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Klopidogrelin Disi Siganlarda Brong Duz Kas Kasilmasi
Uzerine Etkilerinin incelenmesi

Giris ve Amag: Klopidogrel, platelet agregasyonunu inhibe eden antitrombositer bir ajandir.
Siklikla koroner arter hastaligi gibi damar kan akiminin bozuldugu durumlarda ve tedavi sonrasi
idame olarak siklikla kullaniimaktadir. Bu denli siklikla kullaniliyor olmasi kardiyovaskuler sistem
Uzerine olan etkileri disinda diger sistemler tzerindeki etkilerinin de incelemeye deger oldugunu
dusundirmustur. Ayrica daha oénce yapilan bir galismada da klopidogrelin mesane diz kasi
Uzerinde inhibitor etkinligi oldugu gosterilmistir. Bu baglamda bu galisma ile bir baska diz kas
dokusuna sahip olan brong uzerinde klopidogrelin olasi etkilerinin incelemesi hedeflenmistir.

Yontem: Bu calismada erigkin (8-10 haftalik) Sprague-Dawley cinsi disi ratlar kullanildi (n=9).
Ratlar diostrusta fazinda dekapite edildi ve ana bronslari izole edildi. Elde edilen bronslardan 3
mm’lik halka seklinde stripler elde edildi. Bronslar, krebs sollisyonu igeren izole organ banyolarina
asildi. Regllasyon sureci tamamlandiktan sonra 0.1 yM ve 10 yM dozlarinda klopidogrel non-
kiimulatif olarak verildi ve ayni igslem 10 uM asetilkolin (Ach) ile indiklenen bronslar Gzerinde de
tekrarlandi. Klopidogrel'in etkileri maksimal kasiima amplitidi (Emax) ve izometrik kontraktilite
indeksleri agisindan degerlendirildi. Elde edilen veriler ylizde olarak normalize edildi ve eslestirimis
t-testi (SPSS 22.0) kullanilarak analiz edildi.

Bulgular: 0.1 uM ve 10 uM klopidogrel uygulamasinin En.x dederinde istatistiksel olarak anlamli bir
farka neden olmadigi goéruldi. Ach ile indiklenmis brons diz kasinda ise 0.1 yM klopidogrel
uygulamasi istatistiksel olarak anlaml bir degisiklige neden olmazken 10 pMlik doz Emax
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden olmustur (P<0.05).

Sonug: Klopidogrel uygulamasinin, Ach ile indiklenen brons diiz kasinda kasilma Uzerinde
inhibitér etkiye sahip oldugu goérildu. Bu etki, klopidogrelin klinik kullaniminda g6z ©6nunde
bulundurulmaldir.

Anahtar Kelimeler: Brons, klopidogrel, izometrik kasilma, dliz kas, izole organ banyosu

Investigation of the Effects of Clopidogrel on Bronchial Smooth Muscle
Contraction in Female Rats

Aim: Clopidogrel is an antiplatelet agent that inhibits platelet aggregation. It is frequently used in
cases of impaired vascular blood flow such as coronary artery disease and as maintenance after
treatment. The fact that it is used so frequently suggests that its effects on other systems besides
its effects on the cardiovascular system are worthy of investigation. In addition, clopidogrel has
been shown to have inhibitory activity on bladder smooth muscle in a previous study conducted by
us. Therefore we aimed to investigate the possible effects of clopidogrel on bronchus.

Methods: Adult female Sprague-Dawley rats (n=9) were used.The rats were decapitated in
diestrus and their main bronchi were isolated. 3 mm ring-shaped strips were obtained from the
bronchi. Bronchi were suspended in isolated organ baths. After the completion of the regulation
process, 0.1 yM and 10 pM doses of clopidogrel were administered non-cumulatively and the same
procedure was repeated on 10 uM acetylcholine (Ach)-induced bronchi. The effects of clopidogrel
were evaluated in terms of maximal contraction amplitude (Emax) and isometric contractility indices.
The data obtained were normalized as percentages and analyzed using paired t-test.

Results: 0.1 yM and 10 uM clopidogrel administration did not cause a statistically significant
difference in Ema value. In Ach-induced bronchial smooth muscle, 0.1 puM clopidogrel
administration did not cause a statistically significant change, while 10 uM dose caused a
statistically significant decrease in Enax values (P<0.05).

Conclusions: Clopidogrel administration had an inhibitory effect on Ach-induced contraction of
bronchus. This effect should be considered in the clinical use of clopidogrel.

Key Words: Bronchus, clopidogrel, isometric contraction, smooth muscle, isolated organ bath

Giris

Kaslar, kimyasal enerjiyi kasilma ve gevseme yoluyla mekanik ise donustiren
Ozellesmis dokulardir. Kas dokusu, kendini olusturan kas iplikgiklerinin morfolojik ve
fizyolojik 6zelliklerine gore gesitlilik gosterir (1). Bu dokulardan biri olan duz kas dokusu,
mekik seklinde, tek gekirdek tasiyan ve gizgilenme gdstermeyen hiicrelerden olusur (2).
Diiz kas dokusu organizmada daginik veya gruplar halinde bulunabilir ve de genellikle i¢
organlarin duvarlarini tabakalar seklinde gevreler (1, 2). Uterus, mesane, mide, trakea
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ve brons duz kas iceren yapilardan bazilardir. Bronsun
temel fonksiyonu, kasilip gevseme yoluyla bronsiyal ¢api
dizenleyerek hayati 6nemi olan akciger havalanmasinin
organize edilmesidir (3). Bu nedenle bronsiyal diz kas
kontraktil aktivitesini degistirme ihtimali olan her ajanin
bu olasi etkisinin bilinmesi 6nem arz etmektedir.

Klopidogrel, tienopiridin derivesi olup trombosit
adenozin difosfat (ADP) reseptor antagonisti olarak
antitrombositer tedavi amaciyla kullanilan bir ajandir (4).
Glikoprotein lIb/llla (GPIlIb/llla) kompleksinin  ADP
araciligi ile gergeklesen aktivasyonunu engelleyerek etki
g6sterir. Klinikte, koroner stent uygulamalarinin takibi,
akut koroner sendrom ve miyokart infarktisl gibi
antiagregan etkinin olugsmasinin istendigi durumlarda
kullanihr ~ (5). Kullanilan hasta grubu agisindan,
antiagregan etkisinin yani sira damar kontraktil aktivitesi
Uzerindeki etkinligi de 6nem arz etmektedir. Bu konu
kapsaminda, literatirde vyapilan bir calismada (6)
klopidogrelin sigan aort diiz kasi tzerinde inhibitor etkiye
sahip oldugu tespit edilmistir. Bu c¢alismada gorilen
etkinin Uzerine vyapilan diger bir calismada ise
klopidogrelin mesane diz kasi Uzerindeki etkinligi
incelenmis ve bu diz kas Uzerinde de inhibitér etkinligi
tespit edilmistir (7).

Bu bilgiler i1s1ginda, kontraktil aktivite degisiminin
hayati 6énem tasidi§i brons kontraksiyonu Uzerindeki
etkinliginin de tespiti 6énemlidir. Bu ¢alismanin amaci da
klopidogrelin brong diiz kasinin kontraksiyonu izerindeki
olasi etkisini arastirmaktir.

Gereg ve Yontem

Calisma igin Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’'ndan etik kurul izni alinmigtir (Protokol
no:2023/22-07).

Bu c¢alismada Firat Universitesi Deneysel
Arastirma Merkezinden temin edilen, vicut agirliklar
200-220 g arasinda olan Sprague-Dawley (8-10 haftalik)
cinsi disi intak sicanlar kullanildi (n=9). Siganlar, 12
saatlik aydinlik-karanlk déngustne sahip, diizenli olarak
havalandirilan 2112 °C sicaklijindaki odada, plastik
kafeslerde tutuldu. Cesme suyu ve pelet formundaki rat
yemleri ad-libitum olarak verildi.

Siganlar deneysel islemin yapilacadi sabah saat
9:00'da pastor pipetleri ile yapilan vajinal smear sonucu
menstrual siklusun hangi evresinde oldugu tespit edildi.
Surecin  hormonal  degisimlerden  etkilenmemesi
amaciyla smear sonucu didstrus fazinda oldugu tespit
edilen hayvanlardan brons dokulari alindi. Hayvanlarin
dekapitasyon igslemi sabah saat 11.00'de vyapildi.
Sicanlar deney giinunde anestezik maddelerin diz kas
kontraktil aktivitesini etkileyebilmesi nedeniyle anestezi
uygulanmaksizin dekapite edilerek sag ve sol ana bronsg
dokulari limen yapilan korunacak sekilde hizlica eksize
edildi. Elde edilen brong dokulari Krebs sollisyonu iceren
petri kaplarina alindi.

Deney stresince diizenegin sicakhgi 37°C olacak
sekilde takip edildi. Banyolarin icerisindeki krebs
solusyonlart %95 Oz, %5 CO; olacak sekilde oksijenize
edildi. Sag ve sol ana bronglarin her birinden birer tane
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olmak Uzere 3’er mm genisliginde sirkller kesitler alindi.
Hazirlanan stripler, Krebs sollisyonu (118 mM NaCl, 4.7
mM KCI, 1.2 mM MgSOQ,, 15.8 mM NaHCOs, 1.18 mM
KH2PO4, 11.5 mM glukoz ve 2.4 mM CaCl,, 0.016 mM
EDTA) iceren organ banyolarina limenden karsilikli 2
cengel gececek sekilde asildive 1.5gram gerim
uygulandi. Dokularin duzenede adaptasyonu igin 15
dakikada bir krebs solisyonu yenilenerek 60 dakika
boyunca takip edildi (6, 7).

Oncelikle klopidogrelin spontan brong dokusundaki
aktivitesini gormek amaciyla 0.1 pyM ve 10 uM
klopidogrel nonkimdlatif olarak verildi. Dozlarin arasinda
krebs soliisyonu yenilenerek 90 dakika boyunca 15
dakikada bir yilkama yapilarak etken maddenin ortamdan
ve dokudan uzaklagsmasi  saglandi.  Ardindan
klopidogrelin asetilkolin (Ach) ile kasilmasi indiklenmis
brong dokusundaki etkisini degerlendirmek amaciyla 10
MM Ach uygulamasi yapilarak 10 dakikalik takibin
ardindan Ach ile indiklenmis banyoya 0.1 M
klopidogrel eklendi ve bu islem 10 uM klopidogrel icin de
tekrar edildi. Yine klopidogrel uygulamasinin ardindan
etken maddelerin ortamdan uzaklastiriimasi igin 90
dakika boyunca 15 dakikada bir yikama yapildi (Sekil 1)

@).

istatistiksel Analiz: Klopidogrelin etkileri Emax ve
izometrik kontraktilite indeksleri agisindan
degerlendirildi. Elde edilen veriler yuzde olarak
standardize edildi. Elde edilen verilerin normal dagildigi
Shapiro-Wilk testi ile dogrulandi. SPSS 22.0
programinda eslestirilmis t-testi kullanilarak analiz edildi.
P degerinin 0.05’ten kiglk oldugu durumlar istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

0.1 uM ve 10 uM klopidogrel uygulamasinin Ach ile
indiklenmemis bronsta Emax degerinde istatistiksel
olarak anlamli bir farka neden olmadigi géruldi. Ach ile
indiiklenmis brons diiz kasinda ise 0.1 uM klopidogrel
uygulamasi istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige
neden olmazken 10 pM’lik doz Emnax degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden olmustur
(P<0.05) (Sekil 2, Sekil 3, Tablo 1).

Tablo 1. Klopidogrel uygulamasi 6ncesi ve sonrasi
ortalama + standart hata (SH) degerleri

Degiskenler %Emax Ortalama* SH P degeri
Klopidogrel 0.1 uM Oncesi 100 £ 0 0.113
Klopidogrel 0.1 uM Sonrasi 98.12 +1.05

Klopidogrel 10 uM Oncesi 100 £ 0

Klopidogrel 10 uM Sonrasi 99.81 £ 0.96 0855
Ach + Klopidogrel 0.1 uM Oncesi 100 £ 0 0.435
Ach + Klopidogrel 0.1 uM Sonrasi  98.18 + 2.21

Ach + Klopidogrel 10 yM Oncesi 100 £ 0 0.022
Ach + Klopidogrel 10 yM Sonrasi  92.82 + 2.52
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Pipet

0.1 pM ve 10 pM dozlarinda

Klopidogrel uygulamalari -
' , 37°C SuSirkulasyonu
Krebs Solusyonu ,:
= : ‘ - Bronsiyal Strip
= } o° o
(.® J
Gaz Karigimi
(3695 O; ve %5 COz)
Sekil 1. izole Organ Banyosu
2 dakika
0.1 uM Kiopidogre! —
1 l IE'
. 2 L §
“
2 10 pM Klopidogral
. . .
- | 4 o
0.1 M Klopidogrel
3  1omman M—MW
l i 10 pM Klopidogre!

10 uM Ach

Sekil 2. izole organ banyosunda elde olunan kontraksiyon traseleri. (1 numarali trase: indiiklenmemis brons dokusu + 0.1 pM
klopidogrel; 2 numarali trase: indiklenmemis brons dokusu + 10 yM klopidogrel; 3 numarali trase: Ach ile kasilmasi indiklenmis brong
dokusu + 0.1 uyM klopidogrel; 4 numaral trase: Ach ile kasiimasi indiiklenmis brons dokusu + 10 uM klopidogrel)

166



Cilt: 38, Sayi: 2
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110+
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Sekil 3. Kasilmanin ortalama %En.x + SH degerleri (*P=0.022)

Tartigsma

Bu calismada klinikte antiagregan olarak kullanilan
klopidogrelin Ach ile indiklenmis brong duz kasi
Uizerinde doz bagimli olarak inhibitér etkiye sahip oldugu
gOsterilmistir. Elde edilen bu sonuglar klopidogrelin direkt
bronkodilatatér etkisi olmasa da bronkokonstriiksiyon
Uzerinde inhibitor etkili olabilecegini dusindirmugstar.

Klopidogrel, trombosit aktivasyonuyla iligkili cesitli
arteriyel bozukluklarin tedavisinde hali hazirda kapsaml
klinikk denemelerden gecen, tiyenopiridin turevi,
trombositler  Gzerindeki P2Yi1, reseptorinin  geri
dénlsimsiiz inhibisyonu yoluyla anti-trombotik aktiviteye
sahip, yaygin olarak recete edilen ilagtir (8, 9).

Farmakolojik etkisinin &nerilen mekanizmasinin,
trombosit yapismasi/agregasyonu ve diger aktivasyon
surecleri Uzerinde ADP aracili dogrudan ve dolayh
etkilerin inhibisyonu olduguna inanilirken, gézlemlenen
diger birka¢ farmakolojik etki, bu ilacin ayrica ek etki
boélgelerine sahip olabilecegini distindirmektedir (10).

Yang ve ark. (8) yaptigi bir caismasinda tavsan ve
sican vaskiler diz kasinda serotonin ve endotelin-1
yoluyla olusan kasilmayi klopidogrelin inhibe ettigi tespit
edilmistir. Bu etki anti-ADP ajanlarinin serotonin ve
endotelin-1 tarafindan indiklenen kasilmayi dogrudan
inhibe ettigini gdstermistir.

Kuszynski ve ark. (11) 2021 yilinda yayinlanan bir
calismada klopidogrelin orta serebral arter uzerinde
P2Y, aracili vazokonstriksiyonu 6nemli o6lgude inhibe
ettigini gostermistir. Baska bir galismada ise Schafer ve
ark. (12) deneysel kronik kalp yetmezIligi modeli Gzerinde
klopidogrel ile olusturulan kronik P2Yi, blokajinin
adenilat siklaz aktivasyonunu inhibe ettigini ve bdylece
miktari artan siklik adenozin monofosfat'in endotelyal
nitrik oksit sentetaz aktivasyonunu artirarak nitrik oksit
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Ach ile indiiklenmis
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* 3 once
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100+
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of | | |1
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aracili  endotel fonksiyonlarini  normalize ettigini

gostermislerdir.

Froldi ve ark. (13) 6nceden hepatik biyoaktivasyon
olmaksizin incelenen damara uygulanan klopidogrelin,
sican kuyruk ve kaudal arterinde gevsemeye neden olan
dogrudan hedef disi bir etki gdzlemlemislerdir. Yine
diger bir calismada (7) ise klopidogrelin dider bir diiz kas
olan mesane diz kasinin kasiimasi Gzerinde doz bagiml
olarak inhibitor etkili oldugunu géstermiglerdir.

P2Y reseptorlerinin goreceli ekspresyonu duz kas
yapisina sahip dokular arasinda farkhlik gdsterir ve bu
nedenle purinerjik modiilatérlerin etkileri
degerlendirilirken bu farkhhk g6z onunde
bulundurulmalidir (14-16). Klopidogrel damar sistemini
hem akut hem de kronik olarak etkilemektedir. Akut
tepkiler, vazodilatasyonun induiksiyonu ve
vazokonstriksiyonun inhibisyonu dahil olmak Uzere
vaskuler fonksiyonun modilasyonuyla ilgilidir. Kronik
tepkiler, vaskiler yeniden yapilanmanin dizenlenmesi
ve anjiyogenezin inhibisyonu dahil olmak uzere damar
yapisindaki degisiklikleri icermektedir (9). Elde edilen
sonuglar ve literatir bilgileri 1s1§inda klopidogrelin
bronkokonstriksiyon tzerinde gorulen inhibitor etkisinin
P2Y1, reseptdri antagonizmasi yolu ile ortamdaki nitrik
oksit miktarinin artmasina neden olarak ortaya ¢ikmasi
olasidir.

Bu calismada klopidogrelin bronkokonstriksiyon
Uzerindeki inhibitér etkisini hangi yolak Uzerinden
gerceklestirdiginin - arastinlamamig  olmasi,  1C50
degerinin hesaplanamamis olmasi ve pre-klinik bir
calisma olmasi kisithliklar arasindadir. Ancak elde edilen
veriler daha ileri c¢alismalar ile desteklenerek
klopidogrelin bu etkisinin daha ayrintili olarak ortaya
konulmasi gerekmektedir.
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