikle ya da yiiksek potasyumla (50 uM) uyarildilar ve bu kosullarda 60 dakika stireyle perfiize edildiler. Elektrikle uyari-

lan ya da potasyumla depolarize edilen dilimlerden bazilarina perfiizyon ortamina 1. siitunda belirtilen dopamin agonistleri belirtilen diizeylerde eklendi. ikinci 60
dakikalik bazal ya da uyarilma kosullarinda perflizyon sonrasi, dilimler alindi total fosfolipid diizeyleri 6lctildi ve doku DNA diizeyine gore duzeltildi. Total fosfoli-
pid diizeyi “nmol/ng DNA” olarak ifade edilmistir. Degerler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak bildirilmistir. Deney (6l¢iim) sayilari (N) tabloda 2. siitun-

da gosterilmistir.

gorilmektedir. Potasyumla uyarilan dilimlerde fosfolipid diizey-
lerinde her hangi bir degisme olmazken, elektrikle uyariimis di-
limlerde doku total fosfolipd diizeyleri sinirli (%5-15) bir sekilde
azaldi. Perfiizyon kosullarinda ortamda dopamin reseptér ago-
nistlerinin bulunmasi fosfolipid diizeylerinde ek bir degismeye
neden olmadi (Tablo 8).

Tartisma

Bu bulgular dopamin reseptdr agonistlerinin bazal kosullar altin-
da perfiize edilen striatal beyin dilimlerinden asetilkolin ve kolin
saliverilmesini ve doku asetilkolin kolin diizeylerini degistirme-
diklerini gostermektedir. Uyarilma durumunda (elektrikle ya da
yiksek potasyumla) ise, apomorfin, pripedil ve kuinpirol, dozla-

riile iliskili olarak, asetilkolin saliverilmesini baskilamaktadir. Do-
pamin ve bromokriptin asetilkolin saliverilmesine etkisiz olmus,
SKF 38393 ise bazi konsantrasyonlarinda asetilkolin saliverilme-
sini arttirmistir. Denenen dopamin reseptor agonistleri elektrik-
le ya da yliksek potasyumla uyarilan dilimlerden kolin ¢ikisini et-
kilemistir. Dopamin reseptor agonistleri dilimlerdeki doku ase-
tilkolin, kolin ve fosfolipid diizeylerininde uyarilmaya bagh degi-
simleri de etkilemediler.

Striatal dilimlerden bazal kosullarda perfiizyon sirasinda orta-
ma kolin ve asetilkolin saliverilmesi ve bu iki bilesigin birbirlerine
gore goreceli saliverilme hizi (6rnegin; kolin ¢ikisinin baslangig-
ta asetilkoline gore 5-8 kere daha yiiksek olmasi gibi) daha 6n-
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ceki striatal beyin dilimleri calismalari ile uyumludur (3, 19-21).
Daha 6nceki calismalarda oldugu gibi (3), bu calismada da ko-
lin ¢cikisinda zaman i¢inde tedrici bir azalma gézlenmistir ve son
doénemde (80.-90. dakikalar arasindaki toplanan perfiizatta) ko-
lin cikisi baglangica gore %15-20 kadar daha dusik olmustur. Ko-
lin cikisi elektrikle uyariima ile degismezken (3), bu calismada ilk
kez gozlendigi gibi ylksek potasyumla depolarizasyon sirasin-
da baslangicta sinirh bir artis gostermekte (Tablo 4) ylksek po-
tasyumla perflizyonun devaminda ise sonraki donemlerde ko-
lin cikisi kontrole gore %30-40 kadar azalmaktadir. Ancak, gerek
bazal kosullarda ve gerekse elektrikle ya da yiiksek potasyum-
la uyarilma kosullarinda striatal dilimler baslangicta icerdikle-
rinden daha fazla serbest kolini ortama salmaktadirlar. Bu fazla-
dan serbest kolinin kaynagi membran fosfolipidleridir (3). Once-
ki calismalarda fosfolipidlerinden kolin olusmasinin muskarinik
agonistlerce arttigi (22), NMDA agonistlerinden etkilenmedigi-
ni (21), magnezyum iyonlarinca baskilandigi (21, 23), potasyum
kanal blokdrleri ile (20), yiksek potasyumla depolarizasyon-
da oldudu gibi (Tablo 4), bifazik sekilde etkilendigi (6nce arttigi
ve daha sonra ise baskilandigi) gosterilmistir (20). Bu calismada
ise, cok farkh yapidaki ve 6zellikteki dopamin reseptor agonistle-
ri kullanilan ¢ok cesitli konsantrasyonlarinda kolin cikisini bazal
ve uyarilma kosullarinda etkilememislerdir. Bu bulgular striatal
dokuda fosfolipidlerden serbest kolin olusmasinda dopaminer-
jik uyariimanin belirgin bir etkisinin olmadigini géstermektedir.

Kolin ¢ikisindan farkli olarak striatal dilimlerden asetilkolin ¢ikisi
Uzerine dopamin reseptor agonistlerinin etkileri dilimlerin uya-
rilma durumlari ile iliskili gérinmektedir. S6yle ki, bazal kosul-
lar altinda incelenen 6 farkl dopamin agonistinden yalnizca SKF
38393 ancak 100 uM gibi ¢ok yiiksek konsantrasyonda asetilko-
lin ¢ikisini arttirmis, digerleri ise, incelenen 10-100 kat gibi fark-
It konsantrasyonlarinda bile etkisiz olmuslardir (Tablo 2). Uyaril-
ma durumunda ise, apomorfin, piripedil ve kuinpirol asetilko-
lin ¢ikisini yiiksek konsantrasyonlarinda biyik olctide (30-65%
gibi) baskilamislardir (Tablo 3 ve Tablo 6). Dopamin ve bromok-
riptin ise, uyariima kosullarindaki asetilkolin saliverilmesini etki-
lemedi (Tablo 3). Radyoaktif kolin (*H-Choline) kullanilarak yapi-
lan beyin dilimleri cahismalarinda da potasyum depolarizyonu-
nun ya da elektriksel uyarilmanin yol actigi *H saliverilmesinin
(6lculen radyoaktivitenin tamaminin 3H-asetilkolin oldugu var-
sayiliyor) ve secici D2 reseptdr agonisti kuinpirol (11-14) ve bro-
mokriptinin (10) tarafindan baskilandigi gosterilmistir. Bizim ¢a-
lismamizda 10 uM kuinpirol ile olan baskilanma (Tablo 3, ve 6)
oncekilerle (11-14) uyumlu olmakla beraber, bromokriptinin et-
kisiz bulunmasi 6ncekilerle (10) celisiktir. Bunun nedeni tam ola-
rak bilinmemekle beraber, bizim calismamizda perfiizyon orta-
mina bromokriptin eklenmesi sollisyonun bulaniklagmasina ne-
den oldugu goézlendi. Bu bulaniklik bromokriptinin kullanilan
fizyolojik perflizyon ortaminda erirliginin azalmasi ile ¢cokmesin-
den ya da bazi tuzlarla ¢6zinmeyen kompleksler olusmasindan
olabilir. Dolayisi ile gézlenen etkisizlik boromokriptinin dilimlere
etki edecek yeterli diizeyde ulasmamasindan kaynaklanmis ola-
bilir. Radyoaktif kolin kullanilan ¢alismalarda D1 reseptorlerinin
secici agonisti olan SKF 38393'lin *H-asetilkolin ¢ikisini arttirdi-
g1 (10, 11, 12, 14) ya da degistirmedigi (24) bildirilmistir. Bizim ¢a-

lismamizda ise, D1 secici agonist olan SKF 38393'(in duisuk kon-
santrasyonda (0,1 uM) yiiksek potasyumla uyarilan asetilkolin sa-
hiverilmesini arttirirken daha yiiksek konsantrasyonlarda (1, 10 ve
100 uM) kullanildiginda etki etmedi (Tablo 3). Bizim ¢alismamiz-
da D2 secici agonist kuinpirol ile uyarilma kosullarinda asetilko-
lin cikisinda baskilanma ve D1 secici agonisti SKF 38393'lin du-
stk konsantrasyonunda asetilkolin cikisindaki artma bulgulari
radyoaktif kolin calismalarindaki bulgulari da beraberce dikkate
alinarak degerlendirildiginde, D2 reseptdr uyariimasinin asetil-
kolin saliverilmesini baskiladigi, D1 uyarilmasinin ise saliverilme-
yi arttirdigu ileri stirtilebilir. Ancak hem elektriksel ve hem de yuik-
sek potasyumla asetilkolin saliverilmesinin D1ve D2 reseptorler
bakimindan secici agonistik etkili olmayan apomorfin ve piripe-
dil tarafindan baskilanmasi bu varsayimla tam uyumlu degildir.
Uyarilmis asetilkolin saliverilmesinde D2 reseptorler uyariimasi
Uzerinden gergeklesen baskilanmanin daha hakim bir etki oldu-
gunu anlasiimaktadir. Apomorfin ve piripedil 6rneklerinde oldu-
du gibi, eger D1 ve D2 reseptorleri beraberce uyarilirsa, D1 re-
septorliniin asetilkolin saliverilmesinin arttirici etkisi D2 uyaril-
masinin yol actigi baskilanmasi ile maskelenmektedir. D1 resep-
tor uyarilmasi Uzerinden gozlenen asetilkolin saliverilmesindeki
artis, ancak, D2 reseptor uyarilmasi ile baskilanma olmadiginda
ortaya ¢ikmaktadir.

Beyin dilimlerinden in vitro perfiizyon kosullarinda perfiizata
baslangicta dokuda bulunan toplam kolinden (kolin+ asetilko-
lin) daha fazla miktarda kolinin (kolin+asetilkolin olarak) salive-
rildigi, yukarida da belirtildigi gibi, cok uzun stireden beri bilin-
mektedir (3, 19, 20, 21, 24, 25, 26). Bu fazladan kolinin kayna-
ginin membrandaki kolin iceren fosfolipidler oldugu (3, 24, 26)
ve uzun sire uyarilma kosullarinda membran yikiminin olustu
gOsterilmistir (3). Bu calismada da yiiksek potasyumla 30 dakika-
lik uyarilma déneminde dilimlerden perfiizata mg protein basi-
na 2300-2500 pmol kadar kolin (1200 pmol kadar asetilkolin ve
1100 pmol kadar da kolin olmak lzere) saliverilmistir. Depolari-
zasyon baslamadan 6nce dokuda yaklasik 2300 pmol kadar ase-
tilkolin ve 1200 pmol kadar da kolin bulunmaktaydi (Tablo 5).
Otuz dakikalik yiiksek potasyumla uyariima sonrasi dokuda mg
protein basina 500-700 pmol kadar asetilkolin ve 700-800 pmol
kadar da kolin kaldigi goriilmektedir. Buna gore 30 dakikalik stire
icinde membran fosfolipidlerinden yaklasik olarak mg protein
basina 1000-1500 pmol kadar daha serbest kolin olustugu an-
lasilmaktadir. Bir saat siireyle elektrikle uyarilan dilimlerden ise
ortama saliverilen toplam kolin (kolin+asetilkolin) miktari yakla-
sik olarak mg protein basina 5000-6000 pmol kadardir (Tablo 6).
Bu dilimlerde elektrikle uyarilma sonrasi doku asetilkolin ve ko-
lin duizeyleri de, cok az bir kayipla (Tablo 7), nerede ise degisme-
den kalmistir. Bu nedenle, elektrikle uyarilan dilimlerden memb-
ran fosfolipidlerinden serbest kolin olusumu ylksek potasyum-
lu uyarilma kosullarina gore 8-10 kat fazlasiyla mg protein basina
5000-6000 pmol kadar olmustur. Nitekim, Tablo 8'de ki fosfolipid
degerlerinden de acik sekilde goriildigu gibi, biz bu ¢alismada
membran fosfolipid diizeylerinde yiiksek potasyumla 30 dakika
uyarilma sonucu bir azalma gérmezken, elektrikle 60 dakika uya-
rilma sonrasi %7 oraninda bir azalma gozledik. Dopamin resep-
tor agonistlerinin ortamda bulundugu dilimlerde de elektrikle
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uyarilma sonrasi membran fosfolipid diizeyleri %5-12 oranlarin-
da dusiik bulunmustur. Bu bulgular dopamin reseptér agonistle-
rinin uyarilma sirasinda fosfolipidlerden serbest kolin olusumu-
nu ve fosfolipid yikihmini degistirmedigini gostermektedir. An-
cak fosfolipid dlzeylerindeki diismenin sinirli ve anlaml olma-
yis1 bu konuda daha fazla ek yorum yapmayi engellemektedir.

Sonug olarak bu ¢alismada elde edilen sonuglar ilk kez olarak do-
pamin reseptor agonistlerinin dokudan ortama serbest kolin sali-
verilmesini, doku serbest kolin ve membran fosfolipid diizeylerini

Tesekkiir

degistirmedigi gostermektedir. Dopamin agonistleri doku asetil-
kolin diizeyini de bazal ve uyarilma kosullarinda degistirmemek-
tedir. Secici D2 (kuinpirol) ve D1+D2 reseptdr agonistleri (apomor-
fin ve piripedil) uyarilma kosullarinda asetilkolin saliverilmesi bas-
kilamaktadir. Secici D1 agonisti SKF 38393 ise, bazi konsantasyon-
larinda, asetilkolin cikisini bazal ve uyarilmis kosullarda arttirmak-
tadir. Bu bulgular bazal ganglionlarin fonksiyonlari ve hastalikla-
rinda son derece 6nemli olan striatal néral sebeke igindeki (28, 29)
dopaminerjik-kolinerjik etkilesim hakkindaki bilgilerimize dnemli
katki saglamaktadir.

Bu makalede yer alan calismalar TUBITAK'tan alinan proje (TAG-0774)
destegi ile Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Farmakoloji ve Klinik
Farmakoloji Anabilim Dali'nda gerceklestirilmistir. Cok degerli destekleri

icin calismanin yapildigi dénemde anabilim dali baskani olan Prof. Dr.
Burhan K. Kiran'a ve calismalarda teknik yardimlari olan Dr. R. Levent
Biyiikuysal, Dr. Nezahat Kaya ve Ahmet Demirbilek'e tesekkiir ederim.
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