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a c t i v a t i o n .  T h i s  d e m o n s t r a t e s  t h a t  c a l c i u m - e n t r y  o c c u r s  

d u r i n g  t h e  s e c o n d a r y  c o m p o n e n t  o f  t h e  a l p h a  r e s p o n s e  a n d  c a n  

b e  i n i t i a t e d  b y  e i t h e r  a l p h a ^ -  o r  a l p h a 2 - a d r e n o c e p t o r  

s u b t y p e s .

6) T h e  s h a p e  o f  t h e  r e s p o n s e  p r o d u c e d  b y  i n f u s i n g  t h e  

a l p h a - a g o n i s t s  v a r i e d  g r e a t l y .  M o s t  a l p h a ^  a g o n i s t s ,  w i t h  

t h e  e x c e p t i o n  o f  SGD 1 0 1 / 7 5 ,  d i d  n o t  a c h i e v e  a  p l a t e a u

( x v i )



d u r i n g  t h e  20 m i n u t e  i n f u s i o n  t i m e .  The  a l p h a 2  a g o n i s t s ,  on 

t h e  o t h e r  h a n d ,  r e a d i l y  a t t a i n e d  a  p l a t e a u  w h i c h  w a s  

m a i n t a i n e d  t h r o u g h o u t  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  i n f u s i o n .  

P h e n y l e p h r i n e  a n d  n o r a d r e n a l i n e  p r o d u c e d  p r e s s o r  r e s p o n s e s  

w h i c h  r e a c h e d  a  m a x i m u m  a n d  t h e n  d e c l i n e d  d u r i n g  t h e  

r e m a i n d e r  o f  t h e  i n f u s i o n .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  a  

d i f f e r e n c e  i n  t h e  mode  o f  a c t i o n  by  w h i c h  t h e  v a r i o u s  a l p h a -  

a g o n i s t s  p r o d u c e  t h e i r  i n f u s i o n  p r e s s o r  r e s p o n s e s .

7)  T h e  l e v e l s  o f  n o r a d r e n a l i n e  i n  t h e  r a t  a r t e r i a l  a n d  

v e n o u s  p l a s m a  w e r e  m e a s u r e d  d u r i n g  t h e  i n f u s i o n  o f  

n o r a d r e n a l i n e ,  b y  a n  HPLC s y s t e m .  A r t e r i a l  n o r a d r e n a l i n e  

l e v e l s  r o s e  t h r o u g h o u t  t h e  i n f u s i o n  w h e r e a s  v e n o u s  l e v e l s  

r e m a i n e d  r e l a t i v e l y  u n a f f e c t e d .

8) T h e  i s o l a t e d  r a t  a o r t i c  r i n g  p r o d u c e d  a  b i p h a s i c ,  

c o n t r a c t i l e  r e s p o n s e  w he n  s t i m u l a t e d  by  n o r a d r e n a l i n e .  The  

i n i t i a l  t r a n s i e n t  c o m p o n e n t  (ITC) w a s  r e l a t i v e l y  r e s i s t a n t  

t o  t h e  r e m o v a l  o f  c a l c i u m  f r o m  t h e  e x t e r n a l  b u f f e r i n g  s a l i n e  

a n d  t o  c a l c i u m - e n t r y  b l o c k a d e  b y  n i f e d i p i n e .  I t  w a s  

t h e r e f o r e  t h o u g h t  t o  b e  t h e  r e s u l t  o f  m o b i l i z a t i o n  o f  

i n t e r n a l  c a l c i u m .  The  s l o w e r  s e c o n d a r y  c o m p o n e n t  (SSC) w a s  

r e d u c e d  b y  t h e  r e m o v a l  o f  c a l c i u m  f r o m  t h e  e x t e r n a l  

b u f f e r i n g  s a l i n e  a n d  b y  c a l c i u m - e n t r y  b l o c k a d e ,  w h e n  c a r r i e d  

o u t  u n d e r  r e d u c e d  c a l c i u m  c o n d i t i o n s .  I t  w a s  c o n s i d e r e d  t o  

b e  t h e  r e s u l t  o f  c a l c i u m - e n t r y  i n t o  t h e  c e l l .  The  i n o r g a n i c  

c a l c i u m - e n t r y  b l o c k e r ,  c a d m i u m ,  a n d  t h e  i n t r a c e l l u l a r  

c a l c i u m  b l o c k e r ,  d a n t r o l e n e  s o d i u m ,  w e r e  b o t h  f o u n d  t o  

r e d u c e  t h e  I TC a n d  t h e  SSC e q u a l l y  w e l l .  T h e s e  r e s u l t s

( x v i i )
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i n d i c a t e  t h a t  c a l c i u m - e n t r y  i s  i n v o l v e d  i n  b o t h  c o m p o n e n t s  

o f  t h e  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e .

9) A b u f f e r i n g  s y s t e m  w a s  u s e d ,  i n c o r p o r a t i n g  a  m i x t u r e  o f  

EDTA a n d  NTA,  t h e  c a l c i u m  c h e l a t e r s ,  t o  c o n t r o l  t h e  l e v e l s  

o f  c a l c i u m  i n  t h e  p h y s i o l o g i c a l  s a l i n e  b a t h i n g  t h e  t i s s u e s .  

T h i s  w a s  d o n e  i n  o r d e r  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  d i f f e r e n t i a l  

e f f e c t  on t h e  ITC a n d  SSC o f  g r a d u a l l y  r e i n t r o d u c i n g  c a l c i u m  

i n t o  a  [ c a l c i u m ]  s o l u t i o n .  The  ITC r e m a i n e d  r e l a t i v e l y  

u n a f f e c t e d  b y  t h e s e  b u f f e r s  b u t  t h e  SSC w a s  g r a d u a l l y  

i n c r e a s e d  a s  t h e  l e v e l s  o f  c a l c i u m  i n c r e a s e d .  T h i s  s h o w s  

t h a t  i t  i s  t h e  SSC w h i c h  i s  m o r e  d e p e n d e n t  o n  e x t e r n a l  

c a l c i u m  f o r  i t s  a c t i v a t i o n ,  t h a n  i s  t h e  ITC.

1 0 )  P r a z o s i n ,  t h e  a l p h a ^  a n t a g o n i s t ,  w a s  a d m i n i s t e r e d  t o  

t h e  a o r t a  b e f o r e  n o r a d r e n a l i n e ,  a n d  w a s  f o u n d  t o  i n h i b i t  t h e  

I TC  i n  p r e f e r e n c e  t o  t h e  SSC.  T h i s  ma y  i n d i c a t e  t h a t  

p r a z o s i n ,  b e i n g  a  h i g h  a f f i n i t y  a n t a g o n i s t ,  d o e s  n o t  a l l o w  

t h e  s h o r t ,  s h a r p  b u r s t  o f  a g o n i s t  a c t i v i t y  r e q u i r e d  t o  

p r o d u c e  t h e  ITC.  As a  r e s u l t  t h e  ITC a p p e a r s  p r e f e r e n t i a l l y  

b l o c k e d .

( x v i i i )



INTRODUCTION



T h e  A l p h a  A d r e n e r g i c  R e c e p t o r

I n  m o s t  t h i n g s  t h e  b e s t  p l a c e  t o  b e g i n  i s ,  n a t u r a l l y  

e n o u g h ,  a t  t h e  b e g i n n i n g ,  h o w e v e r  i n  s c i e n t i f i c  r e s e a r c h ,  i t  

i s  o f t e n  d i f f i c u l t  t o  t e l l  w h e r e  t h i s  i s  e x a c t l y .  I n  t h e  

p h y s i o l o g y  o f  s y m p a t h e t i c  r e c e p t o r s  t h e  " b e g i n n i n g "  a s  s u c h ,  

c a m e  j u s t  a f t e r  t h e  t u r n  o f  t h e  c e n t u r y .  I n  1 9 0 5 ,  L a n g l e y  

d e s c r i b e d  a  " r e c e p t o r  s u b s t a n c e "  w h i c h  h e  t h o u g h t  o f  a s  

b e i n g  l o c a t e d  i n  t h e  m u s c l e  r a t h e r  t h a n  t h e  n e r v e  e n d i n g s .  

He p r o p o s e d  t h a t  i t  e x i s t e d  i n  m o r e  t h a n  o n e  f o r m ,  t h i s  

b e i n g  t h e  b a s i s  f o r  p h y s i o l o g i c a l  i n h i b i t i o n  a n d  e x c i t a t i o n  

( L a n g l e y ,  1 9 0 5 ) .

One  y e a r  l a t e r .  D a l e  p r o d u c e d  h i s  c l a s s i c a l  s t u d y  o n  t h e  

e f f e c t  o f  e r g o t  a l k a l o i d s  o n  a d r e n a l i n e  a n d  s y m p a t h e t i c  

n e r v e  s t i m u l a t i o n  i n  v a s c u l a r  a n d  n o n - v a s c u l a r  s m o o t h  

m u s c l e .  He f o u n d  t h a t  e x c i t a t o r y  o r  m o t o r  r e s p o n s e s  o f  t h e  

v a r i o u s  o r g a n s  w e r e  i n h i b i t e d  by  t h e  e r g o t  a l k a l o i d s  a n d  i n  

s o m e  c a s e s  b e c a m e  i n h i b i t o r y  r e s p o n s e s  a f t e r  t r e a t m e n t  

( a d r e n a l i n e  r e v e r s a l ) .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  i f  t h e  t i s s u e  

g a v e  a n  i n h i b i t o r y  r e s p o n s e  t o  t h e  s t i m u l i ,  t h e  a d d i t i o n  o f  

t h e  e r g o t  a l k a l o i d s  p r o d u c e d  no  e f f e c t .  D a l e  i n t e r p r e t e d  

t h i s  t o  m e a n  t h a t  t h e r e  w e r e  t w o  d i s t i n c t  t y p e s  o f  

" s y m p a t h e t i c  m y o n e u r a l  j u n c t i o n s "  w h i c h  w e r e  a c t i v a t e d  by 

a d r e n a l i n e  a n d  n e r v e  s t i m u l a t i o n  a n d  t h a t  o n l y  t h o s e  b l o c k e d  

by  e r g o t  a l k a l o i d s  w e r e  r e s p o n s i b l e  f o r  m o t o r  r e s p o n s e s .

I n  1 9 0 4 ,  E l l i o t t  w a s  t h e  f i r s t  t o  s u g g e s t  t h a t  a d r e n a l i n e  

w a s  l i b e r a t e d  f r o m  t h e  s y m p a t h e t i c  n e r v e  e n d i n g s  w h e n  t h e y  

w e r e  s t i m u l a t e d  a n d  t h a t  t h e  r e l e a s e d  a d r e n a l i n e  t h e n  a c t s



o n  t h e  r e s p o n s i v e  c e l l s  ( E l l i o t t ,  1 9 0 4 ) .  D a l e  c a r r i e d  o u t  

a n o t h e r  s t u d y  on  t h e  a c t i o n s  o f  a  l a r g e  n u m b e r  o f  c o m p o u n d s  

r e l a t e d  t o  a d r e n a l i n e .  He c o m p a r e d  t h e  p o t e n c y  o f  

a d r e n a l i n e  a n d  p h e n y l e t h y l a m  i n e  d e r i v a t i v e s  i n  p r o d u c i n g  

i n c r e a s e s  i n  b l o o d  p r e s s u r e  a n d  r e s p o n s e s  i n  d i f f e r e n t  

m u s c u l a r  o r g a n s .  He p o i n t e d  o u t  t h a t  n o r a d r e n a l i n e  m o r e  

c l o s e l y  m i m i c k e d  t h e  e f f e c t s  o f  s y m p a t h e t i c  s t i m u l a t i o n ,  

u n f o r t u n a t e l y  t h i s  o b s e r v a t i o n  w a s  o v e r l o o k e d  f o r  many y e a r s  

( B a r g e r  & D a l e ,  1 9 1 0 ) .  T h i s  e a r l y  w o r k  b y  D a l e  h a d  i n  f a c t  

d i s c o v e r e d  t w o  m e t h o d s  o f  d i f f e r e n t i a t i n g  t y p e s  o f  r e c e p t o r s  

i . e .  s e l e c t i v e  b l o c k  b y  a n t a g o n i s t s  a n d  c o m p a r i n g  t h e  

r e l a t i v e  p o t e n c i e s  o f  a g o n i s t s .

The  f i r s t  c o n c l u s i v e  e v i d e n c e  t h a t  c h e m i c a l  t r a n s m i s s i o n  

o c c u r s  w a s  p r o v i d e d  b y  L o e w i  i n  1 9 2 1 .  He s e t  u p  t w o  f r o g  

h e a r t s  i n  s u c h  a  way  t h a t  t h e  R i n g e r  s o l u t i o n  f l o w e d  t h r o u g h  

t h e  f i r s t  h e a r t  o n  t o  t h e  s e c o n d .  Wh e n  h e  s t i m u l a t e d  t h e  

s y m p a t h e t i c  n e r v e  t o  t h e  f i r s t  h e a r t  i t  b e a t  f a s t e r  a n d  

s t r o n g e r  a n d  s u b s e q u e n t l y  t h e  s e c o n d  h e a r t  r e s p o n d e d  i n  t h e  

s a m e  w a y .  T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  n e r v e  e n d i n g s  i n  t h e  

f i r s t  h e a r t  w e r e  r e l e a s i n g  a  s u b s t a n c e  w h i c h  L o e w i  n a m e d  

" A c c e l e r a n s t o f f " ( L o e w i ,  1 9 2 1 ) .  F o l l o w i n g  t h i s  w o r k  n e r v e  

t r a n s m i s s i o n  r e s e a r c h  c o n c e n t r a t e d  o n  d i s c o v e r i n g  t h e  

i d e n t i t y  o f  t h e  c h e m i c a l  i n v o l v e d  i n  t h i s  p r o c e s s .

C a n n o n  a n d  R o s e n b l e u t h  ( 1 9 3 3 )  c a l l e d  t h e  s y m p a t h e t i c  

t r a n s m i t t e r  s u b s t a n c e  " s y m p a t h i n "  a s  i t s  a c t i o n s  w e r e  n o t  

i d e n t i c a l  t o  t h o s e  o f  a d r e n a l i n e .  T h e y  p r o p o s e d  t h a t  o n c e  

r e l e a s e d  f r o m  t h e  n e r v e  e n d i n g s  t h e  s y m p a t h i n  m u s t  c o m b i n e



w i t h  o n e  o r  o t h e r  o f  t w o  h y p o t h e t i c a l  s u b s t a n c e s  w i t h i n  t h e  

i n n e r v a t e d  t i s s u e .  W h i c h e v e r  s u b s t a n c e  t h e  s y m p a t h i n  

c o m b i n e d  w i t h ,  d e t e r m i n e d  t h e  t y p e  o f  r e s p o n s e  p r o d u c e d .  

I n  e f f e c t ,  t w o  s y m p a t h i n s  w e r e  p r o d u c e d  -  s y m p a t h i n  E 

( e x c i t a t o r y )  a n d  s y m p a t h i n  I  ( i n h i b i t o r y ) .  T h e y  f u r t h e r  

e x p a n d e d  t h e i r  t h e o r y  b y  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  c o m b i n e d  

s y m p a t h i n  p r o d u c t  c o u l d  t h e n  c i r c u l a t e  r o u n d  t h e  b o d y  a n d  

a c t i v a t e  o t h e r  t i s s u e s .  T h i s  t h e o r y  w a s  p r o v e d  w r o n g  w h e n  

i n  1 9 4 6  V o n  E u l e r  e s t a b l i s h e d  t h a t  n o r a d r e n a l i n e  i s  t h e  

c h e m i c a l  t r a n s m i t t e r  f o r  a l l  a d r e n e r g i c  n e r v e s  a n d  t h e r e  w as  

no e v i d e n c e  t h a t  i t  w a s  m o d i f i e d  i n  a n y  w a y  b e f o r e  r e a c h i n g  

t h e  t i s s u e .  He k e p t  t h e i r  t e r m i n o l o g y ,  h o w e v e r ,  s t i l l  

b e l i e v i n g  t h a t  i t  w a s  a  d i f f e r e n c e  i n  t h e  t r a n s m i t t e r  w h i c h  

c a u s e d  t h e  d i f f e r e n t  r e s p o n s e  i n  t h e  e f f e c t o r  t i s s u e s .  He 

s u g g e s t e d  t h a t  s y m p a t h i n  E w a s  n o r a d r e n a l i n e  a n d  t h a t  

s y m p a t h i n  I  w a s  a d r e n a l i n e .

I t  w a s  t w o  y e a r s  l a t e r  w h e n  A h l q u i s t  ( 1 9 4 8 )  c a r r i e d  o u t  

h i s  c l a s s i c a l  s t u d y  w h i c h  e n a b l e d  h i m  t o  c h a r a c t e r i s e  t h e  

a d r e n e r g i c  r e c e p t o r .  He d i d  t h i s  b y  s t u d y i n g  t h e  o r d e r  o f  

p o t e n c y  o f  a  s e r i e s  o f  d i f f e r e n t  a d r e n e r g i c  a g o n i s t s  i n  

p r o d u c i n g  a  r e s p o n s e  i n  v a r i o u s  s y m p a t h e t i c a l l y  i n n e r v a t e d  

t i s s u e s .  The  s y m p a t h o m i m e t i c  a m i n e s  u s e d  w e r e  a d r e n a l i n e ,  

n o r a d r e n a l i n e ,  a l p h a - m e t h y l - a d r e n a l i n e  a n d  i s o p r e n a l i n e .  He 

f o u n d  t h a t  t h e r e  w e r e  t w o  d i s t i n c t  o r d e r  o f  p o t e n c i e s .  

N o r a d r e n a l i n e  w a s  much  m o r e  p o t e n t  i n  p r o d u c i n g  e x c i t a t i o n  

o f  t h e  s m o o t h  m u s c l e  i n  t h e  v a r i o u s  t i s s u e s  t e s t e d  ( e x c e p t  

f o r  t h e  g u t ,  w h i c h  i t  i n h i b i t e d )  t h a n  w a s  i s o p r e n a l i n e .  On 

t h e  o t h e r  h a n d ,  i s o p r e n a l i n e  w a s  t h e  m o s t  p o t e n t  d r u g  a t  

i n h i b i t i n g  s m o o t h  m u s c l e  a n d  a t  s t i m u l a t i n g  t h e  h e a r t .  He



c o n c l u d e d  t h a t  t h e r e  w e r e  t w o  d i s t i n c t  t y p e s  o f  

a d r e n o c e p t o r s  p r o d u c i n g  t h e s e  r e s p o n s e s .  T h e  r e c e p t o r  

p r o d u c i n g  t h e  f i r s t  t y p e  o f  r e s p o n s e  h e  n a m e d  " a l p h a "  a n d  

t h e  s e c o n d  t y p e  h e  n a m e d  " b e t a " .

T h i s  t h e o r y  w a s  f u r t h e r  s t r e n g t h e n e d  by  t h e  d i s c o v e r y  o f  

DCI ,  a  d i c h i o r o - a n a l o g u e  o f  i s o p r e n a l i n e  ( P o w e l l  & S l a t e r ,  

1 9 5 8 ) .  T h i s  d r u g  w a s  f o u n d  t o  b e  a  s e l e c t i v e  i n h i b i t o r  o f  

t h o s e  r e p o n s e s  w h i c h  A h l q u i s t  h a d  c l a s s i f i e d  a s  b e t a .  Thus  

t h e  t e r m i n o l o g y  o f  a l p h a  a n d  b e t a  r e c e p t o r s  b e c a m e  a c c e p t e d  

a n d  l i e s  a t  t h e  b a s i s  o f  a d r e n e r g i c  n e u r o t r a n s m i s s i o n  

r e s e a r c h  ( f o r  a  r e v i e w  s e e  F u r c h g o t t ,  1 9 7 2 ) .

T h e  c o n c e p t  o f  a  s i n g l e  a l p h a  a n d  a  s i n g l e  b e t a  

a d r e n o c e p t o r - t y p e  s u r v i v e d  u n t i l  1 967  w h e n  L a n d s  p u b l i s h e d  

w o r k  o n  t h e  r e l a t i v e  p o t e n c i e s  o f  a  s e r i e s  o f  

s y m p a t h o m i m e t i c  a m i n e s  ( b e t a - a g o n i s t s )  o n  b o t h  i s o l a t e d  

t i s s u e s  a n d  w h o l e  a n i m a l s .  He a n d  c o - w o r k e r s  c o n c l u d e d  t h a t  

t h e r e  w e r e  t w o  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  b e t a - r e c e p t o r s ,  w h i c h  t h e y  

t e r m e d  b e t a ^  a n d  b e t a 2  ( L a n d s  e t  a l ,  1 9 6 7 ) .  H o w e v e r  t h e  

s u b - d i v i s i o n  o f  a l p h a  r e c e p t o r s  t o o k  m u c h  l o n g e r  t o  

d i s c o v e r .  I n  f a c t ,  F u r c h g o t t  i n  h i s  r e v i e w  o f  t h e  

c l a s s i f i c a t i o n  o f  a d r e n o c e p t o r s  i n  1 9 7 2  c o n c l u d e d  t h a t  t h e r e  

w a s  n o  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  o t h e r  t h a n  a  s i n g l e  t y p e  o f  a l p h a  

a d r e n o c e p t o r .



T h e  P r e » g y n a p t i o  R@e@ptor

The o r i g i n a l  o b serv a t io n  of p resyn ap t io  reeep to rs  

(although i t  wasn't appreciated as such at the time) was 

iNW&e Brown and Gillespie (1956, 1957; Brown et al, 1958). 

The amount of noradrenaline found in the venous blood from 

the cat spleen or colon a f te r  adrenergic nerve stimulation, 

was greatly  increased by dibenamine or phenoxybensamine. 

They knew that these drugs blocked alpha receptors and so 

concluded that i t  was receptor blockade or some event 

subsequent to i t  that preserved the noradrenaline.

P r o m  that time however, the weight of evidence went

a g a i n s t  the post- junct ional  alpha receptor being involved in 

r e g u l a t i n g  the re lease  of noradrenaline from the nerve 

t e r m i n a l  (for reviews see G i l l e s p i e ,  1980; Langer, 1981). 

The i d e a  t h a t  the concentration of noradrenaline in the 

s y n a p s e  was regulated by neuronal and extra-neuronal uptake 

b e c a m e  so widely accepted that by 1966 both Brown and 

G i l l e s p i e  had abandoned their theory of the involvement of 

a l p h a  receptors.

The  f i r s t  suggestion of a feedback mechanism in which the 

r e l e a s e  o f  t r a n s m it t e r  was i n v e r s e ly  r e la t e d  to  th e  

i n t e n s i t y  o f  the tissue response came from experiments from 

p r o s t a g l a n d i n s .  Hedgvist, (1969a,b) showed t h a t  when 

p r o s t a g l a n d i n s  of the i  s er ie s  were in fused  in to  the ca t  

s p l e e n ,  the nerve-stimulated overflow of noradrenaline was 

r e d u c e d  w ith  no a l t e r a t i o n  to the uptake of in fu s e d  

n o r a d r e n a l i n e .  Prostaglandin Eg could also antagonise the



e f f e c t  o f  p h e n o x y b e n z a i t i i n e  i n  i n c r e a s i n g  n o r a d r e n a l i n e  

o v e r f l o w .  The  p o s t - s y n a p t i c  a c t i o n  o f  a l p h a - a n t a g o n i s t s  w a s  

s t i l l  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  m e t h o d  b y  w h i c h  t h e y  i n c r e a s e d  

o v e r f l o w ,  a n d  t h i s  i n h i b i t o r y  t r a n s - s y n a p t i c  s i g n a l  w a s  

t h o u g h t  t o  b e  d u e  t o  p r o s t a g l a n d i n  r e l e a s e  ( H a g g e n d a l ,  1970?  

F a r n e b o  a n d  B a m b e r g e r ,  1 9 7 1 ) .

A m a j o r  s t e p  i n  d i s c o v e r i n g  t h e  p r e - s y n a p t i c  a l p h a  

r e c e p t o r  c a m e  a b o u t  w h e n  r e s e a r c h e r s  c h a n g e d  f r o m  l o o k i n g  a t  

t i s s u e s  w i t h  m a i n l y  a l p h a  r e c e p t o r s  t o  l o o k i n g  a t  t h e  

h e a r t ,  w i t h  i t s  p r e d o m i n a n t l y  b e t a  r e c e p t o r s  ( S t a r k e ,  1 9 7 1 ) .  

I t  w a s  f o u n d  t h a t  a l p h a  a n t a g o n i s t s  i n c r e a s e d  t r a n s m i t t e r  

o v e r f l o w  w i t h o u t  a l t e r i n g  n o r a d r e n a l i n e  u p t a k e  o r  m e t a b o l i s m  

a n d  w i t h o u t  r e d u c i n g  t h e  r e s p o n s e  ( S t a r k e ,  1 9 7 2 ,  1 9 7 3 ;  F a r a h  

& L a n g e r ,  1 9 7 4 ) .  Mo r e  r e s e a r c h  f o l l o w e d  a l o n g  t h e s e  l i n e s  

t h u s  e n d i n g  t h e  t h e o r y  o f  t r a n s s y n a p t i c  r e g u l a t i o n  a s  t h e  

m o d e  o f  a c t i o n  o f  a l p h a  a n t a g o n i s t s  ( K a u m a n n ,  1 9 7 0 ?  L a n g e r  

e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  The  new t h e o r y  o f  p r e s y n a p t i c  r e g u l a t i o n  w a s  

b a c k e d  u p  b y  t h e  f i n d i n g s  o f  W e r n e r  a n d  o f  S t a r k e  ( W e r n e r  e t  

a l .  1 9 7 2 ?  S t a r k e  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .  A l p h a  a g o n i s t s  s u c h  a s  

c l o n i d i n e ,  p h e n y l e p h r i n e ,  o x y m e t a z o l i n e  a n d  n a p h a z o l i n e  a l l  

p r o d u c e d  a n  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s m i t t e r  r e l e a s e  a f t e r  n e r v e  

s t i m u l a t i o n  o f  r a t  o r  r a b b i t  h e a r t .

A s  a  r e s u l t  o f  t h e s e  f i n d i n g s ,  i t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  

t h e r e  e x i s t e d  a  p r e - s y n a p t i c  a l p h a  r e c e p t o r  s i t u a t e d  on  t h e  

n e r v e  v a r i c o s i t y  m e m b r a n e .  N o r a d r e n a l i n e  r e l e a s e d  f r o m  t h e  

n e r v e  a t t a c h e d  i t s e l f  t o  t h e  r e c e p t o r  t h u s  r e d u c i n g  t h e  

a m o u n t  o f  t r a n s m i t t e r  r e l e a s e d  o n  e a c h  s u b s e q u e n t  n e r v e  

i m p u l s e  ( S t a r k e ,  1 9 7 2?  L a n g e r  1 9 7 1 ) .  I n  h i s  r e v i e w  p a p e r  i n



1 9 7 4 ,  L a n g e r  p r o p o s e d  t h a t  t h e  p r e -  a n d  p o s t - s y n a p t i c  a l p h a  

r e c e p t o r s  w e r e  n o t  i d e n t i c a l .  He s u g g e s t e d ,  " . . .  t h e  

p o s t s y n a p t i c  a l p h a - r e c e p t o r  t h a t  m e d i a t e s  t h e  r e s p o n s e  o f  

t h e  e f f e c t o r  o r g a n  s h o u l d  b e  r e f e r r e d  t o  a s  a l p h a ^ ,  w h i l e  

t h e  p r e s y n a p t i c  a l p h a - r e c e p t o r  t h a t  r e g u l a t e s  t r a n s m i t t e r  

r e l e a s e  s h o u l d  b e  c a l l e d  a l p h a 2 ".



T h e  P o s t - S y n a p t i c  A l p M g  R e c e p t o r

F o l l o w i n g  t h e  d e f i n i t i o n  b y  L a n g e r ,  B e r t h e l s e n  a n d  

P e t t i n g e r  ( 1977)  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  b e t w e e n  

a l p h a ^  a n d  a l p h a 2  t y p e s  o f  a d r e n e r g i c  r e c e p t o r  s h o u l d  b e  

m a d e  on a  f u n c t i o n a l  r a t h e r  t h a n  a n  a n a t o m i c a l  b a s i s .  Th e y  

f o u n d  t h a t  t h e  a l p h a - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r  i n h i b i t i n g  t h e  MSH- 

i n d u c e d  d a r k e n i n g  o f  t h e  f r o g  s k i n  b e h a v e d  a s  t h o u g h  i t  w a s  

o f  t h e  a l p h a 2  t y p e  b u t  w a s  l o c a t e d  p o s t s y n a p t i c a l l y .

Now c a m e  s t u d i e s  o n  t h e  r e l a t i v e  p o t e n c i e s  o f  v a r i o u s  

a l p h a  a g o n i s t s  a n d  a n t a g o n i s t s  a t  t h e  p r e -  a n d  p o s t ­

j u n c t i o n a l  s i t e s .  S t a r k e  e t  a l .  ( 1 9 7 5 a )  w e r e  t h e  f i r s t  t o  

r e p o r t  t h a t  t h e  d r u g  y o h i m b i n e  d i s p l a y e d  a  p r e f e r e n t i a l  

b l o c k a d e  o f  t h e  p r e s y n a p t i c  a l p h a  r e c e p t o r  a s  o p p o s e d  t o  t h e  

p o s t s y n a p t i c  r e c e p t o r ,  i n  t h e  r a b b i t  m a i n  p u l m o n a r y  a r t e r y .  

O t h e r  s t u d i e s  u s i n g  a g o n i s t s  t h i s  t i m e ,  s h o w e d  t h a t  a l p h a  

a g o n i s t s  v a r i e d  w i d e l y  i n  t h e i r  p r e  a n d  p o s t s y n a p t i c  

p o t e n c i e s  ( S t a r k e  e t  a l . ,  1 9 7 5 b , c ) .  I n  t h e  r a b b i t  p u l m o n a r y  

a r t e r y ,  m e t h o x a m i n e  w a s  t h e  m o s t  p o t e n t  a g o n i s t  t e s t e d  a t  

t h e  p o s t s y n a p t i c  r e c e p t o r  w h e r e a s  o x y m e t a z o l i n e  w a s  t h e  m o s t  

p o t e n t  p r e s y n a p t i c a l l y .  T h e y  s u g g e s t e d  t h i s  may b e  d u e  t o  a  

s t r u c t u r a l  d i f f e r e n c e  i n  t h e  t w o  r e c e p t o r  s u b - t y p e s .

J u s t  a s  y o h i m b i n e  h a d  b e e n  f o u n d  t o  b e  a  s e l e c t i v e  

a n t a g o n i s t  a t  t h e  a l p h a 2  r e c e p t o r ,  t h e  d r u g ,  p r a z o s i n ,  w a s  

t h e n  d i s c o v e r e d  t o  b e  s e l e c t i v e  f o r  t h e  a l p h a ^  r e c e p t o r  

( C a m b r i d g e  e t  a l . ,  1 9 7 7  ) .  T h u s  t h e  c l a s s i c a l  

p h a r m a c o l o g i c a l  t o o l s ,  o f  r e l a t i v e  a g o n i s t  a n d  a n t a g o n i s t



p o t e n c i e s ,  w e r e  now a v a i l a b l e  t o  i d e n t i f y  a n d  c l a s s i f y  t h e  

s u b - t y p e s  o f  a l p h a  a d r e n o c e p t o r s  i n  t h e  c a r d i o v a s c u l a r  

s y s t e m  a n d  e l s e w h e r e .

T h e  p o s s i b i l i t y  o f  t w o  p o p u l a t i o n s  o f  v a s c u l a r  p o s t ­

j u n c t i o n a l  a l p h a  a d r e n o c e p t o r s  w a s  d e m o n s t r a t e d  by  M o u l d s  

a n d  J a u e r n i g  i n  1 9 7 7 .  T h e y  d i s c o v e r e d  t h a t  p r a z o s i n  a c t e d  

a s  a  c o m p e t i t i v e  a n t a g o n i s t  a t  a l p h a  r e c e p t o r s  b u t  h a d  

s e l e c t i v e  e f f e c t s  on  d i f f e r e n t  v a s c u l a r  b e d s .  The  r e c e p t o r s  

o n  v i s c e r a l  b e d s ,  s u c h  a s  t h e  u t e r i n e  o r  s p l e n i c ,  w e r e  

s e n s i t i v e  t o  p r a z o s i n  w h e r e a s  t h o s e  on  p e r i p h e r a l  b e d s  s u c h  

a s  t h e  p a l m a r  d i g i t a l  a r t e r y  w e r e  r e s i s t a n t .  R e s u l t s  

s u p p o r t i n g  t h e s e  f i n d i n g s  w e r e  a l s o  m a d e  i n  w h o l e  a n i m a l  

p r e p a r a t i o n s .

B e n t l e y  e t  a l .  ( 1977)  s h o w e d  t h a t  i n  p i t h e d  r a t s ,  p r a z o s i n  

w a s  m o r e  p o t e n t  i n  b l o c k i n g  t h e  r e s p o n s e  t o  p h e n y l e p h r i n e  

t h a n  t o  n o r a d r e n a l i n e .  I n  a n a e s t h e t i s e d  c a t s  a n d  p i t h e d  

r a t s .  D r e w  a n d  W h i t i n g  ( 1 9 7 9 )  f o u n d  t h a t  p r a z o s i n  b l o c k e d  

t h e  b l o o d  p r e s s u r e  r e s p o n s e s  t o  p h e n y l e p h r i n e  b e t t e r  t h a n  

t h o s e  t o  e x o g e n o u s  n o r a d r e n a l i n e  o r  n e r v e  s t i m u l a t i o n .  T h e y  

s u g g e s t e d  t h a t  t w o  s u b - t y p e s  o f  p o s t  j u n c t i o n a l  a l p h a  

r e c e p t o r  e x i s t e d  -  a l p h a ^  a n d  o n e  o t h e r .

D e s p i t e  t h e  e v i d e n c e  o f  an  e a r l i e r  p a p e r  (Drew,  1 9 7 8 ) ,  i n  

w h i c h  p o s t s y n a p t i c  a l p h a g  r e c e p t o r s  h a d  b e e n  f o u n d  i n  t h e  

g u i n e a - p i g  i l e u m .  D r e w  s t i l l  s t a t e d  t h a t  t h e  o t h e r  

p o s t s y n a p t i c  a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s  f o u n d  i n  t h e  v a s c u l a r  

s y s t e m  " . . . a p p e a r  t o  d i f f e r  f r o m  a l p h a 2 - a d r e n o c e p t o r s " .



I t  w a s  D o c h e r t y  a n d  M c G r a t h  ( D o c h e r t y  e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  

D o c h e r t y  & M c G r a t h ,  1 9 8 0 )  w h o  f i n a l l y  s t a t e d  t h a t  t h e  t w o  

p o s t s y n a p t i c  a l p h a  a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s  w e r e  o f  t h e  a l p h a ^  

a n d  a l p h a 2  s u b - t y p e s .  T h e y  u s e d  r e l a t i v e l y  s e l e c t i v e  

a g o n i s t s  a n d  a n t a g o n i s t s  f o r  a l p h a ^  a n d  a l p h a 2  r e c e p t o r s  i n  

t h e  p i t h e d  r a t .  T h e y  f o u n d  t h a t  x y l a z i n e ' s  p r e s s o r  

r e s p o n s e ,  i n  p a r t i c u l a r ,  w a s  r e s i s t a n t  t o  p r a z o s i n  b l o c k a d e  

w h e r e a s  p h e n y l e p h r i n e ' s  w a s  a l m o s t  c o m p l e t e l y  b l o c k e d .  A t  

t h e  s a m e  t i m e ,  T i m m e r m a n s  a n d  c o - w o r k e r s  (197 9) p r e s e n t e d  

a d d i t i o n a l  i n f o r m a t i o n ,  i n  t h e  p i t h e d  r a t ,  t h a t  y o h i m b i n e  

h a d  a  g r e a t e r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  

g u a n f a c i n e  t h a n  p h e n y l e p h r i n e .  T h e y  a l s o  s h o w e d  t h a t  

p r a z o s i n  o n l y  i n h i b i t e d  p h e n y l e p h r i n e  a n d  n o t  t h e  g u a n f a c i n e  

i n d u c e d  r e s p o n s e .  S i n c e  t h e n ,  v a s c u l a r  p o s t j u n c t i o n a l  

a l p h a 2 - a d r e n o c e p t o r s  h a v e  b e e n  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  i n  many  

a n i m a l  i n  v i v o  p r e p a r a t i o n s  ( f o r  r e v i e w s  s e e  M c G r a t h ,  1 9 8 2 ;  

T i m m e r m a n s  & v a n  Z w i e t e n ,  1 9 8 1  & 1 9 8 2 ?  s e e  a l s o  M c G r a t h ,  

1 9 8 1  & 1 9 8 3 ) .

The  c l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  p o s t s y n a p t i c  a l p h a 2  r e c e p t o r  w a s  

m u c h  a i d e d  b y  t h e  d i s c o v e r y  o f  a  m o r e  s p e c i f i c  a n d  p o t e n t  

a n t a g o n i s t  i n  r a u w o l s c i n e  ( W e i t z e l l  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  T h i s  

a l l o y o h i m b i n e  d e r i v a t i v e  d i s p l a y e d  t h e  m o s t  s e l e c t i v e  

c o m p e t i t i v e  b l o c k a d e  o f  t h e  p r e s y n a p t i c  a l p h a 2  r e c e p t o r  when  

c o m p a r e d  t o  o t h e r  s t e r e o i s o m e r s  o f  y o h i m b i n e ,  i n  t h e  

p u l m o n a r y  a r t e r y  o f  t h e  r a b b i t .  Now,  m u c h  r e s e a r c h  w e n t  

i n t o  t h e  d i s c o v e r y  o f  new a n d  m o r e  s p e c i f i c  a l p h a 2  a g o n i s t s  

a n d  a n t a g o n i s t s .  A g o n i s t s  s u c h  a s  BHT 9 3 3  a n d  9 2 0 ,  Ü K 1 4 -  

3 0 4  a n d  M7 w e r e  f o u n d  t o  b e  s p e c i f i c  f o r  a l p h a . 2  r e c e p t o r s  i n
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t h e  p i t h e d  r a t  w h e r e a s  m e t h o x a m i n e ,  c i r a z o l i n e  a n d  

p h e n y l e p h r i n e  w e r e  s p e c i f i c  f o r  t h e  a l p h a ^  r e c e p t o r s  

( T i m m e r m a n s  & v a n  Z w e i t e n ,  1 9 8 0 a , b ;  v a n  M e e l  e t  a l . ,  1 9 8 1 ?  

D r e w ,  1 9 8 0 ) .  P r a z o s i n  a n d  r a u w o l s c i n e  b e i n g  i n  t h e  p r o c e s s  

c o n f i r m e d  a s  t h e  m o s t  s e l e c t i v e  a l p h a ^  a n d  a l p h a 2  

a d r e n o c e p t o r  a n t a g o n i s t s ,  r e s p e c t i v e l y .

A l t h o u g h  t h e  p r e s e n c e  o f  a l p h a 2 “ r e c e p t o r s  h a s  b e e n  w e l l  

d o c u m e n t e d  i n  v i v o ,  i t  h a s  b e e n  much  m o r e  d i f f i c u l t  t o  show 

t h e i r  e x i s t e n c e  i n  v i t r o .  A l t h o u g h  t h e  r e s u l t s  o f  M o u l d s  

a n d  J a u e r n i g  ( 1977)  h a v e  b e e n  t a k e n  a s  t h e  f i r s t  i n d i c a t i o n  

o f  t h e  p r e s e n c e  o f  v a s c u l a r  p o s t s y n a p t i c  a l p h a 2 “ 

a d r e n o c e p t o r ,  f u r t h e r  i n  v i t r o  i n v e s t i g a t i o n s  by S t e v e n s  a n d  

M o u l d s  ( 1 9 8 1  & 1 9 8 2 )  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  a l p h a  r e c e p t o r s  i n  

h u m a n  v e s s e l s  a r e  e i t h e r  d i f f e r e n t  f r o m  o t h e r  a l p h a ^  a n d  

a l p h a 2  a d r e n o c e p t o r s  o r  a r e  a  m i x e d  p o p u l a t i o n  o f  t w o  o r  

m o r e  t y p e s  o f  r e c e p t o r s .  T h e  p r o p o s a l  o f  a  h e t e r o g e n e o u s  

p o p u l a t i o n  o f  a l p h a ^  a n d  a l p h a 2  a d r e n o c e p t o r s  w a s  b a c k e d  up  

i n  a  p a p e r  b y  F l a v a h a n  a n d  M c G r a t h  ( 1 9 8 4 ) .

On e  i n  v i t r o  p r e p a r a t i o n  w h i c h  h a s  b e e n  f o u n d  t o  h a v e  

p o s t j u n c t i o n a l  a l p h a 2 - a d r e n o c e p t o r s  i s  t h e  c a n i n e  s a p h e n o u s  

v e i n  (De  Me y  & V a n h o u t t e ,  1 9 8 1 ?  L a n g e r  & S h e p p e r  s o n ,  

1 9 8 1 a , b ) .  O t h e r  t i s s u e s  t e s t e d  by  De Mey a n d  V a n h o u t t e  w e r e  

t h e  s p l e n i c  a n d  f e m o r a l  a r t e r i e s  b u t  t h e y  w e r e  f o u n d  t o  b e  

m o r e  s e n s i t i v e  t o  m e t h o x a m i n e  t h a n  c l o n i d i n e  i . e .  t h e y  

p o s s e s s e d  f e w e r  a l p h a g  r e c e p t o r s .  T h i s  u n e v e n  d i s t r i b u t i o n  

o f  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  s u b - t y p e s  t h r o u g h o u t  t h e  

c a r d i o v a s c u l a r  s y s t e m  h a s  b e e n  d o c u m e n t e d  i n  o t h e r  p a p e r s  

( V a n h o u t t e ,  1 9 8 2 ?  L a n g e r ,  1 9 8 0 ) .  T h e s e  r e s u l t s  u s i n g
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s e l e c t i v e  a g o n i s t s  h a v e  l e d  t o  t h e  p r o p o s a l  t h a t  t h e  

p r o p o r t i o n  o f  a l p h a ^  a n d  a l p h a ^  a d r e n o c e p t o r s  m a y  v a r y  

b e t w e e n  d i f f e r e n t  v a s c u l a r  b e d s  a n d  b e t w e e n  a r t e r i o l a r  a n d  

v e n o u s  s m o o t h  m u s c l e  -  t h e  a l p h a . 2  r e c e p t o r  b e i n g  m o r e  

p r e v a l e n t  o n  t h e  v e n o u s  s i d e .

T h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  v a r i o u s  a l p h a -  

a d r e n o c e p t o r  a n t a g o n i s t s  a t  i n h i b i t i n g  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e s  

t o  s y m p a t h e t i c  s t i m u l a t i o n  a n d  a d m i n i s t e r e d  n o r a d r e n a l i n e ,  

i n  p i t h e d  r a t s ,  l e d  Y a m a g u c h i  a n d  K o p i n  (1980)  t o  c o n c l u d e  

t h a t  t h e  p r e s s o r  e f f e c t s  o f  t h e  e x o g e n o u s  c a t e c h o l a m i n e  a r e  

m e d i a t e d  p r e d o m i n a n t l y  by  a l p h a 2 ” a d r e n o c e p t o r s ,  w h e r e a s  t h e  

r e s p o n s e  t o  s y m p a t h e t i c  s t i m u l a t i o n  i s  t h e  r e s u l t  o f  

a c t i v a t i o n  o f  a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r s  i n  t h e  r e g i o n  o f  t h e  

v a s c u l a r  n e u r o - e f f e c t o r  j u n c t i o n s .

L a n g e r  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  v a s c u l a r  p o s t s y n a p t i c  a l p h a g ”  

a d r e n o c e p t o r  m i g h t  b e  l o c a t e d  a t  e x t r a s y n a p t i c  s i t e s  w h i c h  

w o u l d  b e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  p r e v i o u s  o b s e r v a t i o n  ( L a n g e r ,  

1 9 8 1 ) .  H o w e v e r ,  i n  t h e  r a b b i t ,  a s  t h e  s t i m u l a t i o n  f r e q u e n c y  

d e c r e a s e d ,  t h e  m a j o r  a c t i v a t i o n  o f  s m o o t h  m u s c l e  c h a n g e d  

f r o m  a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r s  t o  i n c l u d e  a n  a l p h a 2 “ a d r e n o c e p t o r  

c o m p o n e n t  ( M c G r a t h  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  S u p p o r t i n g  t h i s ,  w e r e  t h e  

p r e s s o r  e f f e c t s  o f  e x o g e n o u s  n o r a d r e n a l i n e ,  w h i c h  w e r e  

m a i n l y  a l p h a ^  m e d i a t e d  a t  h i g h  d o s e s  b u t  a l p h a 2  m e d i a t e d  a t  

l o w e r  d o s e s .  I t  a p p e a r e d  t h e r e f o r e ,  t h a t  t h e  a l p h a 2 “ 

a d r e n o c e p t o r  s y s t e m  o n  r e s i s t a n c e  v e s s e l s  h a s  a  l o w e r  

t h r e s h o l d  f o r  n o r a d r e n a l i n e ,  b u t  w h e n  h i g h e r  d o s e s  o f  

n o r a d r e n a l i n e  a r e  u s e d  a n d  b o t h  r e c e p t o r s  a c t i v a t e d ,  a l p h a ^

1 2



e f f e c t s  w i l l  d o m i n a t e .

A n o t h e r  i n t e r e s t i n g  o b s e r v a t i o n  w h i c h  l e d  a w a y  f r o m  t h e  

e x t r a s y n a p t i c  t h e o r y  w a s  m a d e  b y  H a m i l t o n  a n d  R e i d  ( 1 9 8 1 ) .  

I n  c o n s c i o u s  r a b b i t s ,  6 - O H - d o p a m i n e  c a u s e d  c h a n g e s  i n  

p r e s s o r  r e s p o n s i v e n e s s  t o  a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t s  a n d  

t o  b l o c k a d e  o f  a n t a g o n i s t s ,  b u t  d i d  n o t  a l t e r  t h e  r e s p o n s e s  

t o  d r u g s  a c t i n g  o n  a l p h a g  r e c e p t o r s .  T h e y  s u g g e s t e d  t h a t  

t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  m e d i a t e d  v i a  p o s t s y n a p t i c  a l p h a ^  a n d  

a l p h a 2 - a d r e n o c e p t o r s  i s  c o n t r o l l e d  b y  d i f f e r e n t  m e c h a n i s m s ,  

d i f f e r e n t  s i t e s  o f  e x c i t a t i o n - c o n t r a c t i o n  c o u p l i n g  p o s s i b l y  

b e i n g  i n v o l v e d .

A c l u e  t o  t h e  p o s s i b l e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  m e c h a n i s m s  

i n v o l v e d  i n  a l p h a  r e c e p t o r  s u b - t y p e  a c t i v a t i o n ,  i s  t h e  

d i f f e r e n c e  i n  t i m e  c o u r s e  b e t w e e n  t h e  t w o  s y s t e m s .  T h e  

o n s e t  o f  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  a l p h a 2 ~ a d r e n o c e p t o r  

a g o n i s t s  i s  g e n e r a l l y  s l o w e r  t h a n  t h o s e  t o  a l p h a ^ .  T h i s  

m i g h t  b e  d u e  t o  d i f f e r e n c e s  i n  s o l u b i l i t y  o r  l o n g e r  

d i f f u s i o n  t i m e s  t o  a n  e x t r a s y n a p t i c  r e c e p t o r  b u t  D o c h e r t y  

a n d  M c G r a t h  ( 1 9 8 0 b )  s h o w e d  t h a t  " m i x e d "  a g o n i s t s  ( t h o s e  

a c t i v a t i n g  b o t h  a l p h a ^ -  a n d  a l p h a 2 - a d r e n o c e p t o r s )  p r o d u c e  a n  

i n i t i a l  r a p i d  r i s e  w h i c h  i s  a l p h a ^  m e d i a t e d  a n d  a  s l o w e r  

s e c o n d a r y  r e s p o n s e  w h i c h  i s  m a i n l y  a l p h a 2  m e d i a t e d .  A n o t h e r  

c l u e  t o  t h e  a p p a r e n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  m e c h a n i s m  o f  t h e  t w o  

r e c e p t o r  s u b t y p e s ,  i n  p r o d u c i n g  a  p r e s s o r  r e s p o n s e ,  i s  t h e  

d i f f e r e n c e  i n  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  c a l c i u m .
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C a l c i u m a n d  t h e  A l p h a  A d r e n o c e p t o r

I t  w a s  B o h r  ( 1 9 6 3 ) ,  w h o  s h o w e d  t h a t  t h e  c o n t r a c t i o n  o f  

r a b b i t  a o r t i c  s t r i p s  i n  v i t r o  t o  a d r e n a l i n e  c o m p r i s e d  a 

r a p i d  a n d  a  s l o w  c o m p o n e n t .  T h e  r a t e  l i m i t i n g  f a c t o r  f o r  

t h e  s l o w  c o m p o n e n t  a p p e a r e d  t o  b e  a  p r o c e s s  v a r y i n g  d i r e c t l y  

w i t h  t h e  e x t r a - c e l l u l a r  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n .  O v e r  t h e  

n e x t  15  y e a r s  o r  s o ,  e x t e n s i v e  r e s e a r c h  w o r k  o n  v a r i o u s  

s m o o t h  m u s c l e  p r e p a r a t i o n s  r e v e a l e d  t h a t  n o t  o n l y  a r e  

c a l c i u m  i o n s  i n v o l v e d  i n  e x c i t a t i o n - c o n t r a c t i o n  c o u p l i n g  b u t  

a l s o ,  i n  t h e  d i s c h a r g e  o f  p r o p a g a t e d  a c t i o n  p o t e n t i a l s .  

D r u g s  w h i c h  a r e  k n o w n  t o  i n h i b i t  t h e  s l o w  i n w a r d  c u r r e n t  o f  

c a l c i u m  i o n s  ( w h i c h  a c t i v a t e  t h e  c o n t r a c t i l e  m a c h i n e r y ) ,  

s u c h  a s  v e r a p a m i l ,  D - 6 0 0 ,  n i f e d i p i n e  a n d  d i l t i a z e m  

( F l e c k e n s t e i n ,  1 9 7 7 )  h a v e  s i n c e  b e e n  w i d e l y  u s e d  t o  d i s c o v e r  

t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  c a l c i u m  i n  t h e  

r e s p o n s e s  o f  t h e  t w o  a d r e n o c e p t o r  s u b - t y p e s .

De Mey a n d  V a n h o u t t e  ( 1 9 8 1 )  o r i g i n a l l y  f o u n d  t h a t  i n  d o g  

s a p h e n o u s  v e i n s ,  v e r a p a m i l  i n h i b i t e d  t h e  c o n t r a c t i o n s  o f  

m e t h o x a m i n e  ( a l p h a ^ ) m o r e  e f f e c t i v e l y  t h a n  t h o s e  o f  

n o r a d r e n a l i n e  o r  c l o n i d i n e  ( a l p h a g ) .  T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  

" . . . c o n t r a c t i o n s  o f  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  c a u s e d  b y  

a l p h a 2 - a d r e n e r g i c  s t i m u l i  d e p e n d  m o r e  o n  t h e  i n f l u x  o f  

e x t r a c e l l u l a r  C a ^ ‘*‘ t h a n  a l p h a 2 - a d r e n e r g i c  a c t i v a t i o n ,  w h i c h  

t h e n  m u s t  c a u s e  a  r e l a t i v e l y  g r e a t e r  m o b i l i s a t i o n  o f  

c e l l u l a r  s t o r e s  o f  t h e  a c t i v a t o r  i o n " .  H o w e v e r ,  f r o m  t h e n  

o n ,  r e s e a r c h e r s  f o u n d  m o r e  e v i d e n c e  t o  s u p p o r t  t h e  o p p o s i t e  

v i e w .
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V a n  M e e l  e t  a l .  ( 1 9 8 1 b )  s h o w e d  t h a t  i n  p i t h e d  r a t s  t h e  

s t i m u l a t i o n  o f  a l p h a 2  r e c e p t o r s  by  BHT 920 w a s  i n h i b i t e d  by 

t h e  c a l c i u m  e n t r y  b l o c k e r s  v e r a p a m i l ,  n i f e d i p i n e  a n d  D - 6 0 0 ,  

w h e r e a s  a l p h a ^  s t i m u l a t i o n  w a s  v i r t u a l l y  u n a f f e c t e d .  T h i s  

w a s  b a c k e d  up  by  t h e  f i n d i n g  t h a t  d i l t i a z e m  a n d  v e r a p a m i l  

i n h i b i t  M7 a n d  n o r a d r e n a l i n e  m o r e  t h a n  p h e n y l e p h r i n e  ( L a n g e r  

& S h e p p e r s o n ,  1 9 8 1 ) .  O t h e r  e v i d e n c e  s u p p o r t i n g  t h e  C a ^ ^ -  

e n t r y  t h e o r y  f o r  a l p h a 2 - a d r e n o c e p t o r s  c a m e  f r o m  v a n  Z w e i t e n  

e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  C a v e r o  a n d  L e f  e v r e - B o r g ,  1 9 8 1 .  S o ,  t h e  

c o n c l u s i o n  f r o m  a l l  t h i s  e v i d e n c e  w a s  t h a t  v a s c u l a r  s m o o t h  

m u s c l e  c o n t r a c t i o n  i n  v i v o  i n i t i a t e d  b y  p o s t - s y n a p t i c  

a l p h a 2 - a d r e n o c e p t o r  a c t i v a t i o n  i s  i n d u c e d  b y  a n  i n f l u x  o f  

e x t r a c e l l u l a r  c a l c i u m ,  w h e r e a s  a  t r a n s m e m b r a n e  i n f l u x  o f  

c a l c i u m  i o n s  i s  p r o b a b l y  n o t  r e q u i r e d  d i r e c t l y  i n  l i n k i n g  

a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r  a c t i v a t i o n  t o  v a s o c o n s t r i c t i o n .

H o w e v e r  t h i s  t h e o r y  d i d  n o t  a g r e e  w i t h  b i o c h e m i c a l  

e v i d e n c e  a t  t h e  t i m e  ( F a i n  & G a r c i a - S a i n z , 1 9 8 0 ) .  I n  t h i s  

r e v i e w ,  a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r s  w e r e  s a i d  t o  m e d i a t e  t h e i r  

e f f e c t s  v i a  a  t u r n o v e r  o f  p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l  a n d  a  r e l e a s e  

o f  i n t r a c e l l u l a r  Ca^'*'  i o n s  a s  w e l l  a s  a  c a l c i u m  i n w a r d  

c u r r e n t  t h r o u g h  c a l c i u m  g a t e s .  A l p h a 2 ” a d r e n o c e p t o r s  on  t h e  

o t h e r  h a n d ,  m e d i a t e d  t h e i r  e f f e c t s  v i a  a  n o n - s p e c i f i c  

d e c r e a s e  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  t h r o u g h  a  m e c h a n i s m  

i n d e p e n d e n t  o f  c a l c i u m .

A t  t h e  p r e s e n t  t i m e ,  t h e r e  i s  s t i l l  much c o n t r o v e r s y  a b o u t  

t h e  i n v o l v e m e n t  o f  c a l c i u m  i n  t h e  r e s p o n s e  t o  a l p h a -  

a d r e n o c e p t o r  a c t i v a t i o n .  M o s t  o f  t h e  e v i d e n c e  p o i n t s  

t o w a r d s  t h e  v a n  M e e l  t h e o r y ,  o f  c a l c i u m  e n t r y  b e i n g
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p r i m a r i l y  i n v o l v e d  i n  t h e  a l p h a g - a d r e n o c e p t o r  r e s p o n s e  a n d  

h a s  b e e n  s h o w n  i n  b o t h  i n  v i v o  a n d  i n  v i t r o  p r e p s  ( L a n g e r  & 

S h e p p e r  s o n , 1 9 8 2 ;  v a n  M e e l  e t  a l . ,  1 9 8 3 a , b ;  T i m m e r m a n s  e t  

a l . ,  1 9 8 3 ;  S a e e d  e t  a l . ,  1 9 8 3  a n d  C a v e r o  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .

R e c e n t l y  t h e r e  h a s  b e e n  s o m e  e v i d e n c e  t h a t  t h e  c a l c i u m  

i n v o l v e m e n t  i s  m u c h  m o r e  c o m p l i c a t e d  t h a n  p r e v i o u s l y  

s u p p o s e d .  I n  p i t h e d  r a t s  a n d  c a t s ,  T i m m e r m a n s  e t  a l .

( 1 9 8 3 ) ,  e x a m i n e d  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  c a l c i u m  e n t r y  b l o c k e r ,  

n i f e d i p i n e ,  o n  t h e  v a s o p r e s s o r  e f f e c t s  o f  t h e  s e l e c t i v e  

a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t  Sgd  1 0 1 / 7 5 .  T h e y  f o u n d  t h a t  Sgd 

1 0 1 / 7 5  w a s  i n d e e d  e f f e c t i v e l y  a n t a g o n i s e d .  T h e r e f o r e  i n  

v i e w  o f  t h e  c u r r e n t  t h i n k i n g  on  c a l c i u m - e n t r y  b l o c k a d e  a n d  

a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r s ,  t h e y  c o n c l u d e d  t h a t  t h i s  a g o n i s t  w a s  

d i f f e r e n t  f r o m  o t h e r  a l p h a ^ - a g o n i s t s  a n d  t h e i r  r e s u l t s  may 

b e  i n d i c a t i v e  o f  a  f u r t h e r  s u b d i v i s i o n  o f  v a s c u l a r  

p o s t j u n c t i o n a l  a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r s .

T h i s  i d e a  w a s  n o t h i n g  n e w  a s  e v i d e n c e  o f  s u b t y p e s  o f  t h e  

a l p h a j i  r e c e p t o r  h a d  b e e n  p o s t u l a t e d  b e f o r e  ( C o a t e s  & 

W e e t m a n ,  1 9 8 2 ;  R u f f o l o  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  M c G r a t h ,  1 9 8 2 )  i n  

v a r i o u s  i n  v i t r o  p r e p a r a t i o n s  a n d  H i r s t  a n d  N e i l d  ( 1 9 8 0 a , b ;  

1 9 8 1 )  h a d  e v e n  p u t  f o r w a r d  t h e  t h e o r y  t h a t  t h e r e  i s  a  t h i r d  

p o s t j u n c t i o n a l  a l p h a - a d r e n o c e p t o r , t h e  gamma r e c e p t o r .

H o w e v e r ,  t h e  c o m p l i c a t e d  s t o r y  o f  c a l c i u m  i n v o l v e m e n t  i n  

t h e  a l p h a — a d r e n o c e p t o r  r e s p o n s e  c o n t i n u e d  t o  b e  l e s s  c l e a r  

c u t  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  F l a v a h a n  a n d  M c G r a t h  ( 1 9 8 2 ) .  T h e y  

s h o w e d  t h a t  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  a m i d e p h r i n e ,  t h e
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s e l e c t i v e  a l p h a ^ - a g o n i s t , c o n s i s t e d  o f  t w o  c o m p o n e n t s :  a n  

e a r l y  r a p i d  p e a k  w h i c h  w a s  r e s i s t a n t  t o  n i f e d i p i n e  a n d  a  

s e c o n d ,  s l o w e r  c o m p o n e n t  w h i c h  w a s  n i f e d i p i n e - s e n s i t i v e .  

B o t h  c o m p o n e n t s  w e r e  a n t a g o n i s e d  b y  p r a z o s i n  b u t  n o t  by  

r a u w o l s c i n e  a n d  s o  w e r e  s a i d  t o  b e  a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r  

m e d i a t e d  ( s e e  a l s o .  V i z i  & L u d v i g ,  1 9 8 3 ;  M a t h y  e t  a l . ,  

1 9 8 3 ) .  S o ,  t h i s  w a s  e v i d e n c e  o f  a n o t h e r  a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r  

r e s p o n s e  w h i c h  a p p e a r e d  t o  b e  m e d i a t e d  a t  l e a s t  p a r t l y ,  b y  

C a 2 +  i n f l u x .

T h e  p r e v i o u s  t w o  o b s e r v a t i o n s  w e r e  b o t h  c o n d u c t e d  i n  v i v o ,  

h o w e v e r ,  J a n s s e n s  a n d  V e r h a e g e  ( 1984 )  r e c e n t l y  p r o p o s e d  t h a t  

i n  t h e  d o g  s a p h e n o u s  v e i n s ,  a l p h a ^ -  a n d  a l p h a g - a d r e n o c e p t o r s  

c a u s e  b o t h  i n f l u x  o f  C a ^ ^  i o n s  a n d  r e l e a s e  i n t r a c e l l u l a r  

Ca^'*' .  T h e y  a l s o  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  s o u r c e  o f  t h e  i n t r a ­

c e l l u l a r  c a l c i u m  f o r  t h e  t w o  r e c e p t o r  s u b - t y p e s  i s  t h e  s a m e  

a n d  t h a t  t h e  m e c h a n i s m  o f  i n f l u x  i s  l i k e l y  t o  b e  t h e  s a m e  

t o o .  A l a b a s t e r  ( 1 9 8 4 )  a l s o  c o n c l u d e d  t h a t  b o t h  a l p h a ^ -  a n d  

a l p h a 2 - a d r e n o c e p t o r  a c t i v a t i o n ,  b y  p h e n y l  e t h a n o l  am i n e  

d e r i v a t i v e s  i n  p a r t i c u l a r ,  a r e  e q u a l l y  d e p e n d e n t  on  e x t r a ­

c e l l u l a r  c a l c i u m  i n f l u x .  S o ,  t h e  s t o r y  o f  c a l c i u m  

i n v o l v e m e n t  s t i l l  r e m a i n s  v e r y  c o m p l e x .

I n  t h e  f u t u r e ,  l i g a n d - b i n d i n g  t e c h n i q u e s  w i l l  p o s s i b l y  

p u r i f y  a n d  c h a r a c t e r i z e  e x a c t l y  w h a t  r e c e p t o r s  a r e  p r e s e n t  

i n  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e .  A t  t h e  p r e s e n t  t i m e ,  t h e  r e s u l t s  

o f  b i n d i n g  e x p e r i m e n t s  s u p p o r t  t h e  c o n c e p t  o f  a l p h a ^  a n d  

a l p h a 2  s u b t y p e s  (Wood e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  ü ' P r i c h a r d  & S n y d e r ,  

1 9 7 9 ) .  H o w e v e r ,  t h e r e  h a v e  b e e n  o b s e r v a t i o n s  i n  f a v o u r  o f  

t h e  e x i s t e n c e  o f  a t  l e a s t  t w o  c o n f o r m a t i o n a l  s t a t e s  o f  t h e
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a l p h a 2 ” a d r e n o c e p t o r ,  w h i c h  a r e  d i f f e r e n t i a t e d  b y  h i g h  o r  l o w  

a f f i n i t y  f o r  a g o n i s t s  ( ü ' P r i c h a r d  e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  D a i g u j i  e t  

a l . ,  1 9 8 1 ) .  The d a n g e r  i n  t h e s e  s t u d i e s  i s  t o  c l a s s i f y  t o o  

m a n y  u n n e c e s s a r y  r e c e p t o r  s u b t y p e s ,  a s  t h e r e  a r e  s t i l l  

e x a m p l e s  o f  l i g a n d - b i n d i n g  s i t e s ,  w h i c h  a r e  w a i t i n g  t o  b e  

a s c r i b e d  a  f u n c t i o n .

A n o t h e r  n e w  a n d  i n t e r e s t i n g  d e v e l o p m e n t  i n  t h e  

c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  t w o  r e c e p t o r  s u b t y p e s  i s  t h e  

i n v o l v e m e n t  o f  EDRF ( e n d o t h e l i u m - d e r i v e d  r e l a x i n g  f a c t o r )  a s  

a  m o d u l a t o r  o f  c o n t r a c t i l e  a g o n i s t  e f f e c t s  ( C o c k s  & A n g u s ,  

1 9 8 3 ) .  E g l e m e  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  s h o w e d  t h a t  t h e  e n d o t h e l i u m  

d e p r e s s e s  c o n t r a c t i o n s  o f  t h e  r a t  a o r t a  i n d u c e d  b y  a l p h a -  

a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t s .  T h e r e  i s  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  

t h i s  EDRF c a u s e s  a  g r e a t e r  d e p r e s s i o n  o f  a l p h a 2  m e d i a t e d  

r e s p o n s e s  t h a n  a l p h a j  a n d  t h a t  t h e  EDRF c o n t r o l s  b o t h  

c a l c i u m  e n t r y  a n d  c a l c i u m  r e l e a s e  e v o k e d  b y  a l p h a -  

a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t s  i n  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  ( G o d f r a i n d  

e t  a l ,  1 9 8 5 ) .

I f  t h e  b e s t  p l a c e  t o  b e g i n  i s  t h e  b e g i n n i n g ,  t h e n  t h e  b e s t  

p l a c e  t o  e n d  m u s t  b e  t h e  e n d .  U n f o r t u n a t e l y ,  a s  y e t ,  t h e r e  

i s  n o  f i n a l  c o n c l u s i o n  t o  t h e  s t o r y  o f  t h e  a l p h a 2 -  

a d r e n o c e p t o r .  As mu c h  a s  we p r e s u m e  t o  u n d e r s t a n d  a b o u t  i t s  

l o c a t i o n ,  s t r u c t u r e  a n d  m o d e  o f  a c t i o n ,  a s  m u c h  a g a i n  

r e m a i n s  e l u s i v e ,  a t  t h i s  t i m e .  As  w e  l e a r n  m o r e  o f :  t h e  

i m p o r t a n c e  o f  c a l c i u m ;  w h y  t h e r e  i s  a  d i f f e r e n c e  i n  

a c t i v a t i o n  t i m e  c o u r s e  b e t w e e n  t h e  a l p h a ^ -  a n d  a l p h a 2 ” 

a d r e n o c e p t o r  s u b - t y p e s ;  w h y  t h e  a l p h a 2  r e c e p t o r  i s  s o
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d i f f i c u l t  t o  d e m o n s t r a t e  i n  " i n  v i t r o "  p r e p a r a t i o n s  a n d  w h a t  

i s  t h e  e x a c t  i n v o l v e m e n t  o f  EDRF, we may e v e n t u a l l y  r e v e a l  

t h e  f u n c t i o n a l  r e l e v a n c e  o f  t h e  a l p h a 2 " a d r e n o c e p t o r .  Wh a t  

f o l l o w s  i s  o n e  v e r y  s m a l l  s t e p  i n  t h a t  g i a n t  l e a p  f o r  

m a n k i n d .
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T h e  S u b d i v i s i o n  Q f  A l p h a - A d r e n o c e p t o r s  I n  V a s c u l a r  Smo o t h

M u s c l e

P u r p o s e  Of  The  P r e s e n t  I n v e s t i g a t i o n

T h e  p r e s e n t  s t u d y  w a s  d e s i g n e d  t o  i n v e s t i g a t e  v a r i o u s  

f a c t o r s  w h i c h  a p p e a r  t o  a f f e c t  t h e  t w o  a l p h a - a d r e n o c e p t o r s  

s u b - t y p e s  i n  d i f f e r e n t  w a y s .  T h e  f i r s t  s e r i e s  o f  

e x p e r i m e n t s  w a s  a  c o n t i n u a t i o n  a n d  e x p a n s i o n  o f  t h e  w o r k  

d o n e  on  t h e  i n f l u e n c e  o f  b l o o d  g a s e s  o n  t h e  a l p h a ^ -  a n d  

a l p h a 2 ” a d r e n o c e p t o r  m e d i a t e d  p r e s s o r  r e s p o n s e s  i n  t h e  p i t h e d  

r a t ,  b y  F l a v a h a n  a n d  M c G r a t h  ( 1 9 8 2 ) .  I n  s e c t i o n  o n e ,  t h e  

b l o o d  g a s e s  o f  p i t h e d  r a t s  w e r e  a l t e r e d  by  m e a n s  o f  v a r y i n g  

t h e  v e n t i l a t i o n  r a t e ,  s t r o k e  v o l u m e  o r  t h e  a c t u a l  

c o m p o s i t i o n  o f  t h e  i n s p i r e d  g a s e s .  T h e  e f f e c t  o f  t h i s  w a s  

i n v e s t i g a t e d  o n  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e s  t o  p h e n y l e p h r i n e ,  

c h o s e n  a s  a  t y p i c a l  a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t ,  a n d  

x y l a z i n e ,  c h o s e n  a s  a  t y p i c a l  a l p h a 2 - a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t .  

T h i s  w a s  d o n e  i n  a n  a t t e m p t  t o  d i s c o v e r  t h e  o p t i m a l  

c o n d i t i o n s  f o r  e l i c i t i n g  a  s e l e c t i v e  r e s p o n s e  f r o m  t h e  

d i f f e r e n t  a d r e n o c e p t o r  s u b - t y p e s .  I t  w a s  a l s o  h o p e d  t h a t  

t h e  v a r i o u s  b l o o d  g a s  c o n d i t i o n s  w o u l d  r e v e a l  s o m e t h i n g  o f  

t h e  r e l a t i v e  p h y s i o l o g i c a l  i m p o r t a n c e  o f  t h e  t w o  r e c e p t o r  

s u b - t y p e s  u n d e r  n o r m a l  a n d  p a t h o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .

T h e  s e c o n d  s e c t i o n  l o o k e d  a t  a n o t h e r  f a c t o r  i n f l u e n c i n g  

t h e  t w o  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  s u b - t y p e s  i . e .  c a l c i u m .  I n  h i s  

r e v i e w  p a p e r ,  M c G r a t h  ( 1 9 8 3 )  s u g g e s t e d  t h a t  a s  m o s t  

r e s e a r c h e r s  m e a s u r e  t h e  p e a k  p r e s s o r  r e s p o n s e  o f  a g o n i s t s  

t h e y  i n j e c t  i n t o  t h e  p i t h e d  r a t ,  t h e y  ma y  m i s s  a n  a l p h a 2 ” 

a d r e n o c e p t o r - m e d i a t e d  e f f e c t : -  a l p h a 2  a d r e n o c e p t o r s ,  w h e n
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a c t i v a t e d ,  a p p e a r  t o  h a v e  a s l o w e r  o n s e t  o f  a c t i o n .

The  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m i x e d  a g o n i s t s ,  p r o d u c e d  w h e n  

t h e y  a r e  b o l u s  i n j e c t e d ,  s h o w  a n  e a r l y  d o m i n a n c e  o f  t h e  

a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r  e f f e c t .  Any a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r  e f f e c t  

w i l l  o n l y  b e c o m e  e v i d e n t  l a t e r  o n ,  p e r h a p s  w h e n  t h e  d r u g  

r e a c h e s  a  l o w e r  " e q u i l i b r i u m "  c o n c e n t r a t i o n .  I n  o r d e r  t o  

t e s t  t h i s  t h e o r y ,  w i t h  r e s p e c t  t o  c a l c i u m  i n v o l v e m e n t ,  

a l p h a ^ - ,  a l p h a 2 "  a n d  m i x e d - a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t s  w e r e  b o t h  

b o l u s  i n j e c t e d  a n d  i n f u s e d  i n t o  t h e  p i t h e d  r a t  a n d  t h e  t i m e  

c o u r s e  o f  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  m e a s u r e d .  To s e e  i f  t h e

i n v o l v e m e n t  o f  c a l c i u m  v a r i e d  w i t h  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e

r e s p o n s e ,  n i f e d i p i n e ,  t h e  c a l c i u m - e n t r y  b l o c k e r ,  w a s  u s e d  

a g a i n s t  b o t h  m e t h o d s  o f  d r u g  a d m i n i s t r a t i o n .

A s  a  f u r t h e r  g u i d e  t o  t h e  i d e a  t h a t  l o w ,  p r o l o n g e d  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  a l p h a  a g o n i s t s  w i l l  p r e f e r e n t i a l l y  

a c t i v a t e  a l p h a 2 - a d r e n o c e p t o r s ,  t h e  l e v e l s  o f  n o r a d r e n a l i n e  

p r e s e n t  i n  t h e  p l a s m a  o f  t h e  p i t h e d  r a t  d u r i n g  i n f u s i o n  o f  

t h e  d r u g  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  a n  HPLC s y s t e m .

I n  t h e  t h i r d  s e c t i o n ,  a n  i n  v i t r o  s y s t e m ,  t h e  r a t  a o r t i c  

r i n g ,  w a s  u s e d  a s  a  s i m p l e r  m o d e l  t h a n  t h e  w h o l e  a n i m a l

p r e p a r a t i o n ,  t o  c a r r y  o u t  a  m o r e  d e t a i l e d  s t u d y  o n  t h e

i n v o l v e m e n t  o f  c a l c i u m  i n  t h e  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  r e s p o n s e .  

S m o o t h  m u s c l e  c o n t r a c t i o n  t o  n o r a d r e n a l i n e  h a s  t w o  

c o m p o n e n t s  w h i c h  a r e  d e p e n d a n t  t o  d i f f e r e n t  e x t e n t s  o n  

e x t e r n a l  c a l c i u m  l e v e l s  ( v a n  B r e e m e n ,  1 9 7 7 ) .  So f i r s t l y ,  

i n o r g a n i c  a n d  o r g a n i c  c a l c i u m - e n t r y  b l o c k e r s  w e r e  u s e d  t o
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e x a m i n e  w h a t  e f f e c t  t h e y  h a d  a g a i n s t  t h e  c o n t r a c t i l e  

r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e .

F r e e  c a l c i u m  l e v e l s  i n  t h e  p h y s i o l o g i c a l  s a l i n e  b a t h i n g  

t h e  i s o l a t e d  t i s s u e s  c a n  b e  a c c u r a t e l y  c a l c u l a t e d  i n  a  

b u f f e r e d  s y s t e m  i n c o r p o r a t i n g  k n o w n  l e v e l s  o f  

EGTA a n d  NTA ( M i l l e r  & S m i t h ,  1 9 8 4 ) .  The  o b j e c t  o f  t h e  l a s t  

s t u d y  w a s  t o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t s  o f  r e m o v i n g  c a l c i u m  f r o m  

t h e  p h y s i o l o g i c a l  s a l i n e  a n d  r e i n t r o d u c i n g  i t  t o  t h e  a o r t a  

i n  k n o w n  a l i q u o t s .  T h i s  w a s  d o n e  i n  o r d e r  t o  e x a m i n e  w h a t  

h a p p e n e d  t o  t h e  t w o  c o m p o n e n t s  o f  t h e  a d r e n e r g i c  r e s p o n s e  

w h e n  t h e i r  e x t r a c e l l u l a r  s o u r c e  o f  c a l c i u m  w a s  l i m i t e d .
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1) IN VIVO EXPERIMENTS 

The  P i t h e d  R a t

M a l e  W i s t a r  r a t s  ( 2 4 5 - 2 6 5 g )  w e r e  p l a c e d  i n  a  r e s t r a i n i n g  

b o x  a n d  p i t h e d  u n d e r  h a l o t h a n e  a n a e s t h e s i a  (4% h a l o t h a n e  i n  

a  m i x t u r e  o f  1 v o l u m e  o f  o x y g e n  t o  2 v o l u m e s  o f  n i t r o u s  

o x i d e ,  r e d u c i n g  t o  2.5% h a l o t h a n e  t o  m a i n t a i n  a n a e s t h e s i a  ) 

b y  t h e  m e t h o d  o f  G i l l e s p i e ,  M a c L a r e n  & P o l l o c k  ( 1 9 7 0 ) .  

F o l l o w i n g  t r a c h e a l  c a n n u l a t i o n ,  a  s t e e l  t u b e  w a s  i n s e r t e d  

i n t o  t h e  o r b i t  a n d  f o r a m e n  m a g n u m  t o  t h e  s p i n a l  c o l u m n ,  

s t o p p i n g  a t  t h e  s i x t h  c e r v i c a l  v e r t e b r a .  A t h i n  s t e e l  r o d  

w a s  t h e n  p u s h e d  do wn  t h i s  o u t e r  t u b e ,  d o w n  t h e  s p i n a l  c o l u m n  

t o  t h e  l o w e r  l u m b a r  r e g i o n  t h u s  c o m p l e t i n g  t h e  p i t h i n g .

C a r o t i d  a r t e r i a l  p r e s s u r e  w a s  m o n i t o r e d  ( E l c o m a t i c  EM 752)  

v i a  a  h e p a r i n i s e d  c a n n u l a  (200  u n i t s  p e r  ml s a l i n e )  a n d  t h e  

h e a r t  r a t e  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  p r e s s u r e  t r a n s d u c e r  by  an  

i n s t a n t a n e o u s  r a t e  m e t e r  ( L e c t r o r o e d  4 5 2 2 ) .  H e a r t  r a t e  a n d  

b l o o d  p r e s s u r e  w e r e  d i s p l a y e d  on  a  UV O s c i l l o g r a p h  (SE L a b s  

6 1 5 0 ) .  T h e  r i g h t  j u g u l a r  v e i n  w a s  c a n n u l a t e d  f o r  d r u g  

i n j e c t i o n s  a n d  i n f u s i o n s  ( McLenna n  DS 201  d i g i t a l  s y r i n g e ) .  

I n j e c t i o n s  w e r e  a d m i n i s t e r e d  i n  a  f i x e d  v o l u m e  o f  1 m l / k g  

f o l l o w e d  by  a  s i m i l a r  v o l u m e  o f  0.9% s a l i n e  a n d  t h e  a g o n i s t s  

i n f u s e d  i n  a  v o l u m e  o f  1 . 5  m l / k g / h r .  T h e  t e m p e r a t u r e  o f  

t h e  r a t  w a s  m a i n t a i n e d  a t  3 7 ° C  u s i n g  a  t u n g s t e n  l a m p  a n d  t h e  

r e c t a l  t e m p e r a t u r e  w a s  m o n i t o r e d  w i t h  a  t h e r m o m e t e r .
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The  r a t s  w e r e  v e n t i l a t e d  u s i n g  a  H a r v a r d  R o d e n t  R e s p i r a t o r  

a t  a  r a t e  o f  60  s t r o k e s  p e r  m i n u t e  w i t h  o n e  o f  t h e  f o l l o w i n g  

g a s  m i x t u r e s ;

( i )  a i r

( i i )  100% Og

( i i i )  30% O2  w i t h  v a r y i n g  CO2  l e v e l s  ( 0 - 4 %) ,  o r

( i v )  v a r y i n g  O2  l e v e l s  w i t h  0 o r  4% CO2 .

T h e  g a s  m i x t u r e s  w e r e  m a d e  u p  i n  D o u g l a s  b a g s  v i a  

r o t a m e t e r s  a n d  c h e c k e d  u s i n g  a  g a s  a n a l y s e r  ( M o r g a n  

A n a l y t i c a l  8 0 1  A ) .  T h e  s t r o k e  v o l u m e  w a s  v a r i e d  i n  r a t s  

v e n t i l a t e d  w i t h  a i r  o r  100% O2  ( 1 . 8 - 4 . 0  m l / s t r o k e )  t h u s  

a l t e r i n g  a c i d - b a s e  b a l a n c e .  S t r o k e  v o l u m e  w a s  f i x e d  a t  

3 . 5 m l  i n  r a t s  v e n t i l a t e d  b y  m e t h o d s  ( i i i )  a n d  ( i v )  : t h e  

r e m a i n d e r  o f  t h e  g a s  w a s  N2 . R a t s  u s e d  i n  t h e  i n f u s i o n  

e x p e r i m e n t s  w e r e  v e n t i l a t e d  a t  2 . 0 m l / s t r o k e  (60 s t r o k e s / m i n )  

w i t h  100% O2  t o  p r o d u c e  w e l l  o x y g e n a t e d ,  s l i g h t l y  a c i d i c  

b l o o d  g a s e s ,  t h u s  o p t i m i s i n g  a n y  p r o l o n g e d  r e s p o n s e  ( s e e  

r e s u l t s  s e c t i o n  o n e ) .  T h e  r a t s  w e r e  a l l o w e d  t o  s t a b i l i s e  

f o r  2 0 - 3 0  m i n s  b e f o r e  t h e  c o m m e n c e m e n t  o f  t h e  e x p e r i m e n t .

C a r o t i d  a r t e r i a l  b l o o d  s a m p l e s  ( 0 . 6 m l )  w e r e  t a k e n  f o r  

b l o o d  g a s  a n a l y s i s  (XL 2 1 3  a n a l y s e r )  b o t h  b e f o r e  t h e  

e x p e r i m e n t  a n d  a f t e r .  I n  l a t e r  e x p e r i m e n t s ,  a  new a n a l y s e r  

t h e  I L  1 3 0 2  n e e d e d  o n l y  9 0 u l  s a m p l e s .  pH a n d  P a C 0 2  v a l u e s  

w e r e  w i t h i n  t h e  r a n g e s  7 . 7 3 - 7 . 1 0  a n d  1 0 - 6 6  m m Hg ,  

r e s p e c t i v e l y .  Pa 02  v a r i e d  b e t w e e n  50 a n d  470 mmHg. P r e s s o r  

r e s p o n s e s  w e r e  a s s e s s e d  a s  c h a n g e s  i n  d i a s t o l i c  a r t e r i a l  

b l o o d  p r e s s u r e  ( mmHg )  a n d  c h a n g e s  i n  h e a r t  r a t e  a s  

b e a t s / m i n .  M c G r a t h  & M c K e n z i e  (1975)  s h o w e d  t h a t  i n  p i t h e d
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r a t s  t h e  d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  i s  l i t t l e  a f f e c t e d  b y  

c a r d i a c  e f f e c t s  a n d  c a n  t h e r e f o r e ,  p r o v i d e  a  g o o d  e s t i m a t e  

o f  v a s c u l a r  r e a c t i v i t y .

T h e  r e s u l t s  w e r e  a n a l y s e d ,  i n  t h e  i n f u s i o n  e x p e r i m e n t s ,  by  

c o m p a r i n g  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  g r a p h  ( a . u . g .  i n  m m H g . m i n )  

b e t w e e n  c o n t r o l  a n d  n i f e d i p i n e - b l o c k e d  e x p e r i m e n t s .  T h e  

a r e a s  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  g r a p h s  o f  m e a n  d a t a .  T h i s  

w a s  d o n e  u s i n g  a  d i g i t i s i n g  t a b l e t  l i n k e d  t o  a n  A p p l e  l i e  

c o m p u t e r  ( s e e  M o s s ,  1 9 8 1 ) .  F o r  t h e  b o l u s  e x p e r i m e n t s ,  t h e  

a r e a  w a s  m e a s u r e d  f r o m  t = 0  m i n s ,  ( w h e n  t h e  d r u g  w a s  

i n j e c t e d )  t o  t h e  t i m e  t a k e n  f o r  t h e  r e s p o n s e  t o  r e t u r n  t o  

b a s e l i n e .  S o m e  d r u g  r e s p o n s e s  d i d  n o t  r e t u r n  t o  t h e  

b a s e l i n e  s o  t h e i r  r e s p o n s e s  w e r e  m e a s u r e d  u n t i l  t h e y  

r e t u r n e d  t o  a  c o n s t a n t  v a l u e  a b o v e  t h e  b a s e l i n e .  F o r  t h e  

i n f u s i o n  r e s p o n s e s  t h e  a r e a  w a s  m e a s u r e d  f r o m  t = 0  m i n s ,  

( w h e n  t h e  i n f u s i o n  b e g a n )  t o  t h e  e n d  o f  t h e  i n f u s i o n  a t  t = 2 0  

m i n s .

N i f e d i p i n e  w a s  u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  s t u d y  a s  a  c a l c i u m -  

e n t r y  b l o c k e r  b e c a u s e  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  t h e  s l o w  

i n w a r d  c u r r e n t  o f  c a l c i u m  i o n s  ( F l e c k e n s t e i n ,  1 9 7 7 ) .  I t  

s e l e c t i v e l y  b l o c k s  n o r a d r e n a l i n e - d e p e n d e n t  c a l c i u m  i n f l u x ,  

l e a v i n g  e f f l u x  u n a l t e r e d  a n d  p r o d u c e s  a  c o n c e n t r a t i o n  

d e p e n d e n t  r e d u c t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e - i n d u c e d  c o n t r a c t i o n  

( G o d f r a i n d ,  1 9 8 1 ) .  I t  h a s  l i t t l e  a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r  

b l o c k i n g  a c t i v i t y  w h i c h  i s  n e g l i g i b l e  a t  t h e  0 . 3 m g / k g  d o s e  

u s e d  i n  t h i s  s t u d y  ( F l a v a h a n ,  1 9 8 3 )  a n d  i t s  a f f i n i t y  f o r  

a l p h a 2  r e c e p t o r s  i s  a l s o  n e g l i g i b l e  ( a b o u t  4 50  t i m e s  l e s s
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t h a n  y o h i m b i n e ) ,  ( v a n  M e e l  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  I f  i n j e c t e d  

i n t r a - a r t e r i a l l y  i t  c a u s e s  o n l y  a  s l i g h t ,  t r a n s i e n t  d e c r e a s e  

i n  t h e  d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  o f  1 0 . 3  + / -  1 mmHg w h i c h  

r e t u r n s  t o  b a s e l i n e  v a l u e s  a f t e r  a p p r o x i m a t e l y  3 . 7  + / ~  0 . 2  

m i n s ,  ( n = 1 4 ) .  O t h e r  c a l c i u m - e n t r y  b l o c k e r s  ma y  h a v e  h a d  

a d d i t i o n a l  e f f e c t s  a p a r t  f r o m  t h e  o n e  d e s i r e d .  F o r  e x a m p l e ,  

v e r a p a m i l  c a n  i n t e r f e r e  d i r e c t l y  w i t h  a l p h a - a d r e n o c e p t o r s  

( v a n  M e e l  e t  a l . , 1 9 8 1 ;  J i m  e t  a l . , 1 9 8 1 )  o r  w i t h  c e l l u l a r  

m o b i l i z a t i o n  o f  c a l c i u m  ( T h o r e n s  & H a e u s l e r ,  1 9 7 9 ) .

2) PLASMA NORADRENALINE ANALYSIS

a ) S a m p l e  P r e p a r a t i o n

2 ml  b l o o d  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  f r o m  t h e  p i t h e d  r a t s  w h i c h  

w e r e  i n f u s e d  w i t h  e i t h e r  0.9% s a l i n e  ( c o n t r o l )  o r  l u g / k g / m i n  

n o r a d r e n a l i n e  ( e a c h  i n f u s e d  f o r  20 m i n s ) .  The  s a m p l e s  w e r e  

t a k e n  f r o m  e i t h e r  t h e  c a r o t i d  a r t e r y  o r  t h e  j u g u l a r  v e i n  a n d  

p l a c e d  i m m e d i a t e l y  i n t o  h e p a r i n i s e d  t u b e s ,  r o t a m i x e d  f o r  a  

c o u p l e  o f  m i n u t e s  a n d  p l a c e d  on  i c e  t o  a w a i t  c e n t r i f u g a t i o n .

The  b l o o d  w a s  t a k e n  e i t h e r ;

1) 30 m i n s  a f t e r  p i t h i n g  i . e .  j u s t  b e f o r e  i n f u s i o n  b e g a n ,

2) 5 m i n s  i n t o  t h e  i n f u s i o n  i . e .  w h e r e  t h e  m a x i m u m  b l o o d  

p r e s s u r e  r e s p o n s e  t o  NA i n f u s i o n  i s  s e e n ,

3)  a t  20 m i n s  w h e n  t h e  i n f u s i o n  w a s  f i n i s h e d .

When e n o u g h  s a m p l e s  h a d  b e e n  c o l l e c t e d  t h e y  w e r e  s p u n  a t  

4 0 0 0 g  i n  a  G a l l e n k a m p  A n g l e  He a d  C e n t r i f u g e  f o r  20 m i n s  a n d  

t h e  p l a s m a  w a s  d e c a n t e d  i n t o  1 m l  EDTA t u b e s  a n d  r o t a m i x e d

b e f o r e  s t o r i n g  o v e r n i g h t  a t  - 1 2 ° C .
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T h e  p l a s m a  w a s  t h a w e d  o u t  a n d  1 m l  p l a c e d  i n t o  1 0 m l  

c o n i c a l  t u b e s  w i t h  2 0 m g  o f  a l u m i n a  a n d  5 m l  o f  T r i s - E D T A  

b u f f e r .  2 5 0 u l  o f  2 n g / m l  ( c o n t r o l  e x p t s . )  o r  2 0 n g / m l  (NA 

e x p t s . )  o f  3 , 4 - d i h y d r o x y b e n z y l a m i n e  h y d r o b r o m i d e  (DHBA) w e r e  

a d d e d  t o  e a c h  t u b e  a s  a n  i n t e r n a l  s t a n d a r d .  The t u b e s  w e r e  

c a p p e d  a n d  r o t a m i x e d  f o r  1 / 2  h r  a f t e r  w h i c h  t h e  e l u a t e  w a s  

a s p i r a t e d  o f f  a n d  t h e  a l u m i n a  w a s h e d  4 t i m e s  w i t h  i c e  c o l d  

d i s t i l l e d  w a t e r .  The  NA w a s  t h e n  e l u t e d  w i t h  2 5 0 u l  o f  O.IM 

p e r c h l o r i c  a c i d  a d d e d  t o  t h e  t u b e s  w h i c h  w e r e  t h e n  r o t a m i x e d  

f o r  a  f u r t h e r  1 / 2  h r  ( a d a p t e d  f r o m  E r i k s s o n  & P e r s s o n ,  

( 1 9 8 2 ) ) .

b)  HPLC T e c h n i q u e s

T h e  t e c h n i q u e  o f  h i g h - p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  

(HPLC) w i t h  e l e c t r o c h e m i c a l  d e t e c t i o n  (ECD) w a s  e m p l o y e d  t o  

a s s a y  t h e  l e v e l s  o f  p l a s m a  NA. T h e  c o m p o n e n t s  o f  t h i s  

s y s t e m  a r e ,

1) a  m i c r o p a r t i c u l a t e ,  h i g h  r e s o l u t i o n  c h r o m a t o g r a p h i c  

c o l u m n  ( A l t e x  U l t r a s p h e r e  I . P .  r e v e r s e  p h a s e ,  4 . 5 m m I D  x 

25cm) ,

2)  a  p u m p  c a p a b l e  o f  t h e  h i g h  p r e s s u r e s  n e c e s s a r y  t o  p a s s  

f l u i d  t h r o u g h  s u c h  a  c o l u m n  ( A l t e x  pump 110  A) ,

3) a n d  a f t e r  a m i n e  s e p a r a t i o n ,  a  d e t e c t o r  a b l e  t o  d e t e c t  a n d  

q u a n t i t a t i v e l y  m e a s u r e  t h e  NA (ESA 5100  A) .

I n  a d d i t i o n  t h i s  s y s t e m  i n c l u d e d ,  a n  a u t o m a t i c  s a m p l e r  

( K o n t r o n  MSI 660)  f o r  a u t o m a t i c  i n j e c t i o n s  o f  l O O u l  o n t o  t h e  

c o l u m n ,  i n - l i n e  f i l t e r s ,  a  s o l v e n t  r e s e r v o i r  a n d  a  p e n  

r e c o r d e r  ( S e r v o s c r i b e  RE 5 4 1 ) .  E l u a n t  f r o m  t h e  s o l v e n t
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r e s e r v o i r  i s  f i l t e r e d  , p r e s s u r i s e d  a n d  p u m p e d  t h r o u g h  t h e  

c o l u m n .  The  m i x t u r e  o f  s o l u t e s  i n j e c t e d  i n t o  t h e  s y s t e m  i s  

s e p a r a t e d  i n t o  c o m p o n e n t s  o n  t r a v e l l i n g  d o w n  t h e  c o l u m n .  

T h e  i n d i v i d u a l  s o l u t e s  a r e  m e a s u r e d  a s  t h e y  p a s s  t h r o u g h  t h e  

d e t e c t o r ,  t h e  r e s u l t a n t  v o l t a g e  s i g n a l  o n c e  a m p l i f i e d  i s  

r e c o r d e d  a s  p e a k s  o n  t h e  c h a r t  r e c o r d e r .  P e a k  h e i g h t s  a r e  

p r o p o r t i o n a l  t o  q u a n t i t y  a s  v e r i f i e d  b y  a s s a y  o f  s t a n d a r d s .

c)  l o n - P a i r  C h r o m a t o g r a p h y

I n  i o n - p a i r  c h r o m a t o g r a p h y  t h e  m o b i l e  p h a s e  i s  ma de  a c i d i c  

t o  e n s u r e  c o m p l e t e  i o n i s a t i o n  o f  t h e  c a t e c h o l a m i n e  (CA) 

m o l e c u l e s .  The  i o n - p a i r i n g  a g e n t  ( s o d i u m  o c t y l s u l p h o n a t e )  

e n t e r s  i n t o  a n  e q u i l i b r i u m  c o m p l e x  w i t h  t h e  i o n i s e d  

c a t e c h o l a m i n e  m o l e c u l e .  T h i s  " i o n - p a i r "  t h e n  b e h a v e  a s  a  

n o n - i o n i c  s p e c i e s  w i t h  s o m e  n o n p o l a r  ( l i p o p h i l i c )  

c h a r a c t e r i s t i c s .  T h e  m o s t  r e c e n t  t h e o r y  i s  t h a t  t h e  i o n -  

p a i r  r e a g e n t  p r i m a r i l y  a t t a c h e s  i t s e l f  t o  t h e  s t a t i o n a r y  

p h a s e  ( t h e  c o l u m n  m i c r o p a r t i c l e s )  b y  h y d r o p h o b i c  a t t r a c t i o n ,  

p a r t i t i o n i n g  i n t o  i t  i n  a  d y n a m i c  e x c h a n g e  p r o c e s s .  T h e  

i n i t i a l  r e v e r s e - p h a s e  mode  o f  t h e  c o l u m n  h a s  b a s i c a l l y  b e e n  

c h a n g e d  t o  a n  i o n - e x c h a n g e  mode .  I o n i s e d  CAs t h e n  p a r t i t i o n  

o n t o  t h e  n e w l y  f o r m e d  s t a t i o n a r y  p h a s e  by  c o n v e n t i o n a l  i o n -  

e x c h a n g e  p r o c e s s e s .  T h e  a c t u a l  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  t h e  

c o l u m n  s e p a r a t e s  CAs i s  p r o b a b l y  a  m i x t u r e  o f  t h i s  t h e o r y  

a n d  a n  e a r l i e r  o n e  w h i c h  p r o p o s e d  t h a t  t h e  i o n - p a i r  i s  

f o r m e d  i n  t h e  m o b i l e  p h a s e  p r i o r  t o  p a r t i t i o n  i n t o  t h e  

s t a t i o n a r y  p h a s e  (CAs o n l y  i n t e r a c t i n g  w i t h  t h e  s t a t i o n a r y  

p h a s e  w h e n  i n  a n  i o n - p a i r  f o r m ) .
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d)  S o l v e n t  P r e t r e a t m e n t

T h e  b u f f e r  u s e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w a s  a  90% P h o s p h a t e  /  

10% M e t h a n o l  m i x t u r e  t a k e n  t o  pH3 w i t h  p h o s p h o r i c  a c i d .  

T h i s  i s  a  b u f f e r  e m p l o y e d  i n  i o n - p a i r i n g  c h r o m a t o g r a p h y ,  t h e  

r e a g e n t  b e i n g  s o d i u m  o c t y l s u l p h o n a t e .  B e f o r e  t h e  m e t h a n o l  

i s  a d d e d ,  t h e  m o b i l e  p h a s e ,  a s  i t  i s  k n o w n ,  i s  f i l t e r e d  a n d  

d e g a s s e d  u s i n g  a  h i g h  v a c u u m  p u m p  a n d  M i l l i p o r e  s o l v e n t  

C l a r i f i c a t i o n  k i t  w i t h  0 . 4  5 um a q u e o u s  f i l t e r s .  T h i s  

p r e v e n t s  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  p u m p  a n d  c o l u m n  b y  

m i c r o p a r t i c u l a t e  d e b r i s  a n d  r e d u c e s  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a i r  

b u b b l e s  f o r m i n g  w h i c h  c a n  d i s r u p t  s o l v e n t  f l o w  t h r o u g h  t h e  

c o l u m n  a n d  c a u s e  s e v e r e  b a s e l i n e  n o i s e .

S o l u t i o n s  U s e d  I n  HPLC A n a l y s i s

i )  T r i s - E D T A  B u f f e r  (pH 8 . 6 )

1 2 g  T r i s  B a s e  

2g EDTA

1 0 0 m l  H P L C - g r a d e  w a t e r  

T a k e n  t o  pH 8 . 6  w i t h  HCl

i i )  P h o s p h a t e  B u f f e r  (pH 3 . 0 )

1 3 . 6g P o t a s s i u m  d i h y d r o g e n  o r t h o p h o s p h a t e  O.IM 

0 . 0 3 7 g  EDTA O.lmM

0 . 0 5 7 g  S o d i u m  o c t y l s u l p h o n a t e  0.26mM

1 0 0 m l  H P L C - g r a d e  M e t h a n o l

D i l u t e d  t o  1 l i t r e  w i t h  H P L C - g r a d e  w a t e r

T a k e n  t o  pH 3 w i t h  c o n c .  o r t h o p h o s p h o r i c  a c i d
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e )  D a t a  A n a l y s i s

T h e  a m o u n t  o f  p l a s m a  n o r a d r e n a l i n e  p r e s e n t  i n  t h e  t w o  

t y p e s  o f  e x p e r i m e n t s  ( s a l i n e  o r  NA i n f u s e d )  w e r e  c a l c u l a t e d  

b y  c o n s t r u c t i n g  a  s t a n d a r d  c u r v e  t o  NA i . e .  k nown  a m o u n t s  o f  

NA w e r e  a d d e d  t o  t h e  c o n i c a l  t u b e s  a n d  p u t  t h r o u g h  t h e  w h o l e  

e x t r a c t i o n  p r o c e s s  a l o n g  w i t h  t h e  i n t e r n a l  s t a n d a r d  DHBA 

( b o t h  d i s s o l v e d  i n  O. l M P e r c h l o r i c  a c i d ) .  T h e s e  s a m p l e s  

w e r e  t h e n  i n j e c t e d  o n t o  t h e  c o l u m n  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  t h e  

p l a s m a .  T h e  h e i g h t  o f  t h e  NA p e a k  w a s  m e a s u r e d  a n d  

e x p r e s s e d  a s  a  r a t i o  o v e r  t h e  DHBA p e a k  ( t h i s  a l l o w s  f o r  any  

f l u c t u a t i o n  i n  % r e c o v e r y  b e t w e e n  e x t r a c t i o n  p r o c e s s e s )  a n d  

t h i s  w a s  g r a p h e d  a g a i n s t  i n i t i a l  NA c o n c e n t r a t i o n .  T h e n ,  

w h e n  t h e  p l a s m a  s a m p l e  p e a k s  w e r e  a l s o  e x p r e s s e d  a s  a  r a t i o  

o v e r  t h e i r  DHBA p e a k s ,  a  v a l u e  c o u l d  b e  r e a d  o f f  t h e  

s t a n d a r d  c u r v e  f o r  t h e  a c t u a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  NA i n  1ml  o f  

p l a s m a .

3) IN VITRO EXPERIMENTS

M a l e  S p r a g u e - D a w l e y  r a t s  ( 3 0 0 - 4 0 0 g )  w e r e  s t u n n e d  a n d  

k i l l e d  by  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n .  The  a o r t a  w a s  r e m o v e d  a n d  

s e c t i o n e d  i n t o  r i n g s  o f  3 - 4 m m .  T h e s e  w e r e  s e t  u p  i n  0 . 5 m l  

f l o w - t h r o u g h  o r g a n  b a t h s  p e r f u s e d  w i t h  T r i s  b u f f e r ,  16 

m l s / m i n ,  ( W a t s o n  M a r l o w  p u m p ,  5 0 2 s ) .  T h e  b u f f e r  i n  t h e  

b a t h s  w a s  m a i n t a i n e d  a t  pH 7 . 4 ,  37*^0 a n d  g a s s e d  w i t h  100% 

02» T h e  h i g h  f l o w  r a t e  w a s  n e c c e s s a r y  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  

T r i s  s o l u t i o n  m e a s u r e d  37° C w h e n  i t  r e a c h e d  t h e  b a t h s .  The  

t e m p e r a t u r e  o f  t h e  p e r f u s i n g  s o l u t i o n  i n  t h e  w a t e r  b a t h  

( G r a n t  I n s t r u m e n t s )  w a s  k e p t  b e l o w  4 0 ° c  t o  m i n i m i s e  t h e  

o x i d a t i o n  o f  t h e  n o r a d r e n a l i n e  w h e n  i t  w a s  a d d e d ,  a n d  a l l
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t h e  c o n n e c t i n g  t u b e s  w e r e  l a g g e d  w i t h  a l u m i n i u m  f o i l .  The  

a o r t i c  r i n g s  w e r e  h o o k e d  o n  t o  f i x e d  p i n s  i n  t h e  b a t h s  a n d  

l o o p e d  o v e r  t h e  t r a n s d u c e r  p i n s  (AME AE875) w h i c h  w e r e  t h e n  

r a c k e d  b a c k  t o  p r o d u c e  a  t e n s i o n  i n  t h e  t i s s u e s  o f  1 - 1 . 5 g .  

T h e s e  w e r e  t h e n  l e f t  t o  e q u i l i b r a t e  f o r  1 / 2 - l h r  ( a d a p t e d  

f r o m  D o w n i n g  e t  a l ,  ( 1 9 8 3 ) ) .

T h e  d r u g s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  b o t t l e s  o f  p e r f u s a t e .  

N o r a d r e n a l i n e  (NA) w a s  u s e d  a s  t h e  a g o n i s t  i n  t h e s e  i n  v i t r o  

e x p e r i m e n t s  p r i m a r i l y  b e c a u s e  i t  i s  t h e  e n d o g e n o u s  

t r a n s m i t t e r .  I t  i s  a  p o t e n t  a c t i v a t o r  o f  t h e  a l p h a ^ -  

a d r e n o c e p t o r s  p r e s e n t  on  t h e  i s o l a t e d ,  t h o r a c i c  r a t  a o r t a  

a n d  i t  i s  w e l l  d o c u m e n t e d  t h a t  i t  p r o d u c e s  b o t h  t h e  f a s t  a n d  

s l o w  c o m p o n e n t s  o f  c o n t r a c t i o n  w h i c h  a r e  t h o u g h t  t o  b e  

d e p e n d e n t  u p o n  i n t r a c e l l u l a r  a n d  e x t r a c e l l u l a r  

c a l c i u m  r e s p e c t i v e l y  ( G o d f r a i n d  & K a b a ,  1 9 7 2 ;  G o d f r a i n d  e t  

a l . ,  1 9 8 2 ;  H e a s l i p  & R a h wa n ,  1 9 8 2 ) .

NA i s  n o t  a  s e l e c t i v e  a l p h a ^  a g o n i s t  a n d  c a n  p r o d u c e  b o t h  

p r e -  a n d  p o s t - s y n a p t i c  a l p h a 2 " a d r e n o c e p t o r  e f f e c t s  a n d  c a n  

s t i m u l a t e  b e t a  r e c e p t o r s .  H o w e v e r ,  f r o m  t h e  e v i d e n c e  

a v a i l a b l e  a t  t h i s  t i m e  i t  i s  a c c e p t e d  t h a t  i n  r a t  a o r t a  

a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r s  a r e  t h e  p r e d o m i n a n t  o r  e x c l u s i v e  s u b -  

t y p e  p r e s e n t  ( R u f f l o ,  1 9 8 4 ) ,  t h e r e f o r e  N A ' s  l a c k  o f  

s p e c i f i c i t y  b e c o m e s  l e s s  i m p o r t a n t .  NA h a s  l e s s  b e t a  

a c t i v i t y  t h a n  t h e  m o r e  " a l p h a j ^ e l s c t i v e  a g o n i s t  

p h e n y l e p h r i n e  ( s e e  d i s c u s s i o n ) .  P h e n y l e p h r i n e  i s  a l s o  

s l i g h t l y  l e s s  p o t e n t  t h a n  NA o n  t h e  r a t  a o r t a  ( D i g g e s  & 

S u m m e r s ,  1 9 8 3 ;  G o d f r a i n d  e t  a l ,  1 9 8 2 )  a l t h o u g h  i t  d o e s
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p r o d u c e  t h e  f a s t  a n d  s l o w  p h a s e s  o f  t h e  r e s p o n s e  s i m i l a r  t o  

NA,  a n d  i t s  f a s t  r e s p o n s e  c a n  a l s o  b e  a n t a g o n i s e d  b y  

p r a z o s i n ,  t h e  s e l e c t i v e  a l p h a ^  a n t a g o n i s t ,  ( W i l s o n  e t  a l . ,  

1 9 8 3 ) .

T h e  d o s e  o f  1 0  ^M NA w a s  c h o s e n  a s  i t  i s  s l i g h t l y  s u b -  

m a x i m a l  ( s e e  f i g  21)  ( D o w n i n g  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  b u t  s t i l l  

p r o d u c e s  a  g o o d  f a s t  a n d  s l o w  c o m p o n e n t  a n d  h a s  b e e n  u s e d  

s u c c e s s f u l l y  i n  o t h e r  s t u d i e s  ( G o d f r a i n d  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .

T h e  NA w a s  g e n e r a l l y  e x p o s e d  t o  t h e  t i s s u e  f o r  4 m i n s  t o  

e l i c i t  a  r e s p o n s e  i . e .  t h e  t u b e s  f e e d i n g  t h e  o r g a n  b a t h s  

w e r e  s w a p p e d  t o  t h e  b o t t l e  c o n t a i n i n g  a  T r i s / N A  m i x t u r e  f o r  

4 m i n s  a n d  t h e n  r e t u r n e d  t o  n o r m a l  T r i s  b u f f e r  f o r  l / 2 h r  

b e f o r e  t h e  n e x t  NA " p u l s e " .  A t  t h e  s t a r t  o f  e v e r y  

e x p e r i m e n t  t h e  t i s s u e s  w e r e  p u l s e d  4 t i m e s  w i t h  NA t o  o b t a i n  

a  r e p r o d u c i b l e  r e s p o n s e .  A l l  n o r m a l  c a l c i u m  e x p e r i m e n t s  

( [Ca^'*'] £j .gg=2mM) w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  30uM EDTA p r e s e n t  i n  

t h e  T r i s  t o  p r e v e n t  t h e  b r e a k d o w n  o f  n o r a d r e n a l i n e .

T h e  c o n t r a c t i o n  o f  t h e  r a t  a o r t a  t o  NA i s  b i - p h a s i c ;  a n  

i n i t i a l ,  t r a n s i e n t  c o n t r a c t i o n  (ITC) a n d  a  s e c o n d a r y ,  s l o w e r  

c o n t r a c t i o n  ( S S C ) ,  f i g  l a .  F o r  t h e  p u r p o s e s  o f  t h i s  s t u d y ,  

t h e  a b r u p t  c h a n g e  i n  s l o p e  o f  t h e  c o n t r a c t i o n  w a s  u s e d  t o  

d i f f e r e n t i a t e  t h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  r e s p o n s e  t o  

n o r a d r e n a l i n e .  F o r  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  t h i s  

i n f l e x i o n  p o i n t  w a s  e a s y  t o  i d e n t i f y  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

n o r a d r e n a l i n e  u s e d  ( I Q - ^ M ) ,  a l t h o u g h  s u b - m a x i m a l ,  e n s u r e d  

t h a t  a  b i p h a s i c  r e s p o n s e  w a s  a l w a y s  p r o d u c e d .  I n  

e x p e r i m e n t s  w h e r e  t h e  d i v i s i o n  b e t w e e n  t h e  ITC a n d  t h e  SSC
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FIG 1 R e p r e s e n t a t i v e  t r a c e s  i l l u s t r a t i n g  t h e  f a s t  

(F) a n d  s l o w  (S) c o m p o n e n t s  o f  t h e  b i p h a s i c  c o n t r a c t i o n  

o f  t h e  r a t  i s o l a t e d  t h o r a c i c  a o r t s  t o  1 0  ^ M

n o r a d r e n a l i n e ;  ( a )  i n  2mM C a ^ ^  s a l i n e  a n d  (b)  i n  Ca^ '* ' -  

f r e e  s a l i n e .
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w a s  n o t  s o  e a s y  t o  d e t e r m i n e  e . g .  t h e  p r a z o s i n - b l o c k e d  

a o r t a s ,  t h e  I TC w a s  m e a s u r e d  a s  t h e  r e s p o n s e  30 s e c s  a f t e r  

t h e  i n i t i a t i o n  o f  t h e  c o n t r a c t i o n .  T h i s  t i m e  c o u r s e  w a s  

c h o s e n  b e c a u s e  t h e  ITC f o r  1 0 " ^ m n o r a d r e n a l i n e  w a s  a l w a y s  

c o m p l e t e d  w i t h i n  t h e  f i r s t  30 s e c s  o f  t h e  c o n t r a c t i o n .  The 

SSC w a s  m e a s u r e d  a s  t h e  maximum r e s p o n s e  e l i c i t e d  d u r i n g  t h e  

e x p o s u r e  t o  t h e  a g o n i s t .  C o n t r a c t i o n s  w e r e  p l o t t e d  a s  % o f  

m a x i m u m ,  s i n c e  t h e  m a x i m u m  c o n t r a c t i o n s  e l i c i t e d  b y  

n o r a d r e n a l i n e  on  t h e  a o r t a  v a r i e d  g r e a t l y  b e t w e e n  a n i m a l s ;

i . e .  R a n g e  i n  i )  2mM Ca2+ s o l u t i o n s  (n = 2 t o  9 ) :

I TC =  0 . 6 8  ± 0 . 0 2 g  t o  1 . 4 4  ± 0 . 2 2 g ;  SSC= 0 . 8 1  ± 0 . 0 9 g  t o  2 . 2 5 g  

i i )  C a l c i u m - f r e e  s o l u t i o n s  (n = 2 t o  9 ) ;

I T C =  0 . 6 9  ± 0 . 0 2 g  t o  1 . 2 8 g ;  SSC= 0 . 6 8  ± 0 . 0 4 g  t o  0 . 8 7  ± 0 . 0 7 g

To s t u d y  t h e  e f f e c t s  o f  a n t a g o n i s t s  o n  t h e  i n i t i a l  f a s t  

c o n t r a c t i o n ,  C a ^ ^  w a s  e x c l u d e d  f r o m  t h e  T r i s  b u f f e r .  T h i s  

[Ca^*^] f  j . g g - s o l u t i o n  i s o l a t e d  ( t o  s ome  e x t e n t )  t h e  ITC,  f i g  

l b .  The  [Ca^'^J f  j - g g - s o l u t i o n  w a s  c r e a t e d  by  e x c l u d i n g  a l l  

c a l c i u m  s a l t s  f r o m  t h e  s a l i n e  a n d  c h e l a t i n g  r e m a i n i n g  

c a l c i u m  c o n t a m i n a t i o n  w i t h  ImM EGTA. T h i s  w a s  l a t e r  f o u n d  

t o  b e  i n s u f f i c i e n t  s o  5mM EGTA w a s  u s e d  i n s t e a d .  T h e  

t i s s u e s  w e r e  p e r f u s e d  w i t h  t h i s  [Ca^*^]f j -gg s a l i n e  f o r  4 m i n s  

b e f o r e  t h e  a g o n i s t  w a s  a d m i n i s t e r e d .  T h e  t i s s u e s  w e r e  

e x p o s e d  t o  t h e  a g o n i s t  f o r  4 m i n u t e s  a n d  w e r e  t h e n  r e t u r n e d  

t o  n o r m a l  T r i s  f o r  l / 2 h r  b e f o r e  t h e  n e x t  f r e e

e x p o s u r e .  When a n  a n t a g o n i s t  e f f e c t  w a s  b e i n g  e x a m i n e d  t h e  

a n t a g o n i s t  w a s  p r e s e n t  a t  a l l  t i m e s ,  i . e .  b e f o r e  d u r i n g  a n d  

a f t e r  p u l s i n g  w i t h  NA.
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A m a j o r  p a r t  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t ,  o n  

b o t h  t h e  f a s t  a n d  s l o w  c o m p o n e n t s  o f  NA' s  c o n t r a c t i o n ,  o f  

r e m o v i n g  a n d  r e i n t r o d u c i n g  C a ^ ^  i n t o  t h e  b u f f e r e d  s a l i n e .  

T h i s  w a s  d o n e  a t  f i r s t  by  a d d i n g  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  C a 2 +  t o  t h e  [ C a ^ + J g ^ e g  s o l u t i o n  ( w i t h  a n d  w i t h o u t  EGTA 

p r e s e n t )  a n d  p u l s i n g  f o r  4 m i n s  p r i o r  t o  NA, a s  d e s c r i b e d  

a b o v e .  T h i s  p r o v e d  u n s u c c e s s f u l  a s  t h e r e  w a s  i n s u f f i c i e n t  

b u f f e r i n g  o f  t h e  C a ^ t  wh en  i t  r e a c h e d  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s .  

The  c o n t r a c t i l e  r e s p o n s e  w a s  n o t  i n c r e a s e d  g r a d u a l l y  a s  t h e  

c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  i n c r e a s e d .

T h e r e f o r e  a  b u f f e r i n g  s y s t e m  w a s  u s e d  i n c o r p o r a t i n g  k nown  

l e v e l s  o f  [ C a 2 + ] ^ Q ^ 2 ^ ,  EGTA a n d  n i t r i l o t r i a c e t i c  a c i d  (NTA) 

( M i l l e r  & S m i t h ,  1 9 8 4 )  i n  t h e  T r i s  s a l i n e .  T h u s  t h e  l e v e l  

o f  i n  t h e  s o l u t i o n  c o u l d  b e  a c c u r a t e l y

c a l c u l a t e d .  O n c e  t h e  s o l u t i o n s  h a d  b e e n  c o r r e c t e d  f o r  pH,  

t h i s  s y s t e m  p r o v e d  h i g h l y  s u c c e s s f u l  a n d  c o u l d  b e  u s e d  i n  

t w o  w a y s  t o  s t u d y  t h e  a o r t i c  r e s p o n s e s ;

i )  t h e s e  b u f f e r s  w e r e  p u l s e d  f o r  4 m i n s  b e f o r e  NA w a s  a d d e d ,  

t h u s  a l l o w i n g  b o t h  f a s t  a n d  s l o w  r e s p o n s e s  t o  o c c u r  a n d  t h e n  

t h e  t i s s u e s  w e r e  r e t u r n e d  t o  n o r m a l  C a ^ t  f o r  l / 2 h r  a s  

d e s c r i b e d  a b o v e  o r ,

i i )  t h e  t i s s u e s  w e r e  e x p o s e d  t o  B u f f e r  6 ,  t h e  l o w e s t  C a ^ t  

b u f f e r ,  f o r  10  m i n s  b e f o r e  NA w a s  a d d e d  a n d  t h e n  t h e  b u f f e r s  

w e r e  s e q u e n t i a l l y  p e r f u s e d  ( c o n t a i n i n g  i n c r e a s i n g  l e v e l s  o f  

Ca2+)  w i t h  NA p r e s e n t  a t  a l l  t i m e s ,  t o  v i e w  t h e  maximum s l o w  

c o n t r a c t i o n  e l i c i t e d .

T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  [Ca^'*' ] i n  t h e  s o l u t i o n s  w a s

c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  M i l l e r  & S m i t h
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( 1 9 8 4 )  w h i c h  t a k e s  t h e  f o r m  o f  a  p r o g r a m m e  w r i t t e n  f o r  t h e  

" T e x a s "  c a l c u l a t o r ,  w r i t t e n  b y  G o d f r e y  S m i t h .  T h e  l o g  

K a p p Ca 2 +  ( t h e  a p p a r e n t  a f f i n i t y  c o n s t a n t  f o r  t h e  b i n d i n g  o f  

c a l c i u m  i o n s  t o  EGTA) i s  f i r s t  c a l c u l a t e d  w i t h  r e s p e c t  t o ;

i )  p u r i t y  ( S i g m a  i s  c .  9 6 . 4 5 % ) ,

i i )  i o n i c  s t r e n g t h ,

i i i )  t e m p e r a t u r e .

T h i s  i s  t h e n  e n t e r e d  i n t o  t h e  p r o g r a m m e  a l o n g  w i t h  t h e  

l e v e l  o f  c a l c i u m  a d d e d  ( a l l o w i n g  f o r  t h e  c a l c i u m  

c o n t a m i n a t i o n ,  t y p i c a l l y  2 0  uM) a n d  t h e  p C a  ( - l o g  

c o n c e n t r a t i o n  o f  c a l c i u m ,  M) i s  t h e n  c a l c u l a t e d ,  ( s e e  a l s o  

S m i t h  & M i l l e r ,  1 9 8 5 ) .

S o l u t i o n s  U s e d  I n  IN VITRO E x p e r i m e n t s

i )  T r i s  B u f f e r  ; pH 7 . 4  3 7 ° C

S o d i u m  c h l o r i d e  1 4 6 . 5mM 

P o t a s s i u m  c h l o r i d e  6.0mM 

M a g n e s i u m  c h l o r i d e  l .OmM 

C a l c i u m  c h l o r i d e  2.0mM

T r i z m a  h y d r o c h l o r i d e  7mM 

T r i z m a  b a s e  3mM 

G l u c o s e  5.5mM 

G a s s e d  w i t h  100% O2

i i )  C a l c i u m  B u f f e r s  (1 l i t r e )

T r i s  b u f f e r  9 8 7 . 8 m l s  

EGTA 0 . 9 5 g  (2.5mM)

NTA 0 . 4 7 5 g  (2.5mM)

IM S o d i u m  h y d r o x i d e  7 . 5 m l s  ( t o  d i s s o l v e  t h e  EG TA/ NTA mi x)
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T h e n  t h e  f o l l o w i n g  a m o u n t s  o f  c a l c i u m  a r e  a d d e d  t o  p r o d u c e  

t h e  l e v e l s  o f  ICa ^ + j  s t a t e d  b e l o w :

B u f f e r  1.  C a l c i u m  c h l o r i d e  4 . 6 9 m l s

B u f f e r  2 .  B . l )  6 6 8 . 8 m l s  + B. 6)  3 3 1 . 2 0 m l s  

B u f f e r  3 .  " 3 3 1 . 2 m l s  " 6 6 8 . 8 0 m l s

B u f f e r  4 .  " 1 4 6 . 6 m l s  " 8 5 3 . 4 0 m l s

B u f f e r  5 .  " 5 3 . 4 m l s  " 9 4 6 . 5 0 m l s

B u f f e r  6 .  C a l c i u m  c h l o r i d e  2 . 3 5 m l s

[Ca  ̂ ] f re e  

IxlQ-^mM 

l x l O - 4 m M

3 x l O ” ^mM

lxl O"^mM

3 x l O ” ^mM

l x l O " ”^mM

4) STATISTICAL ANALYSIS

S t a t i s t i c a l  c o m p a r i s o n s  w e r e  made  u s i n g  S t u d e n t ' s  t - t e s t  

f o r  p a i r e d  o r  u n p a i r e d  d a t a .  L i n e a r  c o r r e l a t i o n s  w e r e  

a s s e s e d  u s i n g  l i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s .  T h e  d i f f e r e n c e  

b e t w e e n  t w o  m e a n s  w e r e  c o n s i d e r e d  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  

i f  p  < 0 . 0 5 .  p Ü 2  v a l u e s  w e r e  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  r e l e v a n t  

d o s e / r e s p o n s e  c u r v e s .  I n  t h e  " i n  v i v o "  e x p e r i m e n t s ,  t h e  

r e s p o n s e  t o  p h e n y l e p h r i n e  i n  a l k a l o t i c  c o n d i t i o n s  ( s e e  f i g

4) t h e  d a t a  s u g g e s t e d  a  q u a d r a t i c  r e l a t i o n s h i p .  T h u s ,  t h e  

c u r v e  o f  b e s t  f i t  w a s  e m p l o y e d ,  c h o o s i n g  t h e  m o d e l :

oy=aQ+ajX+a2X'‘+e
w h e r e ,  y = r e s p o n s e

x = g a s  t e n s i o n

An e s t i m a t e  o f  t h e  c o e f f i c i e n t s  a Q , a i  a n d  a 2  a n d  t h e  

c o n s t a n t  e  w a s  made  u s i n g  t h e  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  r o u t i n e  i n  

MINITAB ( R y a n  e t  a l ,  1 9 7 6 ) .  T h i s  p r o c e d u r e  c h o o s e s  t h e  

c o e f f i c i e n t s  t o  m i n i m i s e  t h e  m e a n  o f  t h e  s q u a r e s  o f  t h e  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  m e a s u r e d  v a l u e s  a n d  t h o s e  p r e d i c t e d
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b y f i c i e n t s  t o  m i n i m i s e  t h e  m e a n  o f  t h e  s q u a r e s  o f  t h e  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  m e a s u r e d  v a l u e s  a n d  t h o s e  p r e d i c t e d  

by  t h e  e q u a t i o n .  F o r  t h i s  c a s e  t h e  p r e d i c t e d  e q u a t i o n  w a s :

y = 2 5 . 9  +  0 . 5 4 5 X  -  0 . 0 0 1 3 x 2  

T h i s  f i t  ( a n d  t h e  l i n e a r  r e l a t i o n s  i n d i c a t e d  i n  t h e  o t h e r  

r e g r e s s i o n  a n a l y s e s )  i s  b e i n g  u s e d  i n  a  p u r e l y  d e s c r i p t i v e  

m a n n e r  a n d  n o t  t o  m a k e  s t a t i s t i c a l  i n f e r e n c e s  a b o u t  t h e  

u n d e r l y i n g  p r o c e s s e s .
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5) DRUGS a n d  COMPOUNDS

( - )  a m i d e p h r i n e  h y d r o c h l o r i d e  (Mead J o h n s t o n e )

a z e p e x o l e / B H T  933 (Thomae)

c a d m i u m c h l o r i d e  (BDH)

c i r a z o l i n e  h y d r o c h l o r i d e  ( S y n t h e l a b o )

d a n t r o l e n e  s o d i u m  ( N o r w i c h - E a t o n  P h a r m a c e u t i c a l s )

3 , 4 - d i h y d r o x y b e n z y l a m i n e  h y d r o b r o m i d e  ( S i gma )

EDTA ( S i g m a )

EGTA ( S i g m a )

NTA ( S i g m a )

m e t h o x a m i n e  h y d r o c h l o r i d e  ( B u r r o u g h s  W e l l c o m e )

M7 /  2 - N - d i m e t h y l a m i n o - 5 , 6 , d i h y d r o x y - 1 , 2 , 3 , 4 -  

t e t r a h y d r o n a p h t h a l e n e  ( s u p p l i e d  by  S y n t e x )  

n i f e d i p i n e  ( B a y e r )

n o r a d r e n a l i n e  b i t a r t r a t e  ( K o c h - L i g h t )  

o x y m e t a z o l i n e  h y d r o c h l o r i d e  (Merck)  

p h e n y l e p h r i n e  h y d r o c h l o r i d e  ( S i gma )  

p r a z o s i n  h y d r o c h l o r i d e  ( P f i z e r )

( + / - )  p r o p r a n o l o l  h y d r o c h l o r i d e  ( S i gma )  

r a u w o l s c i n e  b a s e  ( I n v e r n i  D e l l a  B e f f a )

Siegfried 1 0 1 / 7 5  (Siegfried Zofingen) 
sodium octylsulphonate (Fisons) 
xylazine hydrochloride (Bayer)
D r u g s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  0 . 9% s a l i n e  e x c e p t  f o r  t h e  
f o l l o w i n g  :

n i f e d i p i n e  -  p i t h e d  r a t :  10 mg i n  1 m l  o f  c r e m o p h o r  h e a t e d

t o  a p p r o x .  7 5 ° C  a n d  d i l u t e d  i n  

d i s t i l l e d  w a t e r  t o  g i v e  d e s i r e d  

c o n c e n t r a t i o n .
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r a t  a o r t a  : 10  mg i n  1 m l  o f  a l c o h o l  a n d

d i l u t e d  t o  d e s i r e d  c o n c .  i n  

d i s t i l l e d  w a t e r ,  

p r a z o s i n  -  d i s t i l l e d  w a t e r

r a u w o l s c i n e  -  a  w / w  s o l u t i o n  o f  a s c o r b i c  a c i d  i n  d i s t i l l e d  

w a t e r .
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RESULTS



THE I N F L U E N C E  DF B L ^ ^ D  S A ^ E ^  DN A L P E A ^  AND ALPHA 2  

ADRENOCEPTOR-MEDIATED PRESSOR RESPONSES %N THE PITHED RAT

I n  a  p r e l i m i n a r y  s t u d y  o f  o x y g e n - v e n t i l a t e d  r a t s  ( Mc G r a t h  

e t  a l ,  1 9 8 2 ) ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  a l t e r i n g  t h e  a r t i f i c i a l  

v e n t i l a t i o n  v o l u m e ,  a n d  h e n c e  v a r y i n g  t h e  b l o o d  g a s e s ,  

c h a n g e d  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  a d r e n a l i n e ' s  p r e s s o r  r e s p o n s e  

t o  a l p h a - b l o c k e r s .  I n  r e s p i r a t o r y  a c i d o s i s  t h e  a l p h a 2

a n t a g o n i s t  r a u w o l s c i n e  w a s  m o r e  p o t e n t  t h a n  i n  a l k a l o s i s ,  

w h i l e  t h e  o p p o s i t e  w a s  f o u n d  f o r  t h e  a l p h a ^  a n t a g o n i s t ,  

p r a z o s i n .  T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  r e s p o n s e s  m e d i a t e d  

t h r o u g h  t h e  a l p h a  r e c e p t o r  s u b - t y p e s  m i g h t  b e  o p t i m a l  u n d e r  

d i f f e r e n t  b l o o d - g a s  c o n d i t i o n s .  T h i s  s e c t i o n  f u r t h e r  

i n v e s t i g a t e s  t h i s  p h e n o m e n o n  u s i n g  t h e  a g o n i s t s  

p h e n y l e p h r i n e  ( a l p h a ^ )  a n d  x y l a z i n e  ( a l p h a ^ )  a s  r e s p o n s e s  

t o  t h e s e  m i g h t  b e  e x p e c t e d  t o  b e  a f f e c t e d  d i f f e r e n t i a l l y  by  

a l t e r a t i o n  o f  t h e  v e n t i l a t i o n .

1.1) General Effects of Varying Ventilation

The  e f f e c t s  o f  m a n i p u l a t i n g  t h e  v e n t i l a t i o n  on  t h e  

a r t e r i a l  b l o o d  g a s e s  a n d  r e s t i n g  h e a r t  r a t e  o f  t h e  p i t h e d  

r a t  a r e  s u m m a r i s e d  b e l o w .

1.1.a) Arterial pH and PaC02

As s h o w n  i n  f i g u r e  2 (a  & b ) ,  i n c r e a s i n g  t h e  v e n t i l a t i o n  

s t r o k e  v o l u m e  ( 1 . 8 - 3 . 5 m l  f o r  O2 ? 2 . 5 - 4 . 0 m l  f o r  a i r )

i n c r e a s e d  t h e  a r t e r i a l  pH a n d  d e c r e a s e d  t h e  P aC O ^ .  I n  a i r  

v e n t i l a t e d  r a t s ,  i f  t h e  s t r o k e  v o l u m e  w a s  r e d u c e d  b e l o w  

2 . 5 m l ,  t h e  r a t s  b e c a m e  s o  h y p o x i c  t h a t  t h e  h e a r t  s t o p p e d .
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I n  0 2 - v e n t i l a t e d  r a t s ,  e x t r e m e l y  l o w  pH a n d  h i g h  P a C 0 2  

l e v e l s  c o u l d  b e  a c h i e v e d  by  r e d u c i n g  t h e  s t r o k e  v o l u m e  b e l o w

2 . 5 m l .  T h e  r a t s  r e m a i n e d  v i a b l e  b e c a u s e  t h e y  w e r e  s t i l l

h y p e r o x i c .

1 . 1 . b )  P a 0 2

As  s h o w n  i n  f i g u r e  2 ( c ) ,  i n c r e a s i n g  t h e  s t r o k e  v o l u m e  

( 2 . 5 - 4 . 0 m l )  m o d e s t l y  i n c r e a s e d  t h e  P a Û 2  a i r - v e n t i l a t e d  

r a t s .  A p p r o x i m a t e l y  p h y s i o l o g i c a l  P a 0 2  c o u l d  b e  o b t a i n e d  

o n l y  i f  t h e  r a t s  w e r e  v e n t i l a t e d  a t  a  s t r o k e  v o l u m e  o f  

4 . 0 m l .  H o w e v e r ,  a s  s h o w n  i n  f i g u r e  2 (a  & b ) ,  t h i s  w o u l d

p r o d u c e  a  h i g h  pH a n d  l o w  P a C 0 2  l e v e l s .  I n  c o n t r a s t ,  0 2 ”

v e n t i l a t e d  r a t s  w e r e  a l w a y s  h y p e r o x i c ,  e v e n  a t  v e r y  l o w  

s t r o k e  v o l u m e s .  I n c r e a s i n g  t h e  s t r o k e  v o l u m e  p r o d u c e d  

m a r k e d  i n c r e a s e s  i n  P a 0 2 .  A t  t h e  h i g h e s t  s t r o k e  v o l u m e  

s t u d i e d ,  Pa 0 2  v a l u e s  i n  e x c e s s  o f  SOOmmHg w e r e  o b t a i n e d .

1 . 1 . c )  H e a r t  r a t e

I n  b o t h  a i r  a n d  0 2 - v e n t i l a t e d  r a t s ,  t h e  b a s a l  h e a r t  r a t e  

i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  s t r o k e  v o l u m e .  O v e r  t h e  d i r e c t l y  

c o m p a r a b l e  r a n g e  o f  s t r o k e  v o l u m e s  ( i . e .  2 . 5 - 3 . 5 m l ) .  0 2 -  

v e n t i l a t e d  r a t s  a l w a y s  h a d  h i g h e r  b a s a l  h e a r t  r a t e s  t h a n  

a i r - v e n t i l a t e d  r a t s  ( s e e  f i g u r e  2 d ) .

1 .2)

I n  t h e  p i t h e d  r a t ,  p r e s s o r  r e s p o n s e s  t o  

p h e n y l e p h r i n e  w e r e  b i p h a s i c ,  c o n s i s t i n g  o f  a  r a p i d  i n i t i a l  

i n c r e a s e  w h i c h  r e a c h e d  a  p e a k  1 0 - 1 2  s e c s  a f t e r  i n j e c t i o n .
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F I G .  2 A s u m m a r y  o f  t h e  e f f e c t s  o f  v a r y i n g  t h e  

v e n t i l a t o r y  s t r o k e  v o l u m e  o n  ( a )  a r t e r i a l  p H ,  (b)  

P a C 0 2 , ( c )  P a Û 2  a n d  (d)  h e a r t  r a t e  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  

R a t s  w e r e  v e n t i l a t e d  e i t h e r  w i t h  a i r ,  c l o s e d  s y m b o l s  

( n = 2 1 ) , o r  w i t h  100% O2 , o p e n  s y m b o l s ,  ( n = 1 6 ) .
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f o l l o w e d  by  a  s l o w e r  s e c o n d a r y  r e s p o n s e  w i t h  a  p e a k  a t  2 2 - 3 0  

s e c s  ( f i g  3 ( a ) ) .  B a s e l i n e  w a s  r e - e s t a b l i s h e d  a t  b e t w e e n  1.5 

a n d  9 m i n  a c c o r d i n g  t o  t h e  d o s e  a n d  t h e  b l o o d  g a s  s t a t u s  

( s e e  b e l o w ) .  R e s p o n s e s  w e r e  m e a s u r e d  a t  t h e  e a r l y  p e a k ,  a t  

30  s e c s  a n d  a t  2 m i n .  I n  t h e  d o s e  r a n g e  t e s t e d  ( 0 . 1  -  3 0 . 0  

u g / k g ) ,  a l l  c o m p o n e n t s  o f  t h e  r e s p o n s e  w e r e  b l o c k e d  b y  

p r a z o s i n  (1 m g / k g ) ,  ( F l a v a h a n  & M c G r a t h ,  1 981 )  a n d  a r e  t h u s  

c o n s i d e r e d  t o  b e  m e d i a t e d  b y  a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r s .

1 . 2 . a )  A i r

A t  e v e r y  d o s e  o f  p h e n y l e p h r i n e  s t u d i e d ,  t h e  r e s p o n s e s  

d e c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  P a C 0 2  o v e r  t h e  r a n g e  1 9 - 4 2  mmHg 

( f i g  4 a ,  i - i i i ) ,  ( f u r t h e r  i n c r e a s e s  i n  P a C 0 2  w e r e  n o t  

p o s s i b l e  s i n c e  r e d u c i n g  s t r o k e  v o l u m e  m a d e  t h e  r a t s  s o  

h y p o x i c  t h a t  t h e  h e a r t  s t o p p e d ) .  T h i s  r e l a t i o n s h i p  w a s  

s i m i l a r  w h e t h e r  t h e  e a r l y  p e a k  o r  t h e  30 s e c  r e s p o n s e  w a s  

m e a s u r e d .  A t  d o s e s  f a l l i n g  i n  t h e  s t e e p e s t  p a r t  o f  t h e  

d o s e / r e s p o n s e  c u r v e  ( e . g .  3 u g / k g ) ,  t h e  c o r r e l a t i o n  w a s  

c l e a r e r  f o r  t h e  p e a k  t h a n  f o r  3 0  s e c  (R ; p e a  k = 0 . 7 9 ,  

0 . 0 0 K P < 0 . 0 1 ;  R : 3 0 s e c =  0 . 5 1 ,  n o t .  s i g . ,  w h e r e  R = r e g r e s s i o n  

c o e f f i c i e n t ) .  T h e r e f o r e  f i g  4 a  s h o w s  t h e  p e a k  r e s p o n s e s .  

No s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  w a s  f o u n d  w h e n  t h e  r e s p o n s e  w a s  

p l o t t e d  a g a i n s t  P a 0 2 .  The  r e s p o n s e s  w e r e  s h o r t - l i v e d  on  a i r  

c o m p a r e d  t o  t h o s e  o b t a i n e d  w h e n  r e s p i r i n g  w i t h  O2  o r  a  

" n o r m o x i c "  m i x t u r e  ( s e e  b e l o w ) .  R e s p o n s e s  a t  2 m i n  w e r e  

d e t e c t a b l e  o n l y  w i t h  10  a n d  3 0  u g / k g  a n d  h y p o c a p n i c  

c o n d i t i o n s .
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1 0  m m Hg[

1 m in

Figure 3 Shows typical pressor responses to (a) phenyle­
phrine ( 3 p g k g “ ‘) and (b) xylazine (0.5 mg kg"')  in the 
pithed rat.



P I G .  4 T h e  e f f e c t s  o f  P a C 0 2  o n  t h e  p e a k  c h a n g e  i n  

d i a s t o l i c  a r t e r i a l  b l o o d  p r e s s u r e  ( / \ DBP mmHg) t o  (a )  

p h e n y l e p h r i n e  ( i )  0 . 3  u g / k g  ( i i )  3 . 0  u g / k g  ( i i i )  30

u g / k g  a n d  (b)  x y l a z i n e  ( i )  0 . 0 5  m g / k g  ( i i )  0 . 5  m g / k g  

( i i i )  5 . 0  m g / k g .  R a t s  w e r e  r e s p i r e d  o n  a i r  ( t r i a n g l e s )  

o r  100% O2  ( c i r c l e s )  a n d  v e n t i l a t o r y  s t r o k e  v o l u m e  

v a r i e d .  R e g r e s s i o n  l i n e s  a r e  s h o w n  i n  ( a )  f o r  a i r  

( n = 1 0 - 1 2 )  a n d  O 2  ( n = 9 )  g r o u p s  ; i n  (b)  f o r  a l l  p o i n t s  

c o m b i n e d  ( a i r ,  n = 7 - 9 ;  0 2 f  n = 5 - 7 ) .  F o r  p h e n y l e p h r i n e  

( 30  u g / k g )  o n  O 2  a n d  f o r  t h e  c o m b i n e d  d a t a  on  x y l a z i n e  

( 5 m g / k g )  t h e  c o r r e l a t i o n  i s  n o t  s i g n i f i c a n t  s i n c e  t h e  

r e s p o n s e s  a r e  m a x i m a l .
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1 . 2 . b )  O2

T h e  p r e p a r a t i o n  w a s  v i a b l e  o v e r  a  w i d e r  r a n g e  o f  P a C 0 2  

l e v e l s  t h a n  c o u l d  b e  o b t a i n e d  i n  a i r - v e n t i l a t e d  r a t s  ( 1 8 - 5 7  

m m Hg ) . T h e  r e s p o n s e s  d e c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  P a C 0 2  b u t  

n o t  a s  m a r k e d l y  a s  w i t h  a i r  v e n t i l a t i o n .  Pe a k  r e s p o n s e s  a r e  

s h o w n  i n  f i g  4 a  s i n c e  t h e  c o r r e l a t i o n  w a s  b e t t e r  ( R : p e a k  = 

0 . 7 9 ,  0 . 0 0 1 < P < 0 . 0 1 ;  R ; 3 0 s e c =  0 . 6 7 ,  0 . 0 K P < 0 . 0 5  a t  3 u g / k g ) .  

W i t h  t h e  h i g h e s t  d o s e  o f  p h e n y l e p h r i n e  (30 u g / k g ) ,  p e a k  

r e s p o n s e s  d i d  n o t  d e c l i n e  w i t h  i n c r e a s i n g  P a C O ^  b u t  

r e s p o n s e s  m e a s u r e d  a t  30  s e c  d i d .  T h i s  may  i n d i c a t e  t h a t  

t h e  " p e a k "  i s  m a x i m a l  a n d  t h e r e f o r e  i s  i n s e n s i t i v e  t o  c h a n g e  

w h e r e a s  t h e  d e c l i n i n g  p h a s e ,  m e a s u r e d  a t  30  s e c ,  r e m a i n s  

s e n s i t i v e .  No s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  w a s  f o u n d  b e t w e e n  

PaÛ2  a n d  t h e  r e s p o n s e .  The  r e s p o n s e  p e r s i s t e d  b e y o n d  2 m i n  

a t  d o s e s  o f  3 u g / k g  o r  g r e a t e r .  T h i s  p r o l o n g e d  p a r t  o f  t h e  

r e s p o n s e  d e c l i n e d  w i t h  i n c r e a s i n g  PaC 0 2 .

1 . 2 . c )  " N o r m o x i c "

R a t s  v e n t i l a t e d  w i t h  a  g a s  m i x t u r e  c o n t a i n i n g  30% O2  a n d  a  

v a r y i n g  a m o u n t  o f  CO2  ( 0—4%),  h a d  r e s p o n s e s  t o  p h e n y l e p h r i n e  

o f  s i m i l a r  m a g n i t u d e  t o  t h o s e  i n  O ^ - v e n t i l a t e d  r a t s  ( f i g  5a)  

b u t  t h e r e  w a s  no  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  

r e s p o n s e  a n d  PaC 0 2 .

1 . 2 . d )  V a r y i n g  O2  u n d e r  a c i d o t i c  a n d  a l k a l o t i c  c o n d i t i o n s

The  O2  c o n t e n t  o f  t h e  i n s p i r e d  g a s  w a s  v a r i e d  (15-100%)  a t  

c o n s t a n t  CO2  l e v e l s  o f  e i t h e r  0% CO2  ( a l k a l o t i c  c o n d i t i o n s )  

o r  4% CO2  ( a c i d o t i c  c o n d i t i o n s ) .  U n d e r  b o t h  a l k a l o t i c
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F I G .  5 T h e  e f f e c t s  o f  v a r y i n g  t h e  PaCO^  o n  p e a k  

d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  r e s p o n s e s  t o  (a) p h e n y l e p h r i n e  

( 3 . 0  u g / k g ,  n = 1 7 )  a n d  (b)  x y l a z i n e  ( 0 . 5  m g / k g ,  n = 1 3 ) .  

R a t s  w e r e  v e n t i l a t e d  a t  a  c o n s t a n t  s t r o k e  v o l u m e  w i t h  

30% O2  t o  p r o d u c e  n o r m a l  P a 0 2  l e v e l s .  T h e  % o f  

i n s p i r e d  CO2  w a s  v a r i e d  i n  o r d e r  t o  v a r y  t h e  PaCO^.
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c o n d i t i o n s  ( P a C 0 2 =  1 9 . 0  + / -  0 . 9mi nHg;  pH= 7 . 5 3  + / -  0 . 0 2 ,  

n=1 3 )  a n d  a c i d o t i c  c o n d i t i o n s  (PaC02= 5 2 . 0  + / -  l . l m m H g ;  pH= 

7 . 2 6  + / -  0 . 0 1 ,  n = 1 2 )  r e s p o n s e s  i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  

PaÛ 2  ( f i g  6 ) .  H o w e v e r  i n  a l k a l o t i c  r a t s ,  r e s p o n s e s  r e a c h e d  

a n  o p t i m u m  a t  a  P a 0 2  o f  a r o u n d  200mmHg.  Any f u r t h e r  

i n c r e a s e  i n  P a 0 2  p r o d u c e d  a  r e d u c t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  

p h e n y l e p h r i n e .
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F I G .  6 T h e  e f f e c t s  o f  P a 0 2  o n  t h e  p e a k  d i a s t o l i c  

b l o o d  p r e s s u r e  r e s p o n s e  t o  p h e n y l e p h r i n e  ( 3 . 0  u g / k g ) .  

R a t s  w e r e  v e n t i l a t e d  a t  3 . 5  m l / s t  w i t h  e i t h e r  0% CO2  

( c l o s e d  s y m b o l s ) ,  p r o d u c i n g  a l k a l o s i s ,  o r  4% CO2  ( o p e n  

s y m b o l s ) ,  p r o d u c i n g  a c i d o s i s .  T h e  i n s p i r e d  % o f  O2  w a s  

v a r i e d  a t  b o t h  l e v e l s  o f  CO2 . T h e  t o p  l i n e  i s  a  l i n e  

o f  b e s t  f i t  (13 e x p e r i m e n t s ,  q u a d r a t i c  r e l a t i o n s h i p  -  

s e e  m e t h o d s )  u s i n g  t h e  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  r o u t i n e  i n  

MINI TAB ( R y a n  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .  T h e  b o t t o m  l i n e  w a s  

o b t a i n e d  f r o m  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  (12 e x p e r i m e n t s ) .
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1 . 3 )  X y l a z i n e

P r e s s o r  r e s p o n s e s  t o  x y l a z i n e  w e r e  b i p h a s i c  b u t  l e s s  

m a r k e d l y  s o  t h a n  w e r e  t h o s e  t o  p h e n y l e p h r i n e .  The p r e s s u r e  

r o s e  s h a r p l y  f o r  12  t o  15  s e c  a n d  t h e n  c o n t i n u e d  t o  r i s e  

m o r e  s l o w l y  t o  a  p e a k  a t  30 s e c  o r  m o r e  ( f i g  3 b ) .  B a s e l i n e  

w a s  r e g a i n e d  b e t w e e n  3 - 1 3  m i n  d e p e n d i n g  o n  d o s e .  A t  h i g h  

d o s e s  ( > 0 . 5 m g / k g )  t h e  r e s p o n s e  r e m a i n e d  a t  a  p l a t e a u  f o r  

s e v e r a l  m i n u t e s  b e f o r e  d e c l i n i n g .  R e s p o n s e s  w e r e  m e a s u r e d  a t  

30 s e c ,  a t  t h e  p e a k  ( b e t w e e n  30 s e c  a n d  5 m i n  a c c o r d i n g  t o  

d o s e )  a n d  a t  5 m i n .  A t  h i g h  d o s e s  o f  x y l a z i n e ,  t h e  i n i t i a l  

p e a k  i s  s e n s i t i v e  t o  p r a z o s i n  a n d  t h e r e f o r e  c o n t a i n s  a n  

a l p h a ^  c o m p o n e n t .  T h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  r e s p o n s e  i s  

r e s i s t a n t  t o  p r a z o s i n  b u t  s u s c e p t i b l e  t o  t h e  a l p h a ^  

a n t a g o n i s t  r a u w o l s c i n e  ( F l a v a h a n  & M c G r a t h ,  1 9 8 1 a  & b ) .  

H o w e v e r  i n  t h e  d o s e  r a n g e  e m p l o y e d  i n  t h i s  s t u d y  ( 0 . 0 1 -  

l O m g / k g ) ,  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  x y l a z i n e  i s  n o t  

s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  b y  p r a z o s i n  ( G r a n t  & M c G r a t h ,  

u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .

1 . 3 . a )  A i r

A t  e a c h  d o s e  o f  x y l a z i n e  t h e  r e s p o n s e  i n c r e a s e d  w i t h  

i n c r e a s i n g  PaC02* T h i s  r e l a t i o n s h i p  w a s  s i m i l a r  w h e t h e r  t h e  

r e s p o n s e  w a s  m e a s u r e d  a t  30  s e c  o r  a t  t h e  p e a k  b u t  d i d  n o t  

h o l d  a t  5 m i n s .  F i g  4b s h o w s  p e a k  r e s p o n s e s  ( R ; p e a k -  0 . 7 1 ,  

R : 3 0 s e c =  0 . 8 0 ;  0 . 0 0 K P < 0 . 0 1  f o r  b o t h ,  a n d  R : 5 m i n =  0 . 2 8 ,  n o t  

s i g n i f i c a n t ,  f o r  0 . 1  m g / k g  x y l a z i n e ) .  T h e r e  w a s  n o  

c o r r e l a t i o n  w i t h  P a 0 2 .
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1 . 3 . b )  O2

V e n t i l a t i o n  w i t h  O2  a l l o w e d  c o n t i n u a t i o n  o f  t h e  

PaC0 2 / r e s p o n s e  r e l a t i o n s h i p  i n t o  t h e  h y p e r c a p n i e  r a n g e .  At  

l o w  d o s e s  o f  x y l a z i n e  ( 0 . 0 1 - 0 . 0 5 m g / k g )  r e s p o n s e s  c o n t i n u e d  

t o  i n c r e a s e  w i t h  i n c r e a s i n g  P a C 0 2  o v e r  t h e  r a n g e  s t u d i e d  

(34—60 mmHg).  A t  h i g h e r  d o s e s  ( > 0 . 5mg / kg )  r e s p o n s e s  r e a c h e d  

a  p l a t e a u  l e v e l  a t  P a C 0 2 =  35 mmHg.  T h e  c o r r e l a t i o n  w a s  

s i m i l a r  a t  e a c h  o f  t h e  t h r e e  t i m e  i n t e r v a l s  a f t e r  i n j e c t i o n  

( e . g .  R ; p e a k =  0 . 8 4 ;  R : 3 0 s e c =  0 . 8 2 ;  R : 5 m i n =  0 . 9 6 ;  

0 . 0 0 K P < 0 . 0 1  i n  a l l  c a s e s  f o r  O . l m g / k g  x y l a z i n e )  s e e  f i g  4b.  

T h e r e  w a s  no s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  o f  r e s p o n s e s  w i t h  Pa02«

1 . 3 . C )  C o m p a r i s o n  o f  a i r  a n d  o x y g e n

On a i r  v e n t i l a t i o n ,  s i n c e  t h e  r e s p o n s e s  v a r i e d  w i t h  PaC02r  

r e s p o n s e s  t o  l o w  d o s e s  o f  x y l a z i n e  w e r e  w i d e l y  s c a t t e r e d .  

N e v e r t h e l e s s ,  i f  t h e  " a i r "  a n d  "O2 " g r o u p s  a r e  c o m p a r e d ,  

t h e  r e s p o n s e s  o n  " a i r "  a r e  s i g n i f i c a n t l y  s m a l l e r  a t  t h e  

l o w e r  d o s e s  ( P < 0 . 0 0 1  f o r  0 . 0 5 m g / k g ;  0 . 0 0 K P < 0 . 0 1  f o r

0 . 5 m g / k g ;  0 . 0 1 < P < 0 . 0 5  f o r  5 m g / k g ) .  T h i s  w a s  n o t  t h e  c a s e  

f o r  a n y  d o s e  o f  p h e n y l e p h r i n e  ( 0 . 0 5 < P  f o r  0 . 3 ,  3 . 0  a n d  30 

u g / k g ) .

1 . 3 . d )  " N o r m o x i c "

When P a 0 2  w a s  h e l d  c o n s t a n t  a t  a p p r o x i m a t e l y  p h y s i o l o g i c a l  

l e v e l s  ( P a 0 2 =  100 mmHg) a n d  t h e  PaC02 w a s  v a r i e d  ( 0 - 4%) ,  A h e  

r e s p o n s e s  f o l l o w e d  t h e  s a m e  r e l a t i o n s h i p  a s  w h e n  t h e  

v e n t i l a t i o n  w a s  v a r i e d  on  a i r  o r  100% 0 2 * s h o w s  t h e

p e a k  r e s p o n s e s  f o r  0 . 5 m g / k g  x y l a z i n e  (R= 0 . 6 2 ,  0 . 0 1 < P <0 . 0 5
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That is, responses increased with increasing PaC02.

1 . 4 . a )  D o s e / r e s p o n s e  c u r v e s  a n d  b l o o d  g a s e s .

A c o m p a r i s o n  o f  d o s e / r e s p o n s e  c u r v e s  f o r  p h e n y l e p h r i n e  

a n d  x y l a z i n e  a t  d i f f e r e n t  l e v e l s  o f  PaC0 2  ( f i g  7) s h o w s  t h a t  

x y l a z i n e ' s  r e s p o n s e  w i l l  b e  r e l a t i v e l y  u n d e r e s t i m a t e d  a n d  

p h e n y l e p h r i n e ' s  r e s p o n s e  o v e r e s t i m a t e d  u n d e r  t h e  t y p e  o f  

a l k a l o t i c  c o n d i t i o n s  l i k e l y  t o  b e  f o u n d  i n  " o v e r  v e n t i l a t e d "  

a i r - v e n t i l a t e d ,  p i t h e d  r a t s .  C o n v e r s e l y ,  w h e n  100% O2  i s  

e m p l o y e d ,  r a t s  c a n  r e m a i n  v i a b l e  e v e n  a t  PaO2=100 mmHg w i t h  

a n  " u n d e r - v e n t i l a t i o n "  w h i c h  i n d u c e s  s e v e r e  a c i d o s i s ;  i n  

t h e s e  c o n d i t i o n s  t h e  r e l a t i v e  e f f e c t  o f  x y l a z i n e  m i g h t  b e  

o v e r e s t i m a t e d .  " P h y s i o l o g i c a l "  b l o o d  g a s e s  c o u l d  b e  

m i m i c k e d  b y  v e n t i l a t i n g  t h e  r a t s  w i t h  40% O2 , 60%N2 a t

2 . 5 m l / s t r o k e  a n d  60 s t r o k e s / m i n .  T h e s e  w o u l d  s eem t o  b e  t h e  

o p t i m a l  c o n d i t i o n s  f o r  s t u d y i n g  p h y s i o l o g i c a l  a d r e n e r g i c  

m e c h a n i s m s  i n  t h e  p i t h e d  r a t .
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F I G  7 T h e  e f f e c t s  o f  v a r y i n g  t h e  P a C 0 2  o n  t h e  l o g  

d o s e / r e s p o n s e  c u r v e  t o  a)  p h e n y l e p h r i n e  a n d  b)  x y l a z i n e  

i n  t h e  p i t h e d  r a t .  E x p e r i m e n t s  w e r e  s e p a r a t e d  

a c c o r d i n g  t o  P a C 0 2  i n  t h e  r a n g e s  i )  0 - 2 0  mmHg,  i i )  2 0 -  

40  mmHg a n d  i i i )  4 0 - 6 0  mmHg.  T a b l e  c )  s h o w s  t h e  e f f e c t  

o f  i n c r e a s i n g  P a C 0 2  o n  t h e  r e l a t i v e  p o t e n c i e s  o f  t h e  

t w o  a g o n i s t s .
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A £ÛMPAR1SÛN DF ^ a - - % E N T R Y  BLOCKADE DN BOLUS AND INFUSI ON 

RESPONSES TQ ALPHA-AGONISTS IN THE PITHED RAT.

T h e  p r e v i o u s  r e s u l t s  s h o w  t h a t  a l p h a ^ -  a n d  a l p h a 2 “ 

a d r e n o c e p t o r  m e d i a t e d  p r e s s o r  r e s p o n s e s  c a n  b e  

d i f f e r e n t i a l l y  m o d u l a t e d  b y  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  a c i d - b a s e  

b a l a n c e .  R e s p o n s e s  t o  p h e n y l e p h r i n e  a r e  d e c r e a s e d  w i t h  

PaC 0 2  a n d  i n c r e a s e  w i t h  P a 0 2  w h e r e a s  t h o s e  t o  x y l a z i n e  a r e  

i n c r e a s e d  w i t h  P a C 0 2  a n d  r e m a i n  u n a f f e c t e d  b y  P a 0 2 « 

P h e n y l e p h r i n e  b o l u s e s  p r o d u c e  a  r a p i d ,  t r a n s i e n t  r e s p o n s e  

w h e r e a s  x y l a z i n e  b o l u s e s  p r o d u c e  a  s l o w e r  r e s p o n s e  w i t h  a 

m o r e  d o m i n a n t  s e c o n d  p h a s e .  T h i s  p a t t e r n  o f  a l p h a ^ - t y p e  

a n d  a l p h a 2 “ t y p e  r e s p o n s e s  d o e s  n o t  h o l d  t r u e  f o r  a l l  a l p h a -  

a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t s .  A m i d e p h r i n e  p r o d u c e s  a  p e r s i s t e n t  

a l p h a j - m e d i a t e d  p r e s s o r  r e s p o n s e ,  w h i c h  i s  p o t e n t i a t e d  b y  

r e s p i r a t o r y  a c i d o s i s .  S i m i l a r  t o  t h e  s e c o n d  p h a s e  o f  

x y l a z i n e ' s  r e s p o n s e ,  t h i s  p r o l o n g e d  a l p h a ^ - r e s p o n s e  i s  

s u s c e p t i b l e  t o  c a l c i u m  e n t r y  b l o c k e r s ,  ( F l a v a h a n  & M c G r a t h ,  

1 9 8 2 ) .

T h i s  p r o v i d e d  s u p p o r t  f o r  t h e  p r o p o s a l  t h a t  i t  i s  t h e  

e x c i t a t i o n - c o n t r a c t i o n  c o u p l i n g  r a t h e r  t h a n  t h e  r e c e p t o r  

w h i c h  i s  t h e  c r i t i c a l  e l e m e n t  i n f l u e n c e d  by  b l o o d  g a s e s .  I t  

e m p h a s i s e d  t h e  n e e d  t o  c o n s i d e r  t h e  c o m p o n e n t s  w i t h i n  t h e  

t i m e  c o u r s e  o f  t h e  r e s p o n s e  i n  p i t h e d  r a t s ,  w h i c h  n e v e r  

r e p r e s e n t s  a n  e q u i l i b r i u m  b u t  r a t h e r  s h o w s  a  s e r i e s  o f  

l i n k e d  e v e n t s  r e f l e c t i n g  t h e  r i s e  a n d  f a l l  o f  t h e  b l o o d  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d r u g  ( D o c h e r t y  & M c G r a t h ,  1 9 8 0 ) .

T h e r e f o r e ,  t h e  s t u d y  d e s c r i b e d  i n  t h i s  s e c t i o n  w a s
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c a r r i e d  o u t  i n  o r d e r  t o  e x a m i n e  m o r e  c l o s e l y  t h e  t i m e  c o u r s e  

o f  t h e  r e s p o n s e  t o  a  b o l u s  o f  a l p h a —a g o n i s t .  I n f u s i o n s  o f  

t h e  d r u g s  w e r e  a l s o  s t u d i e d  a s  t h e y  ma y  b e  m o r e  i n d i c a t i v e  

o f  t h e  e q u i l i b r i u m  r e s p o n s e .  T h e  e f f e c t  o f  c a l c i u m  e n t r y  

b l o c k a d e  on  t h e s e  t w o  t y p e s  o f  r e s p o n s e  w as  u s e d  a s  a  m e a n s  

o f  e x a m i n i n g  o n e  o f  t h e  r e c e p t o r - a c t i v a t e d  p r o c e s s e s  

i n v o l v e d  i . e .  o p e n i n g  o f  Ca2+ c h a n n e l s .

2.1) G ^ n exal

T h e  r a t s  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  r e s p i r e d  t o  k e e p  t h e i r  b l o o d  

g a s e s  w e l l  o x y g e n a t e d  b u t  s l i g h t l y  a c i d i c .  R e s p i r i n g  t h e m  

o n  100% O2 , 6 0  s t r o k e s / m i n  a n d  2 . 0 m l / s t r o k e  h a d  p r e v i o u s l y  

b e e n  d i s c o v e r e d  t o  p r o l o n g  t h e  t i m e - c o u r s e  o f  a l p h a - a g o n i s t s  

i n j e c t e d  ( s e e  p r e v i o u s  s e c t i o n ) .  T h i s  p r o l o n g e d  p a r t  o f  t h e  

r e s p o n s e  w a s  t h o u g h t  t o  i n v o l v e  C a ^ + - e n t r y  a n d  t h e r e f o r e  

s h o u l d  b e  s u s c e p t i b l e  t o  t h e  c a l c i u m  a n t a g o n i s t ,  n i f e d i p i n e .  

D o s e s  o f  t h e  a g o n i s t s  w e r e  c h o s e n  t o  g i v e  a  b l o o d  p r e s s u r e  

r e s p o n s e  o f  a p p r o x .  60mmHg ( so  f a l l i n g  on  t h e  s t e e p l y  r i s i n g  

s e c t i o n  o f  t h e  d o s e / r e s p o n s e  c u r v e ) .  F o r  t y p i c a l  e x a m p l e s  

o f  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e s  t o  i n f u s i o n s  o f  t h e  a l p h a - a g o n i s t s  

s e e  f i g  8.  T h i s  p r o v e d  d i f f i c u l t  t o  e s t i m a t e ,  b u t  f o r  m o s t  

d r u g s  t h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  a l m o s t  a  o n e  t o  o n e  c o r r e l a t i o n  

b e t w e e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a g o n i s t  n e e d e d  t o  g i v e  a 

c e r t a i n  r e s p o n s e  f r o m  a  b o l u s  i n j e c t i o n  a n d  t h a t  n e e d e d  t o  

g i v e  t h e  s a m e  u l t i m a t e  r e s p o n s e  f r o m  a n  i n f u s i o n ,  f i g  9 .  

N i f e d i p i n e  w a s  i n j e c t e d  i n t r a - a r t e r i a l l y  ( t o  a v o i d  c a r d i a c  

d e p r e s s i o n ) ,  i n  t h e  f i x e d  d o s e  o f  0 . 3 m g / k g ,  1 5 - 2 0  m i n s

b e f o r e  t h e  a g o n i s t  w a s  a d m i n i s t e r e d .  I t  p r o d u c e d  a  

t r a n s i e n t  d e p r e s s o r  r e s p o n s e  o f  10 .3  ±1 mmHg w h i c h  r e t u r n e d
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'oxymetazoline 0 .5ug/kg/m in 50 ntnHg

1 min

• p h e n y l^ r in e  3 u g A g /n iin  

(ci

* xylazine 250ug/kg/m in

p l t h e V ^ a t ^ / " ® '  P ^ ^ » y l e p h r i n e % d  (cf^x^y”  a z i L  \ n  thi



F I G .  9 T h e  c o r r e l a t i o n  o f  t h e  l o g  b o l u s  

c o n c e n t r a t i o n  ( u g / k g )  v s  t h e  l o g  i n f u s i o n  c o n c e n t r a t i o n  

( u g / k g / m i n )  o f  t h e  a l p h a  a g o n i s t s ,  u s e d  t o  p r o d u c e  a  

p r e s s o r  r e s p o n s e  o f  a p p r o x i m a t e l y  60 mmHg,  i n  t h e  

p i t h e d  r a t .  T h e  l i n e  w a s  o b t a i n e d  b y  r e g r e s s i o n  

a n a l y s i s .  K e y :  o x y m e t a z o l i n e  ( 0 ) ;  n o r a d r e n a l i n e  ( N ) ;  

c i r a z o l i n e  (C);  a m i d e p h r i n e  (A);  p h e n y l e p h r i n e  ( P ) ;  M7 

(M) ; m e t h o x a m i n e  ( M e ) ;  BHT 9 3 3  ( B ) ;  x y l a z i n e  ( X ) ;  SGD 

1 0 1 / 7 5  ( S ) .  n = 3 - 6 .
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t o  b a s e l i n e  a f t e r  3 . 7  ± 0 . 2  m i n s  ( n = 1 4 ) .  F o r  t h e  f o l l o w i n g  

f i g u r e s  i n  t h i s  s e c t i o n ,  o n l y  r e p r e s e n t a t i v e  s . e . m . ' s  

( s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  m e a n )  h a v e  b e e n  s h o w n  p e r  l i n e ,  t o  

a i d  t h e  c l a r i t y  o f  t h e  f i g u r e s .  C o m m o n l y  t h e s e  a r e  a t  t h e  

p e a k  a n d  d e c l i n i n g  p h a s e  o f  t h e  b o l u s  r e s p o n s e s  a n d  a t  t h e  

b e g i n n i n g ,  r i s i n g  p h a s e  a n d  p l a t e a u  ( i f  t h e r e  i s  o ne )  o f  t h e  

i n f u s i o n  r e s p o n s e .  The  a l p h a - a g o n i s t s  w e r e  c h o s e n  t o  g i v e  

a s  v a r i e d  a  t y p e  o f  r e s p o n s e  a s  p o s s i b l e ;  1) " t y p i c a l "  s h o r t  

l a s t i n g  a l p h a ^ - a g o n i s t s ,  p h e n y l e p h r i n e ,  c i r a z o l i n e  a n d  

m e t h o x a m i n e ,  2) l o n g - l a s t i n g  a l p h a ^ - a g o n i s t s  a m i d e p h r i n e  a n d  

SGD 1 0 1 / 7 5 ,  3)  " t y p i c a l "  l o n g - l a s t i n g  a l p h a 2 “' a g o n i  s t s

x y l a z i n e  a n d  a z e p e x o l e  a n d  4) a  r a p i d  a l p h a 2 - a g o n i s t ,  M7.

2 . 2 )  Va s o c o n s t r i c t o r  R e s p o n s e s  t o  A l p h a ^ - A d r e n o c e p t o r

A g o n i s t s

2 . 2 . a . )  Ami d e p h r i n e

BOLUS:  E x p a n d i n g  f r o m  F l a v a h a n ' s  w o r k  ( 1 9 8 2 ) ,  b o l u s

i n j e c t i o n s  o f  a m i d e p h r i n e  ( l O u g / k g )  w e r e  g i v e n  t o  r a t s  

r e s p i r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  T h e y  p r o d u c e d  a  r a p i d  b l o o d  

p r e s s o r  r e s p o n s e  o f  58 + / -  3mmHg (x + / -  t h e  s t a n d a r d  e r r o r  

o f  t h e  m e a n ,  s . e . m . ,  n = 3 )  l a s t i n g  f o r  o v e r  15  m i n s ,  f i g  1 0 a .  

N i f e d i p i n e  ( 0 . 3  m g / k g )  w a s  t h e n  e m p l o y e d  t o  b l o c k  t h e  

r e s p o n s e .  I t  h a d  no  e f f e c t  on t h e  maximum r e s p o n s e  (54 + / -  

ImmHg,  n o t  s i g n i f i c a n t ,  n = 3 ) .  H o we v e r  t h e  s e c o n d a r y  p h a s e  

o f  t h e  r e s p o n s e  w a s  s i g n i f i c a n t l y  b l o c k e d  ( 0 . 0 1 < P < 0 . 0 5 ;  t = 5

m i n s ) .  T h e  t i m e  t a k e n  f o r  t h e  r e s p o n s e  t o  d e c a y  t o  50% o f  

i t s  m a x i m u m  w a s  6 + / -  1 m i n s  f o r  t h e  c o n t r o l  a n d  2

+ / — 0 . 6  m i n s  f o r  t h e  n i f e d i p i n e  b l o c k e d  r a t s  ( 0 . 0 K P < 0 . 0 5 ) .  

When t h e  a r e a  u n d e r  t h e  g r a p h  w a s  m e a s u r e d  t h e  i n h i b i t i o n

50



FIG 10 E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  (0.3 m g / k g )  o n  t h e  t i m e  

c o u r s e  o f  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  A) a  b o l u s  i n j e c t i o n  

o f  a m i d e p h r i n e  ( 1 0  u g / k g ) ,  a n d  B) a n  i n f u s i o n  o f  

a m i d e p h r i n e  (1  u g / k g / m i n )  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  T h e  

c h a n g e s  i n  d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  ( / \ DBP,  mmHg) 

p r o d u c e d  b y  t h e  a g o n i s t  h a v e  b e e n  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  

( m i n s ) .  O p e n  s y m b o l s  r e p r e s e n t  c o n t r o l  r e s p o n s e ;  

f i l l e d  s y m b o l s  r e p r e s e n t  r e s p o n s e s  a f t e r  n i f e d i p i n e .  

V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  SEM, n = 3 - 4 .
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w a s  26%.

INFUSION; A d o s e  o f  l u g / k g / m i n  a m i d e p h r i n e  w a s  f o u n d  t o  

p r o d u c e  a n  e v e n t u a l  m a x i m u m  o f  56 + / - S  mmHg ( n = 4 )  u n d e r  

t h e s e  c o n d i t i o n s ,  f i g  1 0 b .  T h e  i n f u s i o n  r e s p o n s e  w a s  o f  

s l o w  o n s e t  a n d  d i d  n o t  a c h i e v e  a  p l a t e a u  w i t h i n  t h e  20 m i n s  

i n f u s i o n  t i m e .  N i f e d i p i n e  w a s  f o u n d  t o  r e d u c e  t h e  maximum 

t o  42 + / -  8 mmHg ( 0 . 0 1 < P < 0 . 0 5 ,  n = 4 ) .  T h e  a r e a  u n d e r  t h e  

g r a p h  r e v e a l e d  o n l y  a  19% i n h i b i t i o n .

2 . 2  . b  ) P h e n y l e p h r i n e

BOLUS: I n  t h e  p i t h e d  r a t ,  p h e n y l e p h r i n e  ( 3 u g / k g )  e v o k e d  a

r a p i d ,  s h o r t - l i v e d  p r e s s o r  r e s p o n s e  o f  75 + / -  14mmHg (n=5) 

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o p r a n o l o l  (1 m g / k g  t o  b l o c k  a n y  c a r d i a c  

e f f e c t s ) ,  f i g  1 1 a .  A t  t h i s  p o i n t  i n  t h e  s t u d y  ( s u m m e r ) ,  

m y s e l f  a n d  c o - w o r k e r s  w e r e  e x p e r i e n c i n g  v a r i a b l e  r e s u l t s  

w i t h  p h e n y l e p h r i n e  a n d  t r i e d  v a r i o u s  w a y s  o f  e l i m i n a t i n g  t h e  

p o s s i b l e  r e a s o n s .  N o n e  w e r e  f o u n d  t o  b e  s u c c e s s f u l  a n d  s o  

t h e  l a r g e  s . e . m .  s t a n d s .  H o w e v e r ,  o n e  t h e o r y  c o n s i d e r e d  t o  

b e  a  p o s s i b i l i t y ,  i s  t h a t  t h e  p o l l e n  l e v e l  may  a f f e c t  t h e  

r a t s '  r e s p o n s e s  i n  i s o l a t e d  t i s s u e s  o r  p i t h e d  r a t  

p r e p a r a t i o n s  ( M c G r a t h ,  u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .

T h e  p h e n y l e p h r i n e  r e s p o n s e  u n d e r  t h e s e  v e n t i l a t i o n  

c o n d i t i o n s  w a s  m o r e  p r o l o n g e d  t h a n  t h a t  f o u n d  w h e n  t h e  r a t  

w a s  r e s p i r e d  t o  p r o d u c e  " n o r m a l "  b l o o d  g a s e s : -  9 .0  + / -  0 .1

m i n s  a s  c o m p a r e d  t o  6 . 6  + / -  0 . 4  m i n s .  T h e  r e s p o n s e s  w e r e  

m e a s u r e d  e v e r y  30 s e c o n d s  ( a n d  a t  t h e  f i r s t  15 s e c s )  a n d  

t h e  m e a n  r e s p o n s e s  w e r e  p l o t t e d  a l o n g  w i t h  t h e i r  s . e . m . s .
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F I G  11  E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  ( 0 . 3  m g / k g )  o n  t h e  t i m e  

c o u r s e  o f  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  A) a  b o l u s  i n j e c t i o n  

o f  p h e n y l e p h r i n e  (3 u g / k g ) ,  a n d  B) a n  i n f u s i o n  o f  

p h e n y l e p h r i n e  (3 u g / k g / m i n )  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  T h e  

c h a n g e s  i n  d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  ( / \ D B P , mmHg) 

p r o d u c e d  b y  t h e  a g o n i s t  h a v e  b e e n  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  

( m i n s ) .  O p e n  s y m b o l s  r e p r e s e n t  c o n t r o l  r e s p o n s e ;  

f i l l e d  s y m b o l s  r e p r e s e n t  r e s p o n s e s  a f t e r  n i f e d i p i n e .  

V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  SEM, n=5  f o r  e a c h  g r o u p .
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N i f G d i p i n ©  (0 ,3  m g / k g )  w a s  t h G n  t GS t G d  a g a i n s t  p h G n y l G p h r i n G  

a n d  d i d  i n d e e d  b l o c k  a t  l e a s t  p a r t  o f  t h e  r e s p o n s e .  T h e  

i n i t i a l ,  r a p i d  p h a s e  o f  t h e  r e s p o n s e  r e m a i n e d  v i r t u a l l y  

u n a f f e c t e d  ( 72  + / -  14  mmHg,  n o t  s i g n i f i c a n t  ( n . s j ,  n = 5 ) .  

H o w e v e r  t h e  s e c o n d a r y  p h a s e  w a s  s i g n i f i c a n t l y  b l o c k e d  

( 0 . 0 0 1 < P < 0 . 0 1 ;  t = 2  m i n s ) .  T h e  t i m e  t a k e n  f o r  t h e  m a x i m u m  

r e s p o n s e  t o  d e c a y  b y  50% ( t j / 2 ^  w a s  2 . 5  + / -  0.5 m i n s  f o r  t h e  

c o n t r o l  a n d  1 . 0  + / -  0 .2  m i n s  f o r  t h e  n i f e d i p i n e  b l o c k e d  r a t s  

( 0 . 0 0 K P < 0 . 0 1 ) . When t h e  a r e a  u n d e r  t h e  g r a p h  w a s  m e a s u r e d  

t h e  c o n t r o l  r e s p o n s e  w a s  9 5 5  m m H g . m i n  a n d  t h e  n i f e d i p i n e -  

b l o c k e d  r e s p o n s e  w a s  4 3 5  m m H g . m i n  s o  t h e r e  w a s  a n  a v e r a g e  

i n h i b i t i o n  o f  54%.

INFUSION;  V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  t r i e d  i n  a n  a t t e m p t  

t o  a c h i e v e  t h e  s a m e  m a x i m u m  r e s p o n s e  a s  f o r  t h e  b o l u s  

i n j e c t i o n .  T h e  c l o s e s t  w a s  a  d o s e  o f  3 u g / k g / m i n  

p h e n y l e p h r i n e  ( i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1 m g / k g  o f  p r o p r a n o l o l )  

w h i c h  g a v e  a  m a x i m u m  b l o o d  p r e s s o r  r e s p o n s e  o f  54  + / -  4 . 7  

mmHg ( n = 5 ) ,  f i g  l i b .  T h e  i n f u s i o n  r e s p o n s e  w a s  o f  r a p i d  

o n s e t ,  t h e  ma x i mum r e s p o n s e  b e i n g  a c h i e v e d  on  a v e r a g e  a f t e r  

6 . 6  + / -  0 . 8  m i n s  b u t  w a s  m a i n t a i n e d  o n l y  f o r  a  c o u p l e  o f  

m i n u t e s  b e f o r e  t h e  r e s p o n s e  w a n e d  t o  a p p r o x .  20% o f  ma x .  

T h i s  p h e n o m e n o n  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  t h e  n e x t  s e c t i o n  b u t  

b e c a u s e  o f  t h e  w a n i n g  o f  t h e  r e s p o n s e  s e p a r a t e  r a t s  w e r e  

u s e d  f o r  t h e  n i f e d i p i n e - b l o c k e d  e x p e r i m e n t s .

N i f e d i p i n e  w a s  f o u n d  t o  r e d u c e  t h e  m a x .  r e s p o n s e  t o  25  

+ / -  1 . 1  mmHg (p< 0 . 0 0 1 )  a n d  t o  r e d u c e  t h e  t i m e  t o  m a x .  t o  

4 . 0  + / -  0 . 4  m i n s .  W h e n  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  g r a p h  w a s  

m e a s u r e d  ( c o n t r o l =  3218  mmHg.min : b l o c k e d =  1332 mmHg.min)

52



t h e  i n f u s i o n - i n d u c e d  r e s p o n s e  w a s  59% i n h i b i t e d .  T h e  

i n f u s i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  n i f e d i p i n e  m a i n t a i n e d  i t s  

m a x i m u m  f o r  l o n g e r  t h a n  t h e  c o n t r o l ,  a p p e a r i n g  t o  r e a c h  a 

p l a t e a u  f o r  a b o u t  4 m i n s ,  b u t  i t  s t i l l  d i s p l a y e d  t h e  s a m e  

t a i l i n g  o f f  o f  t h e  r e s p o n s e  t o  a p p r o x .  20% o f  i t s  max.

INFUSION TACHYPHYLAXIS?; I n  a n  e f f o r t  t o  e x p l a i n  why t h e  

i n f u s i o n s  o f  p h e n y l e p h r i n e  w e r e  u n a b l e  t o  m a i n t a i n  t h e i r  

m a x i m a ,  v a r i o u s  p a r a m e t e r s  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  F i r s t l y  t h e  

i n f u s i o n  p u m p  w a s  c h e c k e d  a n d  f o u n d  t o  b e  w o r k i n g  p r o p e r l y !  

S e c o n d l y ,  t h e  r e s p o n s e s  t o  s e v e r a l  o t h e r  i n f u s i o n  

c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  e x a m i n e d .  6 , 8 , 1 0  a n d  17 u g / k g / m i n  

p h e n y l e p h r i n e  w e r e  a l l  u n a b l e  t o  s u s t a i n  t h e i r  r e s p o n s e s  

o v e r  t h e  20 m i n s  o f  i n f u s i o n  t o  a  g r e a t e r  o r  l e s s e r  e x t e n t .  

T h i s  e f f e c t  w a s  n o t  d u e  t o  b r e a k d o w n  o f  t h e  d r u g  i n  t h e  

s y r i n g e  a s  i t  w a s  b i o - a s s a y e d  i n  o t h e r  a n i m a l s  a n d  f o u n d  t o  

b e  f u l l y  p o t e n t .  As t h i s  d i d  n o t  a p p e a r  t o  b e  a  d o s e  

r e l a t e d  e f f e c t ,  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  t a c h y p h y l a x i s  w a s  n e x t  

e x a m i n e d .

A 3 u g / k g / m i n  i n f u s i o n  w a s  a d m i n i s t e r e d  t o  t h e  r a t  a n d  

w h e n  t h e  r e s p o n s e  s t a r t e d  t o  w a n e  ( r e d u c e d  t o  20 + / -  5 

mmHg) t h e  i n f u s i o n  r a t e  w a s  i n c r e a s e d  x 2 .  T h i s  i n c r e a s e d  

t h e  r e s p o n s e  t o  50 + / -  9 mmHg w h i c h  e v e n t u a l l y  d e c r e a s e d  t o  

20% o f  i t s  m a x .  a f t e r  13 m i n s  ( n = 3 ) .  As i n c r e a s i n g  t h e  

i n f u s i o n  r a t e  c o u l d  s t i l l  i n c r e a s e  t h e  r e s p o n s e ,  b o l u s  

i n j e c t i o n s  o f  v a r i o u s  a g o n i s t s  ( b o t h  a l p h a ^ ,  a l p h a ^  a n d  

n o n - a d r e n e r g i c  v a s o p r e s s o r s )  w e r e  n e x t  t r i e d  t o  s e e  i f  t h e y  

c o u l d  e l i c i t  a  r e s p o n s e  a f t e r  a n  i n f u s i o n .  T h e  a g o n i s t s
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l i s t e d  b e l o w  a l l  g a v e  n o r m a l  m a x i m u m  r e s p o n s e s  b u t  t h e  

d u r a t i o n  o f  t h e  r e s p o n s e s  w e r e  r e d u c e d  b y  t h e  f o l l o w i n g  

p e r c e n t a g e s ;  p h e n y l e p h r i n e  ( 3 u g / k g )  70% + / - 2 ,  n = 2 ;

c i r a z o l i n e  ( l u g / k g )  84%, n = l ;  m e t h o x a m i n e  ( 4 0 u g / k g )  50% + / -  

6 ,  n = 3 ;  M7 ( l O u g / k g )  72%,  n = l  a n d  a n g i o t e n s i n  I I  ( 0 . 4 u g / k g )  

30% + / - 3 ,  n = 3 .

2 . 2 . C )  £ l x a z o l i n e

BOLUS;  L i k e  p h e n y l e p h r i n e ,  c i r a z o l i n e  ( l u g / k g )  e v o k e d  a  

r a p i d ,  s h o r t - l i v e d  p r e s s o r  r e s p o n s e  o f  70  + / -  5 mmHg,  

+ / - 0 . 1  m i n s ,  ( n = 6 ) ,  f i g  1 2 a .  T h e  r e s p o n s e  w a s  

m e a s u r e d  e v e r y  30  s e c s  ( a n d  t h e  f i r s t  15 s e c s )  a n d  p l o t t e d  

a s  a b o v e .  N i f e d i p i n e  ( 3 u g / k g )  w a s  i n j e c t e d  t o  b l o c k  t h e  

r e s p o n s e  a n d  t h e  t i m e  c o u r s e  w a s  p l o t t e d  on  t h e  s a m e  g r a p h .  

B o t h  t h e  m a x i m u m  r e s p o n s e  a n d  t h e  t i m e  c o u r s e  a p p e a r e d  

b l o c k e d  ( m a x .  r e s p o n s e  = 50 + / -  7 mmHg; 0 . 0 5 < P < 0 . 1 ,  t ^ y ^  “  

0 . 4  + / -  0 . 1  m i n s ;  P C O . O O l ,  n = 6 )  a n d  w h e n  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  

g r a p h  w a s  m e a s u r e d  t h e  i n h i b i t i o n  w a s  c a l c u l a t e d  a s  68%.

I N F U S I O N ;  T h e  i n f u s i o n  c o n c e n t r a t i o n  f o u n d  t o  g i v e  t h e  

c l o s e s t  m a t c h  t o  t h e  m a x i m u m  p r e s s o r  r e s p o n s e  e l i c i t e d  b y  

t h e  b o l u s  i n j e c t i o n  w a s  t h a t  o f  l u g / k g / m i n ,  w h i c h  g a v e  a  

ma x i mum r e s p o n s e  o f  5 7 . 4  + / -  6 .6  mmHg ( n = 6 ) , f i g  1 2 b .  The  

i n f u s i o n  r e s p o n s e  t o  c i r a z o l i n e  w a s  u n l i k e  t h a t  o f  

p h e n y l e p h r i n e .  I t  w a s  o f  s l o w  o n s e t  a n d  d i d  n o t  a c h i e v e  a 

p l a t e a u  w i t h i n  t h e  20 m i n u t e s  o f  a d m i n i s t r a t i o n .  I n  a  f i r s t  

s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  n i f e d i p i n e  w a s  i n j e c t e d  i n t o  t h e  r a t  

w h e n  t h e  f i r s t  i n f u s i o n  r e s p o n s e  h a d  r e t u r n e d  t o  b a s e l i n e  

a n d  t h e  i n f u s i o n  w a s  r e p e a t e d .  H o w e v e r ,  v e r y  l i t t l e
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FIG 12 E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  (0 .3  m g / k g )  o n  t h e  t i m e  

c o u r s e  o f  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  A) a  b o l u s  i n j e c t i o n  

o f  c i r a z o l i n e  (1 u g / k g ) ,  a n d  B ) a n  i n f u s i o n  o f  

c i r a z o l i n e  ( 1  u g / k g / m i n )  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  T h e  

c h a n g e s  i n  d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  ( / \ D B P , mmHg) 

p r o d u c e d  b y  t h e  a g o n i s t  h a v e  b e e n  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  

( m i n s ) .  O p e n  s y m b o l s  r e p r e s e n t  c o n t r o l  r e s p o n s e ;  

f i l l e d  s y m b o l s  r e p r e s e n t  r e s p o n s e s  a f t e r  n i f e d i p i n e .  

V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  SEM, n=6 f o r  e a c h  g r o u p .
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b l o c k a d e  o f  t h e  m a x i m u m  r e s p o n s e  w a s  s e e n  ( 15 . 1% + / -  2 . 6 ;  

n= 3 )  .

To  t e s t  i f  t h i s  w a s  d u e  t o  r e p e a t  i n f u s i o n s  b e i n g  

p o t e n t i a t e d ,  t w o  i n f u s i o n s  w e r e  g i v e n  t o  t h e  s a m e  r a t  w i t h  

30 m i n s  b e t w e e n  t h e m  ( t h e  u s u a l  t i m e  t a k e n  f o r  t h e  f i r s t  

r e s p o n s e  t o  w a n e  a n d  n i f e d i p i n e  t o  b e  a d m i n i s t e r e d ,  i n  t h e  

p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s )  b u t  w i t h o u t  a n y  a n t a g o n i s t .  I t  w a s  

f o u n d  t h a t  o n  t h e  s e c o n d  a d m i n i s t r a t i o n  t h e  m a x i m u m  B. P .  

r e s p o n s e  w a s  p o t e n t i a t e d  by  24% + / -  6 ( n= 3 ) .  T h e r e f o r e ,  a l l  

f u t u r e  e x p e r i m e n t s  i n v o l v i n g  i n f u s i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  

s e p a r a t e  r a t s  f o r  t h e  c o n t r o l  a n d  a n t a g o n i s t .  N i f e d i p i n e -  

b l o c k e d  r a t s  n ow g a v e  a  m a x i m u m  r e s p o n s e  o f  2 0 . 3  + / -  2 . 2

mmHg ( 0 . 0 1 > p > 0 . 0 0 1 ; n = 6 ) ,  t h e  i n f u s i o n s  r e a c h i n g  a  p l a t e a u  

a r o u n d  1 0  m i n s  a n d  m a i n t a i n i n g  i t  f o r  t h e  d u r a t i o n .  

C o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l s ,  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  g r a p h  s h o w e d  a n  

i n h i b i t i o n  o f  58%.

( N . B . : -  b e c a u s e  o f  t h e  w a n i n g  o f  t h e  r e s p o n s e  i n  t h e  p h e n y l  

e p h r i n e  i n f u s i o n  e x p e r i m e n t s ,  t h e s e  h a d  b e e n  c a r r i e d  o u t  i n  

s e p a r a t e  r a t s  f o r  t h e  c o n t r o l  a n d  a n t a g o n i s t . )

2 . 2 . d )  M e t h o x a mi n e

BOLUS: M e t h o x a m i n e  w a s  a n o t h e r  a l p h a ^  a g o n i s t  d i s p l a y i n g

t h e  t y p i c a l  r a p i d ,  s h o r t - l i v e d  r e s p o n s e ,  f i g  1 3 a .  A d o s e  o f  

4 0 u g / k g  p r o d u c e d  a  max i mum r e s p o n s e  o f  60 + / -  5 mmHg ( n = 4 ) ,  

l a s t i n g  f o r  5 . 8  m i n s ,  + / - 0 . 5  m i n s )  . W h e n

n i f e d i p i n e  w a s  i n j e c t e d  b e f o r e  m e t h o x a m i n e ,  n e i t h e r  t h e  max.  

r e s p o n s e  n o r  t h e  t i m e  c o u r s e  a p p e a r e d  t o  b e  m u c h  a f f e c t e d  

( m a x .  r e s p o n s e  = 55 + / -  3 mmHg; n . s i g . ,  ~ ^ ■*■/■” 0 . 1
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F I G  13 E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  (0 .3  m g / k g )  o n  t h e  t i m e  

c o u r s e  o f  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  A) a  b o l u s  i n j e c t i o n  

o f  m e t h o x a m i n e  ( 4 0  u g / k g )  , a n d  B) a n  i n f u s i o n  o f  

m e t h o x a m i n e  ( 25  u g / k g / m i n )  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  T h e  

c h a n g e s  i n  d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  ( Z \ D B P ,  mmHg) 

p r o d u c e d  b y  t h e  a g o n i s t  h a v e  b e e n  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  

( m i n s ) .  O p e n  s y m b o l s  r e p r e s e n t  c o n t r o l  r e s p o n s e ;  

f i l l e d  s y m b o l s  r e p r e s e n t  r e s p o n s e s  a f t e r  n i f e d i p i n e .  

V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  SEM, n=4 f o r  e a c h  g r o u p .
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m i n s ;  n . s i g , ,  n - 4 ) .  T h e  a r e a  u n d e r  t h e  g r a p h  r e v e a l e d  t h a t  

o n l y  31% o f  t h e  r e s p o n s e  w a s  b l o c k e d .

INFUSION:  An i n f u s i o n  o f  2 5 u g / k g / m i n  o f  m e t h o x a m i n e  w a s

f o u n d  t o  g i v e  a  m a x i m u m  p r e s s o r  r e s p o n s e  o f  63 + / -  5 mmHg 

( n = 4 ) ,  f i g  1 3 b .  T h e  i n f u s i o n  w a s  l i k e  c i r a z o l i n e ' s  i n  

p a t t e r n  i . e .  s l o w  o n s e t  a n d  n o t  r e a c h i n g  a  p l a t e a u  w i t h i n  

t h e  20 m i n s .  When n i f e d i p i n e  w a s  u s e d  i t  d i d  n o t  a p p e a r  t o  

h a v e  m u c h  a f f e c t  w i t h i n  t h e  f i r s t  6 m i n s  b u t  e v e n t u a l l y  

r e d u c e d  t h e  ma x i mu m t o  37 + / -  1 mmHg ( p < 0 . 0 0 1 ;  n=4)  a f t e r  20 

m i n s .  T h e  a r e a  u n d e r  t h e  g r a p h  r e v e a l e d  a n  i n h i b i t i o n  o f  

o n l y  30%.

2 . 2 . e )  O x y m e t a z o l i n e

BOLUS:  T h i s  d r u g ,  o v e r  w h i c h  s o m e  c o n t r o v e r s y  e x i s t s  a s

t o  i t s  a l p h a ^ / a l p h a ^  s t a t u s ,  p r o d u c e d  a  r a p i d ,  f a i r l y  

p r o l o n g e d  r e s p o n s e  i n  t h e  p i t h e d  r a t ,  f i g  1 4 a .  A d o s e  o f  

5 0 n g / k g  p r o d u c e d  a  m a x .  p r e s s o r  r e s p o n s e  o f  64 + / -  3 mmHg 

( n = 4 )  l a s t i n g  f o r  12  m i n s  + / -  2 (t-j^^2"=5.0 + / - 0 . 5  m i n s ) .

A f t e r  n i f e d i p i n e ,  t h e  ma x i mum r e s p o n s e  w a s  u n a f f e c t e d  (max.  

r e s p o n s e  = 64  + / -  4 mmHg; n . s i g . ;  n=4)  b u t  t h e  t i m e  c o u r s e

o f  t h e  r e s p o n s e  ( a s  m e a s u r e d  e v e r y  30 s e c s )  w a s  r e d u c e d  

( t i / 2 = 2 . 3  + / -  0 . 6  m i n s ,  0 . 0 K P < 0 . 0 5 ) .  A 45% i n h i b i t i o n  w a s  

m e a s u r e d  u s i n g  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  g r a p h  ( a . u . g . ) .

I N F U S I O N :  T h e  i n f u s i o n  r e s p o n s e  t o  0 . 5 u g / k g / m i n  o f

o x y m e t a z o l i n e  w a s  l i k e  t h a t  o f  t h e  p r e v i o u s  t w o  d r u g s ,  f i g  

1 4 b .  T h e r e  w a s  a  s l i g h t l y  m o r e  r a p i d  o n s e t ,  b u t  t h e  

r e s p o n s e  n e v e r  r e a c h e d  a  p l a t e a u  ( m a x .  r e s p o n s e  = 64  + / "  3
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FIG 14 E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  (0 .3  m g / k g )  o n  t h e  t i m e  

c o u r s e  o f  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  A) a  b o l u s  i n j e c t i o n  

o f  o x y m e t a z o l i n e  (50  n g / k g ) ,  a n d  B) a n  i n f u s i o n  o f  

o x y m e t a z o l i n e  ( 0 . 5  u g / k g / m i n )  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  T h e  

c h a n g e s  i n  d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  f / \ DBP,  mmHg) 

p r o d u c e d  b y  t h e  a g o n i s t  h a v e  b e e n  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  

( m i n s ) .  O p e n  s y m b o l s  r e p r e s e n t  c o n t r o l  r e s p o n s e ;  

f i l l e d  s y m b o l s  r e p r e s e n t  r e s p o n s e s  a f t e r  n i f e d i p i n e .  

V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  SEM, n = 4 - 6 .
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mmHg; n = 6 ) .  N i f e d i p i n e  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  r e s p o n s e  f o r  t h e  

f i r s t  t w o  m i n u t e s  b u t  e v e n t u a l l y  r e d u c e d  t h e  r e s p o n s e  t o  44 

+ / ”  7 mmHg ( 0 . 0 5 > p > 0 . 0 1 ;  n = 6) , a  34% i n h i b i t i o n  ( a . u . g . ) .

2 . 2 . f )  1 0 1 / 7 5

BOLUS: A 0 . 5 m g / k g  b o l u s  i n j e c t i o n  o f  SGD 1 0 1 / 7 5  e l i c i t e d

a  r a p i d ,  p r o l o n g e d  p r e s s o r  r e s p o n s e  o f  63 + / -  6 mmHg ( m a x .  

r e s p o n s e ) ,  l a s t i n g  f o r  1 8  m i n s ,  t j ^ ^ 2 = 1 0 . 1  + / -  0 . 9  m i n s ,  

( n = 5 ) .  F i g  1 5 a  s h o w s  t h a t  n i f e d i p i n e  r e d u c e d  t h e  max i mum 

r e s p o n s e  b y  29% t o  45  + / -  7 mmHg ( 0 . 0 0 1 < P < 0 . 0 1  ; n = 5 )  a n d  

t h e  t i m e  c o u r s e  t o  + / -  0 . 8  m i n s  ( P < 0 . 0 0 1 ) .  T h e

n i f e d i p i n e  l i n e  i s  n o t  c o n t i n u e d  f o r  t h e  b o l u s  b e c a u s e  

u n f o r t u n a t e l y  t h e  r e c o r d i n g s  w e r e  t e r m i n a t e d  a t  t h i s  p o i n t ,  

w h e n  t h e  b l o o d  p r e s s u r e  no l o n g e r  a p p e a r e d  t o  b e  f a l l i n g .  

F o r  t h e  p u r p o s e s  o f  m e a s u r i n g  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  g r a p h ,  t h e  

l i n e  w a s  e x t r a p o l a t e d  u p  t o  20 m i n s  t o  m a t c h  t h e  c o n t r o l  

c u r v e .  By t h i s  m e t h o d  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  g r a p h  s h o w e d  a  55% 

i n h i b i t i o n .  T h e  c o n t r o l  r e s p o n s e  t o  SGD 1 0 1 / 7 5  w a s  m o r e  

d i s t i n c t l y  b i p h a s i c  t h a n  t h e  o t h e r  a l p h a ^ - a g o n i s t s  e x a m i n e d  

a n d  i t  w a s  t h i s  s e c o n d  p h a s e  w h i c h  w a s  b l o c k e d  m o r e  i . e .  a t  

t = 3  m i n s ,  t h e  r e s p o n s e  w a s  b l o c k e d  b y  57%,  f r o m  37 + / -  4 

mmHg t o  16 + / -  2 mmHg, 0 . 0 0 1 < P < 0 . 0 1 .

INFUSION: The  i n f u s i o n  r e s p o n s e  t o  0 . 2 5 m g / k g / m i n  o f  SGD

1 0 1 / 7 5  w a s  o f  r a p i d  o n s e t  a n d  r e a c h e d  a  p l a t e a u ,  a f t e r  a b o u t  

8 m i n s ,  o f  5 8  + / -  7 mmHg ( n = 5 ) , f i g  1 5 b .  T h e  p l a t e a u  w a s  

b e t t e r  m a i n t a i n e d  t h a n  t h a t  t o  p h e n y l e p h r i n e  b u t  s t i l l  h a d  a 

t e n d e n c y  t o  f a l l  o f f ,  s l i g h t l y ,  t o w a r d s  t h e  e n d  o f  t h e  

i n f u s i o n .  When n i f e d i p i n e  w as  i n j e c t e d  f i r s t ,  a  p l a t e a u  w a s  

n o t  r e a c h e d  u n t i l  17 m i n s  a n d  t h e  maximum p r e s s o r  r e s p o n s e
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w a s  r e d u c e d  t o  45 + / -  7 mmHg ( 0 . 0 1 < P < 0 . 0 5 ;  n = 7 ) .  T h e  t o t a l  

i n h i b i t i o n  w a s  c a l c u l a t e d  a s  o n l y  22% ( a . u . g . ) .

58



F I G 15 E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  (0 .3  m g / k g )  o n  t h e  t i m e  

c o u r s e  o f  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  A) a  b o l u s  i n j e c t i o n  

o f  SGD 1 0 1 / 7 5  ( 0 . 5  m g / k g ) ,  a n d  B) a n  i n f u s i o n  o f  SGD 

1 0 1 / 7  5 ( 0 . 2 5  m g / k g / m i n )  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  Th e  c h a n g e s  

i n  d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  ( / \ D B P ,  mmHg) p r o d u c e d  b y  

t h e  a g o n i s t  h a v e  b e e n  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  ( m i n s ) .  

Open  s y m b o l s  r e p r e s e n t  c o n t r o l  r e s p o n s e ;  f i l l e d  s y m b o l s  

r e p r e s e n t  r e s p o n s e s  a f t e r  n i f e d i p i n e .  V e r t i c a l  b a r s  

r e p r e s e n t  SEM, n = 5 - 7 .
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2*3)  V â ^ o ç . o n . s i x i ç . i j Q X  t p  A l p h a ^ "  Ad r e n o c e p t o r

A g o n i s t s

2 . 3 . a )  X y l a z i n e

BOLUS: X y l a z i n e  w a s  c h o s e n  a s  a  t y p i c a l  a l p h a 2  a g o n i s t  a s

i t  p r o d u c e s  a  s l o w ,  p r o l o n g e d  p r e s s o r  r e s p o n s e  i n  t h e  p i t h e d  

r a t ,  f i g  1 6 a .  A d o s e  o f  O . l m g / k g  e l i c i t e d  a  maximum c h a n g e  

i n  d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  o f  51 + / -  4 mmHg, l a s t i n g  f o r  10 

m i n s ,  t j ^ ^ 2 = 3 . 7  + / -  0 . 2  m i n s  ( n = 5 ) .  N i f e d i p i n e  c a u s e d  a  77% 

i n h i b i t i o n  o f  t h e  t o t a l  r e s p o n s e  ( a . u . g . ) ,  r e d u c i n g  t h e  

m a x i m u m  p e a k  h e i g h t  t o  24  + / “  5 mmHg ( 0 . 0 1 > p > 0 . 0 0 1 )  a n d  

r e d u c i n g  t ^ / 2  1 «5 + / -  0 . 1 ,  P < 0 . 0 0 1  (n = 5 ) .

INFUSION:  T h e  i n f u s i o n  r e s p o n s e  t o  x y l a z i n e  w a s  d i f f e r e n t

t o  a n y  s e e n  s o  f a r  a s  i t  p r o d u c e d  a  r a p i d  a n d  m a i n t a i n e d  

i n c r e a s e  i n  b l o o d  p r e s s u r e ,  f i g  1 6 b .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

0 . 2 5 m g / k g / m i n  o f  x y l a z i n e  p r o d u c e d  a  r a p i d  r e s p o n s e  w h i c h  

a c h i e v e d  a  m a x i m u m  o f  71  + / -  3 mmHg i n  a b o u t  8 m i n s  a n d  

m a i n t a i n e d  i t  f o r  t h e  d u r a t i o n  ( n = 5 ) .  T h i s  r e s p o n s e  w a s  

b l o c k e d  b y  n i f e d i p i n e  w h i c h  r e d u c e d  t h e  maximum r e s p o n s e  t o  

31  + / -  2 mmHg ( p < 0 . 0 0 1 )  a n d  c a u s e d  a n  i n h i b i t i o n  o f  56% 

( a . u . g . ) .

2 . 3 . b )  MI

BOLUS: M7 ( l O u g / k g )  p r o d u c e d  a  s l o w ,  p r o l o n g e d  p r e s s o r

r e s p o n s e  o f  57 + / -  2 mmHg ( m a x . )  l a s t i n g  f o r  10 m i n s ,  

t i / 2 = 4 . 2  + / -  0 . 5  m i n s  ( n = 6 ) ,  f i g  1 7 a .  T h e  m a x i m u m  p e a k  

h e i g h t  w a s  r e d u c e d  t o  40 + / -  4 mmHg ( 0 . 0 1 > p > 0 . 0 0 1 ,  n=6)  i . e .  

30% i n h i b i t i o n  by  n i f e d i p i n e  a n d  t h e  t i m e  c o u r s e  w a s  r e d u c e d
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FIG 16 E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  (0,3 m g / k g )  o n  t h e  t i m e  

c o u r s e  o f  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  A) a  b o l u s  i n j e c t i o n  

o f  x y l a z i n e  (0 . 1  m g / k g ) ,  a n d  B) a n  i n f u s i o n  o f  x y l a z i n e  

( 0 . 2 5  m g / k g / m i n )  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  T h e  c h a n g e s  i n  

d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  ( / \ D B P ,  mmHg) p r o d u c e d  b y  t h e  

a g o n i s t  h a v e  b e e n  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  ( m i n s ) .  O p e n  

s y m b o l s  r e p r e s e n t  c o n t r o l  r e s p o n s e ;  f i l l e d  s y m b o l s  

r e p r e s e n t  r e s p o n s e s  a f t e r  n i f e d i p i n e .  V e r t i c a l  b a r s  

r e p r e s e n t  SEM, n=5  f o r  e a c h  g r o u p .
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F IG  17 E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  (0 .3  m g / k g )  on  t h e  t i m e  

c o u r s e  o f  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  A) a  b o l u s  i n j e c t i o n  

o f  M 7 ( 1 0  u g / k g ) ,  a n d  B) a n  i n f u s i o n  o f  M 7 (6

u g / k g / m i n )  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  The  c h a n g e s  i n  d i a s t o l i c  

b l o o d  p r e s s u r e  ( / \ DBP,  mmHg) p r o d u c e d  b y  t h e  a g o n i s t  

h a v e  b e e n  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  ( m i n s ) .  O p e n  s y m b o l s  

r e p r e s e n t  c o n t r o l  r e s p o n s e ;  f i l l e d  s y m b o l s  r e p r e s e n t  

r e s p o n s e s  a f t e r  n i f e d i p i n e .  V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  

SEM, n = 5 - 6 .
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t o  7 m i n S f  i . 6 .  a l s o  a  30% i n h i b i t i o n ,  Th© t o t a l  i n h i b i t i o n  

w a s  m e a s u r e d  a s  57% ( a . u . g . )  a n d  t ^ y 2  w a s  r e d u c e d  t o  2 . 5  + / ~  

0 . 3  m i n s  ( 0 . 0 1 < P < 0 . 0 5 ) . D - 6 0 0  w a s  a n o t h e r  c a l c i u m - e n t r y

b l o c k e r  w h i c h  w a s  u s e d  t o  t r y  t o  b l o c k  t h e  M7 r e s p o n s e ,  t h i s  

t i m e  w i t h  m o r e  s u c c e s s .  A d o s e  o f  0 . 3 m g / k g  c a u s e d  a  63% + / -  

8 r e d u c t i o n  o f  t h e  max i mum r e s p o n s e  a n d  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  

r e s p o n s e  w a s  r e d u c e d  b y  47% + / - 6  ( n=3) .

The  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  t o  b o l u s  i n j e c t i o n s  o f  M7 w e r e  n o t  

a s  s t e e p l y  r i s i n g  a s  h a d  b e e n  e x p e c t e d  f r o m  t h e  e a r l i e r  w o r k  

o f  Dr ew ( 1 9 8 0 ) .  I n  a n  a t t e m p t  t o  i n v e s t i g a t e  why ,  t h e  b l o o d  

g a s e s  o f  t h e  r a t s  w e r e  a l t e r e d  b y  i n c r e a s i n g  t h e  s t r o k e  

v o l u m e  f r o m  2 . 0 m l  t o  3 . 5 m l .  I n c r e a s i n g  t h e  s t r o k e  v o l u m e  

c h a n g e d  t h e  b l o o d  g a s e s  b y  i n c r e a s i n g  t h e  P a 0 2  a n d  

d e c r e a s i n g  t h e  P a C O ^ .  T h e  h y p o t h e s i s  w a s  t h a t ,  r a p i d  

r e s p o n s e s ,  s u c h  a s  a l p h a ^ - t y p e  r e s p o n s e s ,  a r e  i n c r e a s e d  i n  

h i g h e r  P a 0 2 .  H o w e v e r  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  maximum r e s p o n s e  

w a s  r e d u c e d  b y  20% + / - 3  ( 0 . 0 1 < P < 0 . 0 5 ,  n = 4 )  b u t  t h e  t i m e

c o u r s e  w a s  u n a f f e c t e d .

F i n a l l y  t o  i n v e s t i g a t e  q u a n t i t a t i v e l y ,  t h e  p r o p o r t i o n  o f  

t h e  M7 r e s p o n s e  p r o d u c e d  b y  t h e  t w o  a l p h a - r e c e p t o r  s u b -  

t y p e s ,  r a u w o l s c i n e  ( an  a l p h a  2 - a n t a g o n i s t )  a n d  p r a z o s i n  (an 

a l p h a ^ ^ a n t a g o n i S t ) w e r e  e m p l o y e d .  W h e n  r a u w o l s c i n e  

( 0 . 2 m g / k g )  w a s  i n j e c t e d  f i r s t  ( b e f o r e  t h e  p r a z o s i n )  i t  

c a u s e d  a  50% + / - 1 3  i n h i b i t i o n  o f  t h e  maximum a n d  a  52% + / - 1  

r e d u c t i o n  i n  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  r e s p o n s e .  P r a z o s i n ,  

h o w e v e r ,  r e d u c e d  t h e  maximum by o n l y  28% + / - 8  a n d  t h e  t i m e  

c o u r s e  b y  49% + / —1 w h e n  i t  w a s  i n j e c t e d  f i r s t .
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I f  r a u w o l s c i n e  w a s  i n j e c t e d  a f t e r  p r a z o s i n ,  i t  b l o c k e d  t h e  

M7 ma x i mum p r e s s o r  r e s p o n s e  a  f u r t h e r  37% + / - S  b u t  i n c r e a s e d  

t h e  t i m e  c o u r s e  b y  21% + / - 9 .  P r a z o s i n  o n  t h e  o t h e r  h a n d  i f  

i n j e c t e d  a f t e r  r a u w o l s c i n e ,  i n c r e a s e d  t h e  maximum r e s p o n s e  

b y  16% + / - 6  b u t  h a d  no  f u r t h e r  e f f e c t  on  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  

r e s p o n s e .  As r a u w o l s c i n e  w a s  t h e  m o r e  p o t e n t  a n t a g o n i s t  o f  

t h e  M7 r e s p o n s e ,  M7 a p p e a r s  t o  b e  r e l a t i v e l y  s e l e c t i v e  f o r  

t h e  a l p h a 2 ” a d r e n o c e p t o r .

I N F U S I O N :  L i k e  x y l a z i n e ,  M7 p r o d u c e d  a  r e s p o n s e  w h i c h

r a p i d l y  a t t a i n e d  a  ma x i mum a n d  r e m a i n e d  a t  a  p l a t e a u  f o r  t h e  

r e s t  o f  t h e  i n f u s i o n  t i m e ,  f i g  17b .  6 u g / k g / m i n  o f  M7 g a v e  a  

ma x i mu m p r e s s o r  r e s p o n s e  o f  69 + / -  5 mmHg ( n=5) .  T h i s  w a s  

i n h i b i t e d  52% ( a . u . g . )  b y  n i f e d i p i n e ,  t h e  m a x i m u m  r e s p o n s e  

b e i n g  r e d u c e d  t o  32 + / -  3 ( p < 0 . 0 0 1 ,  n = 5 ) .

2 . 3 . c )  A z e p e x o l e

BOLUS:  A z e p e x o l e  ( B H T - 9 3 3 ,  2 5 0 u g / k g )  p r o d u c e d  a  s l o w ,

p r o l o n g e d  p r e s s o r  r e s p o n s e ,  l i k e  t h e  o t h e r  a l p h a 2 ~ a g o n i s t s  

a s s a y e d ,  f i g  1 8 a .  A m a x i m u m  o f  55  + / -  4 mmHg w a s  r e d u c e d  t o  

39 + / “  7 mmHg ( 0 . 0 5 > p > 0 . 0 1 ,  n=4)  by  n i f e d i p i n e  a n d  t h e  t i m e  

c o u r s e  w a s  r e d u c e d  f r o m  9 . 5  m i n s  t o  4 . 5  m i n s .  T h e  t ^ y 2  

v a l u e  w a s  r e d u c e d  f r o m  3 . 8  + / -  0 . 1  m i n s  t o  1 . 8  + / -  0 . 4  m i n s ,  

0 . 0 0 K P < 0 . 0 1 .  The  n i f e d i p i n e  b l o c k  w a s  c a l c u l a t e d  a s  a  66% 

t o t a l  i n h i b i t i o n  ( a . u . g . ) .
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FIG 18  E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  (0.3 m g / k g )  o n  t h e  t i m e  

c o u r s e  o f  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  A) a  b o l u s  i n j e c t i o n  

o f  a z e p e x o l e  ( 2 5 0  u g / k g ) ,  a n d  B) a n  i n f u s i o n  o f  

a z e p e x o l e  ( 0 . 1  m g / k g / m i n )  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  T h e  

c h a n g e s  i n  d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  ( / \ DBP,  mmHg) 

p r o d u c e d  b y  t h e  a g o n i s t  h a v e  b e e n  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  

( m i n s ) .  O p e n  s y m b o l s  r e p r e s e n t  c o n t r o l  r e s p o n s e ;  

f i l l e d  s y m b o l s  r e p r e s e n t  r e s p o n s e s  a f t e r  n i f e d i p i n e .  

V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  SEM, n = 4 - 5 .



I N F U S I O N ;  An i n f u s i o n  o f  t h i s  d r u g  ( O . l m g / k g )  g a v e  a  

r a p i d ,  m a i n t a i n e d  p l a t e a u  o f  47 + / -  2 mmHg ( n = 5 )  , f i g  1 8 b .  

T h i s  w a s  i n h i b i t e d  b y  50% i n  t o t a l  ( a . u . g . )  a n d  t h e  m a x i m u m  

w a s  r e d u c e d  t o  24 + / -  3 mmHg by  n i f e d i p i n e  ( p < 0 . 0 0 1 ,  n = 5 ) .

2 . 4 )  V a s o c o n s t r i c t o r  R e s p o n s e s  t o  N o r a d r e n a l  inm

ALPHA^ OR ALPHA2 ? :  The  b o l u s  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e  i s

s u s c e p t i b l e  t o  b l o c k a d e  b y  a l p h a ^  a n d  a l p h a 2  a n t a g o n i s t s .  

Wh e n  p r a z o s i n  ( I m g / k g ) ,  a n  a l p h a ^  b l o c k e r ,  w a s  i n j e c t e d  5 

m i n s  b e f o r e  NA ( l u g / k g )  t h e  m a x i m u m  r e s p o n s e  w a s  r e d u c e d  

f r o m  76  + / -  8 mmHg ( n= 6 )  b y  21%.  T h e  t i m e  c o u r s e  w a s  a l s o  

r e d u c e d  b y  25%.  I f  r a u w o l s c i n e  ( 0 . 2 m g / k g ) ,  a n  a l p h a ^  

b l o c k e r ,  w a s  s u b s e q u e n t l y  i n j e c t e d ,  a  f u r t h e r  b l o c k  o f  o n l y  

13% w a s  s e e n  o n  t h e  max i mum b u t  t h e  t i m e  c o u r s e  w a s  r e d u c e d  

b y  a n o t h e r  22%.

H o w e v e r ,  i f  r a u w o l s c i n e  w a s  i n j e c t e d  f i r s t ,  i t  r e d u c e d  

NA' s  m a x i mu m b y  o n l y  5% b u t  r e d u c e d  t h e  t i m e  c o u r s e  b y  33%. 

Wh e n  p r a z o s i n  w a s  s u b s e q u e n t l y  i n j e c t e d ,  t h e  m a x i m u m  

r e s p o n s e  w a s  r e d u c e d  b y  a  f u r t h e r  58% b u t  t h e  t i m e  c o u r s e  

o n l y  r e d u c e d  a n o t h e r  12%. Un d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  t h e r e f o r e ,  

p r a z o s i n  i n h i b i t s  t h e  max i mum r e s p o n s e  p r e f e r e n t i a l l y  w h i l e ,  

r a u w o l s c i n e  i n h i b i t s  t h e  t i m e  c o u r s e .  A l l  e x p e r i m e n t s  w i t h  

NA w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  I m g / k g  o f  p r o p r a n o l o l  p r e s e n t  t o  

i n h i b i t  a n y  c a r d i a c  e f f e c t s .

BOLUS; When n i f e d i p i n e  w a s  a d m i n i s t e r e d  t h e r e  w a s  l i t t l e  

e f f e c t  o n  t h e  max i mum b u t  t h e  o v e r a l l  r e s p o n s e  ( a s s e s s e d  a s  

a r e a  u n d e r  t h e  g r a p h )  w a s  r e d u c e d ,  f i g  19 a .  The  maximum w a s
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F I G 19 E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  (0 .3  m g / k g )  o n  t h e  t i m e  

c o u r s e  o f  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  A) a  b o l u s  i n j e c t i o n  

o f  n o r a d r e n a l i n e  (1  u g / k g ) ,  a n d  B) a n  i n f u s i o n  o f  

n o r a d r e n a l i n e  (1 u g / k g / m i n )  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  T h e  

c h a n g e s  i n  d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  ( / \ D B P ,  mmHg) p r o d u c e d  by 

t h e  a g o n i s t  h a v e  b e e n  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  ( m i n s ) .  Open 

s y m b o l s  r e p r e s e n t  c o n t r o l  r e s p o n s e ;  f i l l e d  s y m b o l s  

r e p r e s e n t  r e s p o n s e s  a f t e r  n i f e d i p i n e .  V e r t i c a l  b a r s  

r e p r e s e n t  SEM, n = 5 - 6 .
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r e d u c e d  t o  6 1 . 3  + / -  12 mmHg ( 0 . 0 K P < 0 . 0 5 ,  n = 5 )  a n d  t ^ / 2  w a s  

r e d u c e d  f r o m  1 . 9  + / -  0 . 4  m i n s  t o  1 . 1  + / -  0 . 2  m i n s ,

0 . 0 K P < 0 . 0 5 .  T h e  t o t a l  b l o c k  w a s  46% ( a . u . g . ) .

I N F U S I O N :  T h e  i n f u s i o n  r e s p o n s e  t o  NA s h o w e d

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  b o t h  p h e n y l e p h r i n e  a n d  x y l a z i n e ,  f i g  1 9b .  

T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  l u g / k g / m i n  p r o d u c e d  a n  i n f u s i o n  w h i c h  

r a p i d l y  a t t a i n e d  a  m a x i m u m  o f  58  + / -  5 mmHg b u t  o n l y  

m a i n t a i n e d  i t  f o r  a b o u t  4 m i n s  b e f o r e  w a n i n g  t o  42  + / -  6 

mmHg a f t e r  20 m i n s  ( n =6 ) .  N i f e d i p i n e  r e d u c e d  t h e  maximum t o  

3 8  + / “  4 mmHg ( 0 . 0  01  < P < 0 . 0 1 ,  n = 5 ) ,  w i t h  a n  o v e r a l l

i n h i b i t i o n  o f  31% ( a . u . g . ) .

INFUSION TACHYPHYLAXIS?: To i n v e s t i g a t e  t h i s  p h e n o m e n o n

o f  t h e  i n f u s i o n  r e s p o n s e  w a n i n g ,  NA w a s  k e p t  i n f u s i n g  f o r  up  

t o  1 h o u r  a n d  t h e  r e s p o n s e  s l o w l y  d e c r e a s e d  t h r o u g h o u t .  I f ,  

w h e n  t h e  r e s p o n s e  w a s  w a n i n g ,  t h e  i n f u s i o n  r a t e  w a s  

i n c r e a s e d  b y  a  f a c t o r  o f  t w o ,  t h e  b l o o d  p r e s s u r e  i n c r e a s e d  

a n d  i f  t h e  i n f u s i o n  w a s  s t o p p e d  a n d  t h e  r e s p o n s e  a l l o w e d  t o  

r e t u r n  t o  b a s e l i n e  a  s e c o n d  i n f u s i o n  r e s p o n s e  c o u l d  b e  

o b t a i n e d .

A t  t h e  t i m e  w h e n  t h e  r e s p o n s e  w a s  d e c r e a s i n g ,  b o t h  

p r a z o s i n  a n d  r a u w o l s c i n e  w e r e  i n j e c t e d  t o  s e e  w h a t  

p r o p o r t i o n  o f  t h e  r e s p o n s e  l e f t  w a s  a l p h a ^  o r  a l p h a 2 ~ 

r e c e p t o r  m e d i a t e d .  R a u w o l s c i n e  ( I m g / k g )  w a s  f o u n d  t o  h a v e  

o n l y  a  t r a n s i e n t  e f f e c t ,  r e d u c i n g  t h e  r e s p o n s e  o f  62  + / -  7 

mmHg t o  11 + / -  2 mmHg b e l o w  t h e  b a s e l i n e  ( 0 . 0 0 K P < 0 . 0 1 ;  n=3)  

b u t  a l l o w i n g  r e c o v e r y  o f  t h e  r e s p o n s e  t o  42 + / -  13 mmHg 

a f t e r  10 m i n s .  W h e r e a s  p r a z o s i n  ( I m g / k g )  on  t h e  o t h e r  h a n d

63



c o m p l e t e l y  b l o c k e d  t h e  r e s p o n s e ,  t a k i n g  i t  f r o m  61 + / -  4mmHg 

t o  11 + / ”  4 mmHg b e l o w  t h e  b a s e l i n e  ( 0 . 0 0 1 < P < 0 . 0 1 ;  n=3)  w i t h  

n o  r e c o v e r y  o f  t h e  r e s p o n s e  u p  t o  I h r  a f t e r  t h e  a n t a g o n i s t  

w a s  i n j e c t e d .  I t  a p p e a r e d  a s  i f  t h e  r e s p o n s e  t o  NA t o w a r d s  

t h e  e n d  o f  t h e  i n f u s i o n  w a s  d u e  t o  t h e  a c t i v a t i o n  o f  m a i n l y  

a l p h a ^  r e c e p t o r s  a s  o n l y  p r a z o s i n  h a d  a  l a s t i n g  i n h i b i t o r y  

e f f e c t .

I f  t h i s  w a s  s o ,  t h e n  r a u w o l s c i n e  g i v e n  b e f o r e  t h e  i n f u s i o n  

o f  NA s h o u l d  p r o d u c e  a  " p h e n y l e p h r i n e - t y p e "  i n f u s i o n  

r e s p o n s e .  A g r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  NA (2 u g / k g / m i n )  h a d  

t o  b e  i n f u s e d  a f t e r  1 m g / k g  o f  r a u w o l s c i n e  w a s  i n j e c t e d  t o  

p r o d u c e  a  m a x i m u m  r e s p o n s e  o f  61  + / -  2 mmHg ( n = 2 ) . T h e  

r e s p o n s e  w a n e d  b y  38%,  w h i c h  w a s  g r e a t e r  t h a n  t h e  28% 

r e d u c t i o n  w h e n  no  a l p h a 2 - b l o c k e r  w a s  p r e s e n t ,  b u t  n o t  a s  

l a r g e  a s  t h e  80% r e d u c t i o n  o f  t h e  r e s p o n s e  t o  p h e n y l e p h r i n e .  

The  l e v e l s  o f  NA p r e s e n t  d u r i n g  t h e  i n f u s i o n  t h e n  b e c a m e  o f  

i n t e r e s t  a n d  t h i s  w a s  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  HPLC 

m e t h o d s .
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2 . 5 )  M e a s u r e m e n t  û f  N o r a d r e n a l i n e  L e v e l s  i n  The  P l a s m a  Of

The  P i t h e d  R a t

I n  a n  a t t e m p t  t o  f i n d  o u t  w h a t  w e r e  t h e  l e v e l s  o f  NA 

p r e s e n t  i n  t h e  b l o o d  s t r e a m  o f  t h e  p i t h e d  r a t ,  a r t e r i a l  o r  

v e n o u s  b l o o d  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  f r o m  r a t s  w h i c h  h a d  b e e n  

i n f u s e d  w i t h  NA a s  a b o v e ,  f i g  2 0 .  T h e  2 . 0 m l  s a m p l e s  w e r e  

t a k e n  b e f o r e  t h e  i n f u s i o n  ( a f t e r  t h e  s t a b i l i z a t i o n  p e r i o d ) ,  

d u r i n g  t h e  i n f u s i o n  ( t = 5  m i n s ,  w h e n  NA w a s  e x e r t i n g  i t s  

m a x i m u m  p r e s s o r  e f f e c t )  a n d  a t  t h e  e n d  o f  t h e  20 m i n  

i n f u s i o n ;  b o t h  a r t e r i a l  a n d  v e n o u s  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  (n=4 

f o r  e a c h  s a m p l e ) .  As  a  c o n t r o l ,  o t h e r  r a t s  w e r e  i n f u s e d  

w i t h  0.9% s a l i n e  ( t h e  NA v e h i c l e )  a t  t h e  s a m e  r a t e  f o r  20 

m i n s  a n d  b l o o d  s a m p l e s  t a k e n  a t  t h e  s a me  t i m e  i n t e r v a l s .

Due t o  t h e  s i z e  o f  t h e  s a m p l e s  n e e d e d ,  a t  f i r s t ,  d i f f e r e n t  

r a t s  w e r e  u s e d  f o r  t h e  a r t e r i a l  a n d  v e n o u s  s a m p l e s  a n d  o n l y  

t w o  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  p e r  r a t .  T h i s  w a s  l a t e r  f o u n d  t o  b e  

u n n e c e s s a r y  a s ,  o n  a n a l y s i s ,  t h e r e  w a s  no  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  l e v e l s  o f  NA i n  t h e  p l a s m a  i f  t h e  

s a m p l e s  w e r e  a l l  t a k e n  f r o m  t h e  o n e  r a t .  T h e  l e v e l s  o f  

n o r a d r e n a l i n e  f o u n d  i n  r a t s '  p l a s m a  when  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  

o n l y  a f t e r  t h e  i n f u s i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e ,  w e r e  f o u n d  t o  b e  

3 . 0  + / -  0 . 1  n g / m l  f o r  a r t e r i a l  b l o o d  a n d  1 . 3  + / -  0 . 1  n g / m l  

f o r  v e n o u s  b l o o d  ( n = 2 ) .  T h e  l e v e l s  f o u n d  i n  t h e  p l a s m a  

a f t e r  t h e  i n f u s i o n ,  w h e n  s a m p l e s  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  t a k e n  

b e f o r e  t h e  i n f u s i o n ,  w e r e  3 . 5  + / -  0 . 5  n g / m l  f o r  a r t e r i a l  

b l o o d  a n d  1 . 3  + / -  0 . 1  n g / m l  f o r  v e n o u s  b l o o d  ( n = 3 ,  N.S. )

A f t e r  t h e  b l o o d  h a d  g o n e  t h r o u g h  t h e  c a t e c h o l a m i n e
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FIG 20  C o n c e n t r a t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  ( n g / m l  p l a s m a )  

b e f o r e ,  d u r i n g  a n d  a f t e r  t h e  i n f u s i o n  o f  1 u g / k g / m i n  o f  

n o r a d r e n a l i n e  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  T h e  p o i n t s  a r e  

c o n n e c t e d  w i t h  t h e  l i n e s  o f  b e s t  f i t .  B r o k e n  l i n e s  

c o n n e c t  c o n t r o l  l e v e l s  ( s a l i n e  i n f u s e d ) ;  s o l i d  l i n e s  

c o n n e c t  n o r a d r e n a l i n e  i n f u s e d  l e v e l s .  C l o s e d  s y m b o l s  

r e p r e s e n t  a r t e r i a l  p l a s m a  l e v e l s ;  o p e n  s y m b o l s  

r e p r e s e n t  v e n o u s  p l a s m a  l e v e l s .  (a) i n d i c a t e s  t h e  t i m e  

a t  w h i c h  t h e  m a x i m u m  p r e s s o r  r e s p o n s e  f o r  t h a t  

p a r t i c u l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  i s  p r o d u c e d ;  

(b) i n d i c a t e s  t h e  t i m e  f r o m  w h i c h  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  

b e g i n s  t o  d e c l i n e .  V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  SEM,  ( n =4  

f o r  e a c h  s a m p l e ) .
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e x t r a c t i o n  p r o c e s s ,  t h e  l e v e l s  o f  NA w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  

i o n - p a i r  r e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y .  T a b l e  1 s h o w s  t h e  

l e v e l s  o f  NA f o u n d  i n  t h e  r a t s '  p l a s m a .  I t  i s  c l e a r  f r o m  

t h e  r e s u l t s  t h a t  t h e  l e v e l  o f  NA i n  a r t e r i a l  p l a s m a  w a s  

s t i l l  a t  a  ma x i mu m w h e n  t h e  b l o o d  p r e s s u r e  r e s p o n s e  w a s  on 

t h e  d e c l i n e .  S u r p r i s i n g l y ,  a l m o s t  no i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  

o f  v e n o u s  NA w a s  f o u n d  d u r i n g  o r  a f t e r  t h e  i n f u s i o n .
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TAB I- E 1 S u mmarises t  he 1 e v e  1 s o f n o  r a d i'" ena 1 i  n e ( ii g/ml 
plas rn a ) t o  u n d i n t  h e  a  i'-1 e  r i a 1 a ii c j v e n o u s ta 1 a o d o f t  h e
p i t  h e  d r a  t .. S a in p 1 e  s w e r e  t  e  s  t  e d i  n ta o t  h c o n t  r- o I

(saline infused) and noradrenaline infused (1
ug/kg/min) animals taefore, dur i n g and after the
infusions. Data is expressed as mean values •+•/••••• SEN,
(n=6).
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£â^^.DE.P.E.NDE_NCE ÛE NORADRENALINE-INDUCED CONTRACTION IN RAT

AORTIC SMOOTH MUSCLE

The  p r e v i o u s  s t u d i e s  i n  t h i s  t h e s i s ,  on  t h e  i m p o r t a n c e  o f  

c a l c i u m  t o  t h e  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  r e s p o n s e ,  h a d  b e e n  c a r r i e d  

o u t  o n  t h e  w h o l e  a n i m a l  p r e p a r a t i o n ,  t h e  p i t h e d  r a t .  T h i s  

s e c t i o n  e x a m i n e s  t h e  e f f e c t s  o f  C a ^ ^  o n  a n  i n  v i t r o  

p r e p a r a t i o n  f r o m  t h e  r a t ,  t h e  a o r t a .  T h i s  t i s s u e  w a s  c h o s e n  

b e c a u s e  i t s  c o n t r a c t i l e  r e s p o n s e  t o  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

n o r a d r e n a l i n e  o f  10  nM a n d  a b o v e  i s  b i p h a s i c  ( G o d f r a i n d  & 

K a b a ,  1 9 7 2 ) .  The  i n i t i a l  f a s t  c o m p o n e n t  w a s  b e l i e v e d  t o  b e  

d u e  t o  t h e  r e l e a s e  o f  i n t r a c e l l u l a r  C a ^ +  a n d  t h e  s e c o n d ,  

s l o w  c o m p o n e n t  t o  b e  d u e  t o  t h e  i n f l u x  o f  e x t r a c e l l u l a r  

c a l c i u m  ( G o d f r a i n d  & K a b a ,  1 9 7 2 ;  V a n  B r e e m e n ,  1 9 7 7 ) .  I n  

t h i s  o n e  t i s s u e  p r e p a r a t i o n ,  t h e r e f o r e ,  t w o  p h a s e s  o f  

c o n t r a c t i o n  t o  o n e  r e c e p t o r  s u b - t y p e  ( R u f f o l o ,  1 9 8 5 ;  D o w n i n g  

e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  D i g g e s  & S u m m e r s ,  1 9 8 3 )  c o u l d  b e  p r o d u c e d  a n d  

e x a m i n e d  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  t w o  p h a s e s  o f  t h e  a l p h a  

p r e s s o r  r e s p o n s e  a l r e a d y  l o o k e d  a t  i n  s e c t i o n  2.

T h e  f i r s t  p h a s e ,  t h o u g h t  t o  b e  r e l y i n g  m o r e  on  i n t e r n a l  

c a l c i u m  m o b i l i s a t i o n ,  c o u l d  b e  c o m p a r e d  w i t h  t h e  f i r s t  p h a s e  

o f  a n  a l p h a ^  r e s p o n s e  i n  t h e  p i t h e d  r a t  w h e r e  a l l  p r e v i o u s  

e v i d e n c e  h a d  p o i n t e d  t o  t h a t  r e s p o n s e  b e i n g  d u e  t o  

m o b i l i s a t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  Ca^*^ ( L a n g e r  & S h e p p e r s o n ,  

1 9 8 2 ;  v a n  M e e l  e t  a l . ,  1 9 8 3 a ,  b ;  T i m m e r m a n s  e t  a l . ,  1 9 8 3 ,  

S a e e d  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  C a v e r o  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  T h e  s e c o n d  p h a s e  

o f  t h e  a o r t i c  r e s p o n s e ,  t h o u g h t  t o  b e  due  t o  c a l c i u m  e n t r y ,  

c a n  b e  l i k e n e d  t o  t h e  s e c o n d  p h a s e  o f  t h e  a l p h a  r e s p o n s e  i n  

t h e  p i t h e d  r a t ,  w h i c h  c a n  b e  p r o d u c e d  by  e i t h e r  a l p h a ^  o r
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a l p h & 2  a g o n i s t s .  I t  w a s  b e l i e v e d  t h a t  b y  s t u d y i n g  t h e  

e f f e c t s  o f  c a l c i u m  a n d  c a l c i u m —e n t r y  b l o c k a d e  o n  t h i s  

s i m p l e r  m o d e l  m o r e  i n f o r m a t i o n  c o u l d  b e  g a i n e d  o n  t h e  

h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  c a l c i u m  v a r i e d  w i t h  t h e  

t i m e  c o u r s e  o f  t h e  r e s p o n s e  r a t h e r  t h a n  w i t h  r e c e p t o r  

s u b t y p e  i n v o l v e d .

3 . 1 )  G e n e r a l

S m o o t h  m u s c l e  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e  h a s  t w o  

c o m p o n e n t s :  a n  i n i t i a l  r a p i d ,  t r a n s i e n t  c o n t r a c t i o n  ( ITC)  

a n d  a  s e c o n d a r y ,  s l o w e r  c o n t r a c t i o n  ( S S C ) .  T h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  u s e d  t o  s t u d y  t h e s e  

c o m p o n e n t s  w a s  1 0 “ ^M w h i c h  w a s  c h o s e n  a s  i t  i s  s u b - m a x i m a l ,  

s e e  f i g  2 1 ,  a n d  h a s  b e e n  u s e d  o n  t h e  r a t  a o r t a  p r e v i o u s l y  

( G o d f r a i n d  e t  a l ,  1 9 8 2 ) .  A c o u p l e  o f  p r e l i m i n a r y  

e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t ,  t o  e n s u r e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  

t h e  r e s u l t s .

F i r s t ,  i t  w a s  c h e c k e d  t h a t  r e p e a t  " p u l s e s "  ( s e e  M e t h o d s )  

o f  NA p r o d u c e d  s i m i l a r  r e s p o n s e s  a n d  t h a t  t h e r e  w a s  no  

e v i d e n c e  o f  p o t e n t i a t i o n  o r  t a c h y p h y l a x i s ,  f i g  2 2 .  A f t e r  

t h e  f i r s t  t w o  p u l s e s  t h e r e  w a s  no  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  

t h e  r e s p o n s e  p r o d u c e d  ( e i t h e r  t h e  I TC o r  t h e  SSC) f o r  up  t o  

9 p u l s e s  e x a m i n e d .  I n  a l l  c a s e s ,  t h e  t i s s u e s  w e r e  g i v e n  4 

p u l s e s  o f  NA ( i . e .  4 s e p a r a t e ,  4 m i n u t e  p e r f u s i o n s  o f  NA 

t h r o u g h  t h e  t i s s u e s ,  w i t h  l / 2 h r  r e c o v e r y  i n  n o r m a l  T r i s  

s a l i n e  b e t w e e n  e a c h  c o n c e n t r a t i o n  o f  a g o n i s t )  f o r  2 h o u r s  

b e f o r e  t h e  e x p e r i m e n t  b e g a n ,  t o  e n s u r e  m i n i m a l  c h a n g e s  i n  

s e n s i t i v i t y  t o  s u b s e q u e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a g o n i s t .
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FIG 22 E f f e c t  o f  r e p e a t e d  a d m i n i s t r a t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  
(1 uM) o n  t h e  s t r e n g t h  o f  t h e  c o n t r a c t i o n  p r o d u c e d  by  t h e  
i s o l a t e d  r a t  a o r t a .  R e s p o n s e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  
o f  t h e  r e s p o n s e  t o  t h e  f i r s t  e x p o s u r e  o f  t h e  t i s s u e  t o  
n o r a d r e n a l i n e .  Open s y m b o l s  r e p r e s e n t  t h e  s l o w  c o m p o n e n t  o f  
t h e  r e s p o n s e ;  c l o s e d  s y m b o l s  r e p r e s e n t  t h e  f a s t  c o m p o n e n t  o f  
t h e  r e s p o n s e .  V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  SEM ( n - 4 ) . 100%:
F a s t  = 0 . 9 4  ±  0 . 2 2 g ;  S l o w  = 1 . 2  ±  0 . 0 8 g



T h e  s e c o n d  e x p e r i m e n t  e x a m i n e d  t h e  e f f e c t  o f  t h e  T r i s  

s o l u t i o n ,  o n  t h e  NA r e s p o n s e .  T r i s  s o l u t i o n  i s  g a s s e d  w i t h  

100% O2  a n d  i t  i s  n o t  a l w a y s  e a s y  t o  e n s u r e  t h a t  i t  i s  b e i n g  

g a s s e d  a t  t h e  s a m e  r a t e  i n  e a c h  e x p e r i m e n t .  T h e  s o l u t i o n s  

w e r e  g a s s e d  w i t h  t w o  l e v e l s  o f  O2 , " h i g h "  ( p 0 2  = 492  + / -  26 

mmHg,  n = 3 )  a n d  " n o r m a l "  ( p 0 2 = 3 9 5  + / -  33 mmHg, n =3)  a n d  a  

t h i r d  s o l u t i o n  w a s  n o t  g a s s e d  a t  a l l  (p02  = 178  + / -  3 mmHg,  

n = 3 ) .  Two c o n c e n t r a t i o n s  o f  n o r a d r e n a l i n e  w e r e  u s e d  t o  

c o n t r a c t  t h e  a o r t a ,  3 x l O “ ^M a n d  1 0 “ ^M. T h e r e  w a s  n o  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  r e s p o n s e s  t o  10"^m NA i n  

t h e  h i g h  a n d  " n o r m a l "  g a s s e d  s o l u t i o n s  b u t  t h e  r e s p o n s e s  i n  

t h e  n o n - g a s s e d  s o l u t i o n  w e r e  s m a l l e r ,  i . e .  on  a v e r a g e  21% 

+ / ”  3 s m a l l e r  f o r  t h e  ITC a n d  32% + / -  5 s m a l l e r  f o r  t h e  SSC,  

( I T C ;  0 . 0 0 K P < 0 . 0 1 ;  S S C :  0 . 0 K P < 0 . 0 5 ,  n = 4 ) ,  t a b l e  2 .

C o n v e r s e l y ,  t h e r e  w e r e  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  

r e s p o n s e s  p r o d u c e d  b y  3 x l O ” ®M NA i n  t h e  h i g h  a n d  " n o r m a l "  

g a s s e d  s o l u t i o n s  i . e .  t h e  h i g h l y  g a s s e d  s o l u t i o n s  r e d u c e d  

b o t h  p h a s e s  o f  t h e  r e s p o n s e  ( ITC a n d  SSC:  0 . 0 0 1 < P < 0 . 0 1 ,

n = 4 ) .  T h e  l o w  O2  s o l u t i o n  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  o n l y  t h e  

SSC ( 0 . 0 1 < P < 0 . 0 5 )  f o r  3 x l O ” ^M NA. So ,  a s  l o n g  a s  10" ^M NA 

w a s  u s e d  a n d  t h e  s o l u t i o n s  w e r e  b u b b l e d  t o  a r e a s o n a b l e  

d e g r e e ,  t h e  NA r e s p o n s e s  w o u l d  n o t  be  a f f e c t e d .

3.2)  I n t r a c e l l u l a r  a n d  E x t r a c e l l u l a r  A n t a g o n i s t s

I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  t h e  I T C  i s  n o t  a s  d e p e n d e n t  o n  

e x t r a c e l l u l a r  C a 2 + - e n t r y  a s  i s  t h e  SSC, t h e r e f o r e  i t  f o l l o w s  

t h a t  n i f e d i p i n e  w o u l d  e x e r t  i t s  g r e a t e s t  e f f e c t  on  t h e

69



T A B L. E 2 S u rn m a r i s  e  s t  h e  e  f  t  e  c  t  s  o  f  v a r y i n g t  ! i e
s t r e n g t h  o f  b u bbli n g , o  f  t  h e  T r i s  b u f  f  e  r  s  o 1. u. t  i  o  n o n
the contraction of the isolated rat aorta to

-8 —6
noradrenaline (3x10 M-10 M). Responses are expressed
as a percentage of the "normal" oxygen level response, 
mean values +/- SEM, ( n = 3 ) „
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s e c o n d a r y  c o m p o n e n t  o f  N A ' s  r e s p o n s e .  To e x a m i n e  t h i s ,  

n i f e d i p i n e ,  i n  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  ( l O ' ^ M - l O ' ^ M ) , w a s  

a d d e d  t o  t h e  p e r f u s a t e  a s  NA w a s  p u l s e d .  V a r i o u s  t r i s  

s o l u t i o n s ,  w i t h  d i f f e r e n t  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  u s e d  

t o  e x a m i n e  t h e  s e p a r a t e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  NA r e s p o n s e .

i )  2mM Ca^ ' t  S o l u t i o n ;

B o t h  c o m p o n e n t s  o f  c o n t r a c t i o n  a r e  p r o d u c e d  i n  t h i s  

" n o r m a l - C a ^ " ^ "  s o l u t i o n .  N i f e d i p i n e  h o w e v e r ,  d i d  n o t  i n h i b i t  

t h e  r e s p o n s e  t o  NA b u t  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  b o t h  t h e  ITC 

a n d  t h e  SSC ( e . g .  w i t h  1 0 ” ^M n i f e d i p i n e ,  f o r  b o t h  ITC a n d  

SCC:  0 . 0 0 1 < P < 0 . 0 1 ,  n = 6 )  f i g  2 3 .  T h e  t i s s u e s  w e r e  a l s o

t e s t e d  w i t h  r e p e a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a l c o h o l ,  t h e  

n i f e d i p i n e  v e h i c l e ,  t o  e n s u r e  i t  w a s  n o t  t h i s  w h i c h  w a s  

c a u s i n g  t h e  i n c r e a s e ;  i t  h a d  no  s u c h  e f f e c t .  A l o w e r  

c o n c e n t r a t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  ( 3 x l O ” ^M) was  a l s o  t r i e d  t o  

s e e  i f  n i f e d i p i n e  c o u l d  b l o c k  e i t h e r  p h a s e  o f  t h e  r e s p o n s e  

i t  p r o d u c e d .  1 0 ” ^M n i f e d i p i n e  h a d  n o  e f f e c t  b u t  3 x l O “ ^M 

n i f e d i p i n e  p r o d u c e d  a n  i n h i b i t i o n  o f  b o t h  t h e  f a s t  a n d  s l o w  

c o m p o n e n t s  o f  b o t h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  n o r a d r e n a l i n e ' s  a o r t i c  

r e s p o n s e ,  ( f i g  2 4 ) .  A l l  g r a p h s  a r e  d r a w n  a s  t h e  l o g  

c o n c e n t r a t i o n  o f  n i f e d i p i n e  v s  t h e  r e s p o n s e  t o  NA a s  a  % o f  

t h e  c o n t r a c t i o n  b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  n i f e d i p i n e .

i i )  [Ca^**"] f  j-gg S o l u t i o n :

No Ca^ +  s a l t s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  s o l u t i o n  a n d  5mM EGTA w a s  

u s e d  t o  c h e l a t e  t h e  r e m a i n i n g  C a ^ ^  c o n t a m i n a n t s .  Th e  

c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  w a s  c a l c u l a t e d  t o  b e  10 T h e s e

c o n d i t i o n s  p r o d u c e  a  m o r e  d o m i n a n t  ITC s o  m a k i n g  t h e  e f f e c t  

o f  n i f e d i p i n e  o n  i t  , e a s i e r  t o  s t u d y .  T h e  s l o w  c o m p o n e n t
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F I G  23  E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  ( 1 0 " ^ M - 1 0 ” ^M) o n  t h e  f a s t  
c o m p o n e n t  ( c l o s e d  s y m b o l s )  a n d  s l o w  c o m p o n e n t  ( open  s y m b o l s )  
o f  t h e  i s o l a t e d  r a t  a o r t a  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e  (10 M). 
R e s p o n s e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  r e s p o n s e  
e l i c i t e d  w i t h  no  n i f e d i p i n e  p r e s e n t .  T i s s u e s  a r e  b a t h e d  i n  
a  2mM C a ^ +  T r i s  b u f f e r  s o l u t i o n ,  w i t h  no  EGTA p r e s e n t .  
S t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e :  ** 99% l e v e l .  V e r t i c a l  b a r s
r e p r e s e n t  SEM ( n = 6 ) .  10 0 %:  F a s t  = 0 . 6 8  ±  0 . 0 2 g ;  S l o w  = 1 . 0 6
±  O . l l g .



F I G  2 4  H i s t o g r a m  d i s p l a y i n g  t h e  p e r c e n t a g e  

i n h i b i t i o n  o f  t h e  r a t  a o r t a  c o n t a c t i l e  r e s p o n s e  t o  

n o r a d r e n a l i n e  ( 1 0 ” ^M a n d  3 x l O ” ®M) b y  t w o  d i f f e r e n t  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  n i f e d i p i n e  ( 1 0 “ ^M a n d  3 x l O ” ^ M) .  

R e s p o n s e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  m a x i mu m 

c o n t r a c t i l e  r e s p o n s e  e l i c t e d  by  n o r a d r e n a l i n e  ( 1 0 ” ^M).  

D a t a  i s  s h o w n  f o r  b o t h  t h e  f a s t  a n d  s l o w  c o m p o n e n t s  o f  

t h e  r e s p o n s e .



% of maximum response



i s  n o t  t o t a l l y  a b o l i s h e d  w h e n  t h e  t i s s u e s  a r e  b a t h e d  i n  

c a l c x u i n  f r e e  s o l u t i o n s .  On a v e r a g e  35% 4 (n—4) o f  t h e

r e s p o n s e  r e m a i n s .  F i g  25 s h o w s  t h a t  t h e r e  w a s  no  i n h i b i t i o n  

o f  e i t h e r  p h a s e  u n t i l  1 0 - 6 »  n i f e d i p i n e  a n d  a b o v e  w a s  u s e d .  

U n e x p e c t e d l y  t h e  ITC w a s  r e d u c e d  m o r e  t h a n  t h e  SSC b u t  e v e n  

t h e n  t h e  m a x i m u m  i n h i b i t i o n  w a s  o n l y  37% w i t h  t h e  

n i f e d i p i n e  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 “ ^M ( n=5) .

i i i )  R e d u c e d  C a ^ ^  S o l u t i o n :

C a l c i u m  c h l o r i d e  w a s  a d d e d  t o  t h e  t r i s  s o l u t i o n  ( w i t h  ImM 

EGTA) t o  p r o d u c e  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  c a l c i u m  o f  5 x 1 0 “
o

M. Wh e n  t h e  t i s s u e s  w e r e  e x p o s e d  t o  t h i s  s a l i n e ,  t h e  SSC 

w a s  m o r e  p r o n o u n c e d  t h a n  i n  t h e  [ C a ^ + j ^ ^ ^ ^  s o l u t i o n  f i g  26.  

T h i s  t i m e  n i f e d i p i n e  b l o c k e d  t h e  SSC (52% + / -  4 o f  maximum,  

n=6)  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  t h a n  t h e  ITC (92% + / -  5 o f  ma x i mum,  

P < 0 . 0 0 1  f o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  1 0 ” ^ M,  n = 6 )  a n d  h a d  a

s i g n i f i c a n t  e f f e c t  w i t h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 0 “"®M a n d  g r e a t e r .  

T h e  m a x i m u m  i n h i b i t i o n  o f  t h e  SSC w a s  60%,  w i t h  1 0 - ^ M  

n i f e d i p i n e ,  ( n = 6 ) . F i g u r e  2 7 ( a )  s h o w s  r e p r e s e n t a t i v e  t r a c e s  

o f  t h e  e f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  on  t h e  c o n t r a c t i l e  r e s p o n s e  t o  

n o r a d r e n a l i n e  i n  n o r m a l  ( i )  a n d  r e d u c e d  c a l c i u m  s o l u t i o n s  

( i i )  .

i v )  EGTA A d j u s t e d  S o l u t i o n s :

T h e  a b o v e  s o l u t i o n s  a l l  c o n t a i n e d  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  EGTA, 

s o  i n  o r d e r  t o  s t a n d a r d i s e  t h e  p r o c e d u r e ,  e x p e r i m e n t s  i )  a n d

i i i )  w e r e  r e p e a t e d  w i t h  t h e  s a m e  a m o u n t  o f  c a l c i u m  b u f f e r  a s  

i n  i i ) ,  i . e .  5mM EGTA, a n d  t h e  c a l c i u m  a d d e d  w a s  i n c r e a s e d  

t o  m a i n t a i n  t h e  [ C a ^ + j ^ ^ e e  l e v e l s  i n  i )  a n d  i i i ) .  T h e  

" n o r m a l  Ca^"*"" e x p e r i m e n t s ,  s h o w e d  g r e a t l y  d i f f e r e n t  r e s u l t s ,

71



120 1

1 0 0

CLen 80

80

40

20 -

-8 -7 -G
DOSE NIFEDIPINE (N)

-5

F I G  2 5  E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  ( 1 0 " ® M - 1 0 “  M) o n  t h e  f a s t  
c o m p o n e n t  ( c l o s e d  s y m b o l s )  a n d  s l o w  c o m p o n e n t  ( open  s y m b o l s )  
o f  t h e  i s o l a t e d  r a t  a o r t a  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e  ( 10” °M) .  
R e s p o n s e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  r e s p o n s e  
e l i c i t e d  w i t h  no n i f e d i p i n e  p r e s e n t .  T i s s u e s  a r e  b a t h e d  i n  
a  c a l c i u m  f r e e  T r i s  b u f f e r  s o l u t i o n ,  w i t h  5mM EGTA p r e s e n t .  
S t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e :  ** 99%, *** 99.9% l e v e l .  V e r t i c a l  
b a r s  r e p r e s e n t  SEM ( n = 5 ) .  100%:  F a s t  = 0 . 6 9  ±  0 . 0 2 g ;  S l o w  =
0 . 6 8  ±  0 . 0 4 g .
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F I G  26  E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  ( 1 0 ”* ^ M - 1 0 “ ^M) o n  t h e  f a s t  
c o m p o n e n t  ( c l o s e d  s y m b o l s )  a n d  s l o w  c o m p o n e n t  ( open  s y m b o l s )  
o f  t h e  i s o l a t e d  r a t  a o r t a  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e  (10”'^M),  
R e s p o n s e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  r e s p o n s e  
e l i c i t e d  w i t h  no  n i f e d i p i n e  p r e s e n t .  T i s s u e s  a r e  b a t h e d  i n  
a  r e d u c e d  C a ^ *  ( 5 x l O ” ®M) T r i s  b u f f e r  s o l u t i o n ,  w i t h  ImM EGTA 
p r e s e n t .  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e :  * 95% l e v e l ,  ** 99% 
l e v e l ,  * * *  99 . 9% l e v e l .  V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  SEM ( n = 6 ) .  
100 %:  F a s t  = 1 . 0 3  ±  0 . 0 6 g ;  S l o w  = 1 . 2 0  ±  0 . 0 5 g .
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F I G  27 R e p r e s e n t a t  i ^ e o f  t h e  e f f e c t  o f  A) 
r e d u c e d  c a ^ Ç i u m  T r i s

t r a c e s
n i f e d i p i n e  i n  i )  2mM C a ^ *  a n d  i i )
b u f f e r  s o l u t i o n  a n d  B) p r a z o s i n  i n  i )  2mM C a ^ ^  a n d  i i )  
c a l c i u m —f r e e  T r i s  b u f f e r  s o l u t i o n  on  c o n t r a c t i l e  r e s p o n s e s  
t o  1 0 “ ®M n o r a d r e n a l i n e  on  t h e  r a t  i s o l a t e d  t h o r a c i c  a o r t a .  F 
r e p r e s e n t s  t h e  f a s t  ( ITC)  c o m p o n e n t .



f i g  2 8 .
I n s t e a d  o f  p o t e n t i a t i n g  t h e  r e s p o n s e s ,  n i f e d i p i n e  now 

p r o d u c e d  a  s l i g h t  i n h i b i t i o n  o f  b o t h  p h a s e s ,  s i g n i f i c a n t l y  

w i t h  l O - ^ M  ( I T C :  0 . 0 5 < P < 0 . 1 ;  S S C :  0 . 0 1 < P < 0 . 0 5 ,  n = 4 ) .

H o w e v e r ,  10"^M n i f e d i p i n e  p r o d u c e d  no b l o c k .  A d j u s t i n g  t h e  

EGTA l e v e l  i n  t h e  " r e d u c e d  C a 2 + "  s o l u t i o n  d i d  n o t  p r o d u c e  

s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  r e s u l t s  f r o m  b e f o r e  ( s e e  ( i i i ) ) .  

T h e  SSC w a s  b l o c k e d  m o r e  t h a n  t h e  ITC a s  e x p e c t e d  a n d  

c o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  1 0 “ ®M n i f e d i p i n e  s i g n i f i c a n t l y  

i n h i b i t e d  t h i s  s e c o n d  p h a s e  o f  t h e  r e s p o n s e  ( 0 . 0 1 < P < 0 . 0 5 ,  

n = 4 ) ,  f i g  2 9 .

3 . 2 . b )  C a d m i u m

Ca d mi u m c h l o r i d e  w a s  u s e d  n e x t  t o  s e e  how i t  a f f e c t e d  t h e  

r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e ,  a s  a n  e x a m p l e  o f  a n  i n o r g a n i c  

c a l c i u m  e n t r y  b l o c k e r .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  r a n g e d  

b e t w e e n  1 0 ” ^M a n d  1 0 ” ^M.

i )  2mM Ca2+ S o l u t i o n :

C a d mi u m  p r o d u c e d  a n  i n h i b i t i o n  o f  b o t h  t h e  ITC a n d  SSC t o  

t h e  s a m e  e x t e n t .  C o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n  10 b l o c k e d  

t h e  r e s p o n s e  t o  NA, e v e n t u a l l y  r e d u c i n g  i t  t o  b a s e l i n e  

( n = 9 )  , f i g  3 0 .

i i )  [ C a 2 + ] g 2 ^ e  S o l u t i o n :

U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  ( p r o d u c i n g  a  m o r e  d o m i n a n t  I T C ) ,  

c a d m i u m  o n c e  a g a i n  r e d u c e d  b o t h  c o m p o n e n t s  o f  t h e  NA 

r e s p o n s e  e q u a l l y  w e l l ,  a l m o s t  d o w n  t o  b a s e l i n e  ( n - 2 ) ,  f i g  

3 1 .  I t  w a s  d i s c o v e r e d  t h o u g h ,  t h a t  t h i s  i n h i b i t i o n  o f  t h e
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P I G  28  E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  ( 1 0 "  M - 1 0 "  M) o n  t h e  f a s t  
c o m p o n e n t  ( c l o s e d  s y m b o l s )  a n d  s l o w  c o m p o n e n t  ( o p e n  s y m b o l s )  
o f  t h e  i s o l a t e d  r a t  a o r t a  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e  ( 1 0 "  M). 
R e s p o n s e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a p e r c e n t a g e  o f  t h e  r e s p o n s e  
e l i c i t e d  w i t h  no n i f e d i p i n e  p r e s e n t .  T i s s u e s  a r e  b a t h e d  i n  
a  2mM C a 2 +  T r i s  b u f f e r  s o l u t i o n ,  w i t h  5mM EGTA p r e s e n t  . 
S t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e :  * 95% l e v e l .  V e r t i c a l  b a r s
r e p r e s e n t  SEM ( n = 4 ) .  100%:  F a s t  = 0 . 9  ±  0 . 0 6 g ;  S l o w  = 1 . 1 8
±  0 . 0 8 g .
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P I G 2 9  E f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  ( 1 0 " ^ M - 1 0 " ^ M )  o n  t h e  f a s t
c o m p o n e n t  ( c l o s e d  s y m b o l s )  a n d  s l o w  c o m p o n e n t (o p en  s y m b o l s )
o f  t h e  i s o l a t e d  r a t  a o r t a  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e  (10 M).
R e s p o n s e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  r e s p o n s e
e l i c i t e d  w i t j i  no  n i f e d i p i n e  p r e s e n t .  T i s s u e s  a r e  b a t h e d  i n  
a r e d n r » ^  pr-mA

I I I '
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F IG  30 E f f e c t  o f  cadmium (10"^ M “ 1 0 “ ^M) on th e  f a s t  
component (c lo s ed  symbols) and slow component (open symbols) 
o f  th e  i s o l a t e d  r a t  a o r ta  response to  n o ra d re n a lin e  (10 M).
Responses a r e  e x p re s s e d  as a p e r c e n ta g e  o f  th e  resp o n se  
e l i c i t e d  w i t h  no cadmium p r e s e n t .  T is s u e s  a re  b a th e d  in  a 
2roM Ca T r is  b u f f e r  s o lu t io n .  S t a t i s t i c a l  s ig n i f ic a n c e :
95% l e v e l ,  * *  99% l e v e l .  V e r t i c a l  bars  represent SEM (n=9). 
100%: F a s t  = 0 .8  ±  O.OBg; Slow = 1 .08  ±  0 .1 3 g .
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onFIG  31 E f f e c t  o f  cadmium ( lO '^ M - lO  *'M) on th e  f a s t
component (c losed  symbols) and slow c o m p o n e n t (open 4-n n o r a d r e n a l i n e  (10 ^M).

resp onseo f  the  is o l a t e d  r a t  a o r ta  response to  n o rad re n a lin e
o f  th eResponses a r e  e x p re s s e d  as a p e rc e n ta g e  __ 

e l i c i t e d  w i t h  no cadmium p r e s e n t .  T is s u e s  a re  b a th e d  i n  a
Ca^+ f r e e  T r i s  b u f f e r  " ‘
100%: F a s t  = 1 .2 8 ;  Slow

s o l u t i o n ,  w i t h  
= 0 . 7 4 ,  ( n = 2 ) .

a  L* ^  ^  ^  -----
5mM EGTA p r e s e n t



r e s p o n s e  m a y  i n  f a c t  b e  d u e  t o  a  p o i s o n i n g  o f  t h e  t i s s u e s  

r a t h e r  t h a n  a  b l o c k a d e  o f  t h e  C a 2 + - e n t r y .  w h e n  t h e  EGTA 

c h e l a t e s  t h e  c a d m i u m  i n  t h e  s o l u t i o n  ( a s  i t  d o e s  i n  

p r e f e r e n c e  t o  c a l c i u m ) ,  t h e r e  i s  a  r e l e a s e  o f  H+ i o n s  w h i c h  

l o w e r s  t h e  pH o f  t h e  s o l u t i o n  t o  b e t w e e n  7 . 3  a n d  7 . 2  

d e p e n d i n g  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c a d m i u m .  I t  may  b e  t h i s  

l o w e r i n g  o f  t h e  pH w h i c h  i s  a f f e c t i n g  t h e  r e s p o n s e .

T h e r e f o r e  t h e  e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d ,  b u t  EGTA w a s  

e l i m i n a t e d ,  f i g  32 .  T h i s  m e a n t  t h a t  Ca2+ c o n t a m i n a n t s  w e r e  

p r e s e n t  i n  t h e  s o l u t i o n ,  a  t y p i c a l  c o n c e n t r a t i o n  b e i n g  20uM. 

Now,  a  p r e f e r e n t i a l  i n h i b i t i o n  o f  t h e  SSC c o u l d  b e  s e e n ,  

e s p e c i a l l y  w i t h  5x10"^m c a d m i u m ,  w h e r e  t h e  ITC i s n ' t  

a f f e c t e d  a n d  t h e  SSC i s  b l o c k e d  by  47% ( 0 . 0 0 K P < 0 . 0 1 ,  n=6 ) .

3.2.C) D a n t r o l e n e  sodium

D a n t r o l e n e  s o d i u m  i s  b e l i e v e d  t o  b e  a n  i n t r a c e l l u l a r  

c a l c i u m  b l o c k e r  a n d  s o  i t  w a s  u s e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  i n h i b i t  

t h e  m o b i l i s a t i o n  o f  t h e  i n t e r n a l  C a ^ +  i o n s ,  t h u s ,  

p r e s u m a b l y ,  p r e f e r e n t i a l l y  b l o c k i n g  t h e  ITC.  T h e  r e s u l t s  

w e r e  n o t  a s  e x p e c t e d .  The  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  w e r e  b e t w e e n  

10“ M̂ -  1Q-5M.

i )  2mM Ca2+ S o l u t i o n ;

W h e n  " n o r m a l ” c a l c i u m  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  s o l u t i o n ,  

d a n t r o l e n e  s o d i u m  i n h i b i t e d  b o t h  p h a s e s  o f  t h e  r e s p o n s e  

e q u a l l y  w e l l  w i t h  c o n c e n t r a t i o n s  h i g h e r  th a n  5x10  M ( n - 6 ) ,  

f i g  3 3 .  T h e  m a x i m u m  i n h i b i t i o n  w a s  a c h i e v e d  w i t h  10 

d a n t r o l e n e  s o d i u m  , 4 9 %  a n d  60% f o r  t h e  I T C  a n d  SSC
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PIG 33 E f f e c t  o f  d a n t r o le n e  (10 "^ M -10 "^ M ) on th e  f a s t  
component (c lo sed  symbols) and slow component (open symbgls) 
o f  the  i s o l a t e d  r a t  a o r ta  response to  n o ra d re n a lin e  (10 M).
Responses a r e  e x p re s s e d  as a p e rc e n ta g e  o f  th e  response  
e l i c i t e d  w i t h  no d a n tro le n e  p resen t. Tissues are bathed in  
3 2roM Ca T r i s  b u f f e r  s o l u t i o n .  V e r t i c a l  b a rs  r e p r e s e n t  
SEM (n=6 ) .  100%: F a s t  = 0.93 ±  0 .16g; Slow = 1.1 ±  0 .21g .



r e s p e c t iv e ly .

i i )  [C&2+] fj.QQ S o lu t io n :

There was no s i g n i f i c a n t  blockade of the ITC when calcium  

was o m it te d  from  th e  s o lu t io n ,  f i g  34. The SSC was reduced 

a t  ev ery  c o n c e n t r a t io n  o f  d an tro len e  t r i e d ,  in creas ing  from  

29% + / -  2 w i t h  10“ ^M to  53% + / “ 9 w i th  IQ-Sw (n=6 ) .
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P IG  34 E f f e c t  o f  d a n t r o le n e  (1 0 " ® M -1 0 “ ^M) on th e  f a s t  
component (c lo s e d  symbols) and slow component (open symbols) 
o f th e  i s o l a t e d  r a t  a o r ta  response to  n o ra d re n a lin e  (10 M).
Responses a r e  e x p re s s e d  as a p e rc e n ta g e  o f  th e  response  
e l i c i t e d  w i t h  no d a n tro le n e  p re s e n t.  Tissues are bathed in  
a Ca2+ f r e e  T r i s  b u f f e r  s o l u t i o n ,  w i t h  5mM EGTA p r e s e n t .  
V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  SEM (n = 6 ) .  100%: F a s t  -  1 . —
O . l l g ;  S lo w  = 0 .6 7  ±  0 .0 5 g .



3.3) C a l c iu m R e -e n tr y

The main purpose of t h i s  se c t io n  was to  examine the e f fe c t  

of the  rem ova l and r e - in t r o d u c t io n  of calcium in to  the T r is  

s o lu t io n  and i t s  e f f e c t s  on the  d i f f e r e n t  components of the  

NA response. S e v e ra l  d i f f e r e n t  methods were t r ie d .

3 .3 .a) F i r s t  o f  a l l ,  c a lc iu m  c h lo r i d e  was added to  th e  

s o lu t io n  in  in c r e a s in g  c o n c e n tra t io n s  and pulsed through the  

t i s s u e s  f o r  4 m ins  b e f o r e  th e  NA was in t ro d u c e d  (1 /2  hr  

b etw een  p u l s e s ) .  The ITC was n o t much a f f e c t e d  by th e  r e -  

i n t r o d u c t i o n  o f  c a lc iu m  b u t th e  SSC was, f i g  35. I t  was 

reduced  t o  42% + / -  7 o f  i t s  o r i g i n a l  v a lu e  by o m i t t i n g  

calc ium  from  th e  s o lu t io n .

The see  was in c r e a s e d ,  b u t no t g r a d u a l ly  as e x p e c te d .  

When th e  f r e e - c a l c i u m  in  the  s o lu t io n  was c a lc u la t e d  t h i s  

r e s u l t  was n o t  s u r p r i s i n g .  Th ere  had been a 10 ,0 0 0  f o l d  

in c re a s e  in  th e  c o n c e n tra t io n  of calc ium  from 3.8x lO “ ®mM to  

3 .4 x l 0 " 4 jn]yî  (n=8 ) .  ImM EGTA was present in  the  s o lu t io n  and 

one e x p l a n a t i o n  f o r  th e  above r e s u l t  maybe t h a t ,  when th e  

t o t a l  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  e x c e e d e d  t h i s  v a lu e  th e  

[C a^ *^ ]£ j,g g  c o n c e n t r a t i o n  w o u l d  r a p i d l y  i n c r e a s e ,  

d is p r o p o r t io n a t e ly .  Th is  ra p id  increase  in  the  

c o n c e n t r a t i o n  w o u ld  t h e r e f o r e  a l lo w  t h i s  " a l l - o r - n o t h i n g  

SSC response when th e  t o t a l  fe&ched a c r i t i c a l  value

of the  same o rd er  o f c o n c e n tra t io n  as the b u f fe r .

3 . 3 . b )  T h e  t h r e s h o l d  f o r  t h e  SSC r e s p o n s e  a p p e a r e d  t o  l i e  

s o m e w h e r e  b e t w e e n  10~ ^ K  a n d  I Q - ^ M  c a lc iu m ,  s o  p e r h a p s  t h e
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c a l c i u m  c o u l d  b e  r e “ i n t r o d u c e d  w i t h o u t  b u f f e r s  p r e s e n t  

T h i s  m e t h o d  p r o v e d  t o  b e  m u c h  m o r e  s u c c e s s f u l l y  f i g  3 6 .  5

mM EGTA w a s  u s e d  t o  p r o d u c e  a  + s o l u t i o n  b u t  t h e

o t h e r  s o l u t i o n s  c o n t a i n e d  no  c a l c i u m  b u f f e r s .  The  f i r s t  

c o n t a i n e d  o n l y  C a ^ ^ - c o n t a m i n a n t s  a n d  t h e  o t h e r s  c o n t a i n e d  

i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a l c i u m  c h l o r i d e ,  (10-4mM -  l o ” 

2mM).  Now t h e  SSC c o u l d  b e  s e e n  t o  i n c r e a s e  g r a d u a l l y  a s  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c a l c i u m  i n c r e a s e d .  The Ca2+ pD2  v a l u e  

w a s  4 . 7 3  + / - 0 . 0 9 ,  n = 4 .

3 . 3 . C )  A n o t h e r  m e t h o d  o f  e x a m i n i n g  t h e  SSC w a s  t o  o m i t  

r e t u r n i n g  t h e  t i s s u e s  t o  n o r m a l  c a l c i u m  f o r  l / 2 h r  b e t w e e n  

r e d u c e d  c a l c i u m  s o l u t i o n s  a n d  j u s t  t o  go s t r a i g h t  f r o m  one  

l e v e l  o f  c a l c i u m  t o  t h e  n e x t .  I n  t h i s  w a y  o n l y  t h e  SSC i s  

p r e s e n t .  T h e  r é i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  SSC w a s  n o t  q u i t e  a s  

g r a d u a l  a s  w o u l d  h a v e  b e e n  e x p e c t e d ,  h o w e v e r  t h e  pÜ 2  v a l u e  

o b t a i n e d  w a s  3 . 8 5  + / -  0 . 0 7 ,  n= 2 ,  f i g  3 7 .

3 . 3 . d )  I n  o r d e r  t o  g e t  a  m o r e  a c c u r a t e  e s t i m a t e  o f  t h e  pÜ 2  

v a l u e  f o r  c a l c i u m ,  a n  i m p r o v e d  b u f f e r i n g  s y s t e m  w a s  u s e d .  

T h i s  m e t h o d  o f  b u f f e r i n g  t h e  c a l c i u m  h a d  a l r e a d y  b e e n  u s e d  

e x t e n s i v e l y  on  t h e  a n o c o c c y g e a l  m u s c l e  (McGra t h  e t  a l ,  1984)  

a n d  p r o d u c e d  e v e n  i n c r e m e n t s  o f  c a l c i u m  w h i c h  c o u l d  b e  

a c c u r a t e l y  c a l c u l a t e d .  B u f f e r  6 -  B u f f e r  1 p r o d u c e d  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a l c i u m  b e t w e e n  1 0 ” ^M -  3x10 ^M a n d  when  

p u l s e d  t h r o u g h  t h e  t i s s u e s  p r o d u c e d  a  SSC w h i c h  i n c r e a s e d  

g r a d u a l l y  f i g  3 8 a .  T h e  p Ü 2  u s i n g  t h i s  m e t h o d  w a s  m e a s u r e d  

a s  4 . 4 1  + / “  0 . 1 1 ,  n = 4 .  O n c e  a g a i n  t h e  ITC w a s  n o t  m u c h  

a f f e c t e d  by  t h e  r e m o v a l  a n d  r e - a d d i t i o n  o f  c a l c i u m  i o n s  f r o m  

t h e  b a t h i n g  m e d i u m ,  ( f i g  3 9 ) .
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FIG 37 Calcium concentration/response curve constructed 
in Tris buffer with no EGTA present (5mH EGTA present to 
9ivelD"l"M calcium free  concentration). Shows e f fec t  of 
reintroducing calcium into the buffering saline, on the ra 
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aortic response to noradrenaline (10 M) in 2mM calcium. 
100% = 2.25g, (n=2).



1 min

2 ntt Ca

t h e  t i s s u e s .



3 . 3 . e )  T h e  a b o v e  e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d  b u t  t h i s  t i m e  t h e  

b u f f e r s  w e r e  n o t  p u l s e d .  B u f f e r  6 t o  B u f f e r  1 w e r e  

s e q u e n t i a l l y  p e r f u s e d  t h r o u g h  t h e  t i s s u e s ,  t h e  n e x t  b u f f e r  

o n l y  b e i n g  u s e d  w h e n  t h e  p r e v i o u s  o n e  h a d  p r o d u c e d  i t s  

maximum NA r e s p o n s e .  T h i s  b e c a m e  known a s  t h e  " c o n t i n u o u s "  

m e t h o d  o f  p e r f u s i n g  t h e  b u f f e r s  ( s e e  f i g  38 b ) .  As e x p l a i n e d  

b e f o r e  t h i s  d i s p l a y s  o n l y  t h e  SSC,  w h i c h  i n c r e a s e d  a s  t h e  

c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  i n c r e a s e d ,  f i g  40 .  The  pD2  v a l u e  

m e a s u r e d  w a s  3 . 9 3  + / -  0 . 1 0 ,  n=4.

3 . 3 . f )  A s  t h e  p r e v i o u s  w o r k  d o n e  w i t h  t h e s e  b u f f e r s  h a d  

b e e n  c a r r i e d  o u t  i n  b i c a r b o n a t e  and  n o t  t r i s  p h y s i o l o g i c a l  

s a l i n e  s o l u t i o n s ,  e x p e r i m e n t s  d) a n d  e) w e r e  r e p e a t e d  u s i n g  

b i c a r b o n a t e  s o l u t i o n  t o  c h e c k  t h a t  t h e  r e s u l t s  w o u l d  be  t h e  

s a m e ,  f i g s  41  & 42 .

I n  b o t h  t h e  p u l s e d  a n d  t h e  c o n t i n u o u s  b u f f e r  e x p e r i m e n t s  

t h e  SSC c o u l d  b e  s e e n  t o  i n c r e a s e  a s  t h e  c a l c i u m  

c o n c e n t r a t i o n  i n c r e a s e d  ( pD 2 = 4 . 3 4  + / -  0 . 1 4  a n d  3 . 7 4  + / -  

0 . 1 4  r e s p e c t i v e l y ,  n= 4 f o r  e a c h  e x p t . )  U n e x p e c t e d l y  

t h o u g h ,  i n  t h e  p u l s e d  e x p e r i m e n t ,  t h e  ITC w a s  r e d u c e d  by t h e  

l o w  c a l c i u m  b u f f e r  a n d  i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  c a l c i u m  

(pD 2 = 4 . 7 4  + / “  0 . 1 4 ,  n = 4 ) .

I t  a p p e a r e d  t h a t  i t  m a d e  no  d i f f e r e n c e  t o  t h e  pD2  v a l u e s  

f o r  t h e  SSC w h e t h e r  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  

t r i s  o r  b i c a r b o n a t e  s o l u t i o n s .  H o w e v e r  i t  d i d  a f f e c t  t h e  

ITC w h i c h  b e c a m e  r e d u c e d  i n  l o w - c a l c i u m ,  b i c a r b o n a t e -  

b u f f e r e d  s o l u t i o n s .  H o w e v e r ,  t h e  t w o  m e t h o d s  o f  i n t r o d u c i n g  

t h e  l o w  c a l c i u m  b u f f e r s ,  i . e .  p u l s e d  o r  c o n t i n u o u s  d i d  make
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FIG 3 9 C a lc ium  c o n c e n tra t io n /re s p o n s e  curves constructed  
in  T r is  b u f f e r  us ing  th e  EGTA/NTA ca lc ium  b u f fe r in g  system, 
w ith  and w i t h o u t  n i f e d ip in e  (10 M) p re s en t. Shows e f f e c t
of r e in t r o d u c in g  c a lc iu m  in t o  the b u f fe r in g  s a l in e ,  on the  
r a t  a o r t i c  re s p o n s e  to  n o r a d r e n a l in e  (10 M) in  p u ls e d  
e x p e r im e n ts :  f a s t  re sp o n se  ( t r i a n g l e s ) ;  s low  response
( c i r c l e s ) .  C o n tr o l  responses are  represented  by the closed  
symbols and th e  open symbols rep rese n t responses e l i c i t e d  in  
th e  p re s e n c e  o f  n i f e d i p i n e .  Responses a re  exp res se d  ag a 
percentage o f  th e  a o r t i c  response to  n o ra d re n a lin e  ( l U M j  
in  2mM c a lc iu m . S t a t i s t i c a l  s ig n i f ic a n c e  o f hhe in h ib i t io n  
o f  th e  SSC by n i f e d i p i n e :  * *  99% l e v e l .

0-22g; Slow = 2 . 0  ±  0 . 3 7 g.
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FIG 41 C a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n / r e s p o n s e  c u r v e  c o n s t r u c t e d  
i n  b i c a r b o n a t e  b u f f e r  w i t h  t h e  EGTA/NTA c a l c i u m  b u f f e r i n g  
s y s t e m .  S h o w s  e f f e c t  o f  r e i n t r o d u c i n g  c a l c i u m  i n t o  t n e  
b u f f e r i n g  s a l i n e ,  o n  t h e  r a t  a o r t i c  r e s p o n s e  t o  
n o r a d r e n a l i n e  ( 1 0 “ ^M) i n  p u l s e d  e x p e r i m e n t s :  f a s t  r e s p o n s e  
( c l o s e d  s y m b o l s ) ;  s l o w  r e s p o n s e  (open  s y m b o l s ) .  R e s p o n s e s  
a r e  e x p r e s s e d  a s  a  . p e r c e n t a g e  o f  t h e  a o r t i c  i ^ s g ^ n s e  t o  
n o r a d r e n a l i n e  ( 1 0 " ^ M )  i n  2mM c a l c i u m .  V e r t i c a l  b a r s  
r e p r e s e n t  SEM ( n = 4 ) .  100%:  F a s t  = 0 . 9 5  ±  0 . 1 2 g ;  S l o w  -  0 . 8 1
±  0 . 0 9 g .



120

1 0 0

00
Q.cn
LU
a :

0 0(D
U

4 0  1

- 5 - 4 - 3 -2
CALCIUM-FREE CONC (M)

FIG 42 C a lc iu m  c o n c e n tra t io n /re s p o n s e  curve constructed  
in  b i c a r b o n a t e  b u f f e r  w i t h  th e  EGTA/NTA c a lc iu m  b u f f e r i n g  
s y s te m . Shows e f f e c t  o f  r e in t r o d u c i n g  c a lc iu m  in t o  tn e  
b u f f e r i n g  s a l i n e ^  on t h e  r a t  a o r t i c  r e s p o n s e  o
n o ra d re n a l in e  (1 0 ~*M) 
are

on
in  "continuous'— \ JLw Cl ! jLii v/11 uXliwv« 0  e x p e r i m e n t s .  R e s p o n s e s

•e e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  a o r t i c  r e s p o n s e  t o  
n o r a d r e n a l i n e  ( l O ' ^ M )  i n  2mM c a l c i u m .  V e r t i c a l  b a r s  
r e p r e s e n t  SEM ( n = 4 ) .  100% = 1 . 6 0  ±  0 . 2 8 g .



a d i f f e r e n c e  t o  t h e  SSC p D 2  v a l u e  o b t a i n e d .  The  pÜ2  v a l u e  

f o r  t h e  see w a s  h i g h e r  i n  t h e  " p u l s e d "  e x p e r i m e n t s  t h a n  i n  

t h e  " c o n t i n u o u s "  e x p e r i m e n t s .  pÜ2  v a l u e  f o r  " p u l s e d " =  4 .59 

+ / -  0 . 1 3  a n d  f o r  " c o n t i n u o u s " = 3 . 84  + / -  0 . 0 6  r e s p e c t i v e l y ,  

( 0 . O O K P < O . O l ,  n = 3 ) .

3 . 3 . g )  F i n a l l y ,  t h e  e f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  on c a l c i u m  r e ­

e n t r y  w a s  i n v e s t i g a t e d ,  s e e  f i g s  39  & 40.  1 0 “ ^M n i f e d i p i n e

was  p r e s e n t  t h r o u g h o u t  t h e  C a 2 + - r e - e n t r y  e x p e r i m e n t s  u s i n g  

b o t h  p u l s e d  a n d  c o n t i n u o u s  B u f f e r s  6 - 1 .  I n  t h e  p u l s e d  

e x p e r i m e n t s ,  n i f e d i p i n e  h a d  no e f f e c t  on t h e  ITC a n d  d i d  n o t  

i n h i b i t  t h e  SSC u n t i l  1 0 ” ^M C a ^ ^  a n d  a b o v e  a n d  t h e n  o n l y  f o r  

a m a x i m u m  o f  18% ( w i t h  3 x l 0 “ ^M C a 2 + ,  0 . 0 0 1 < P < 0 . 0 1 ,  n = 4 ) .  

pÜ2 = 4 . 4 4  + / -  0 . 3 1 ,  ( pD 2 : c o n t r o l =  4 . 4 1  + / -  0 . 1 1 )  t h e r e f o r e  

no s i g n i f i c a n t  i n h i b i t i o n  w a s  a c h i e v e d .  Howe v e r ,  when t h e  

b u f f e r s  w e r e  p e r f u s e d  c o n t i u o u s l y ,  t h e  SCC w as  i n h i b i t e d  by 

n i f e d i p i n e ,  f o r  a  m a x i m u m  o f  34% w h e n  t h e  c a l c i u m  

c o n c e n t r a t i o n  w a s  3x l O" ' ^M ( 0 . 0 0 K P < 0 . 0 1 ,  n = 4 ) .  The  pÜ 2  

v a l u e  w a s  r e d u c e d  t o  3 . 3 0  + / -  0 . 0 7 ,  f r o m  3.93  + / -  0 . 10 .

3'4) Pra%o^ln

As a  f i n a l  s e t  o f  e x p e r i m e n t s  on  t h e  NA r e s p o n s e  i n  

v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e ,  p r a z o s i n ,  a n  a l p h a j  a n t a g o n i s t ,  w a s  

u s e d  t o  s e e  i f  i t  h a d  a n y  d i f f e r e n t i a t i n g  e f f e c t  on t h e  ITC

o r  SSC,  f i g s  43  & 4 4 .  D o s e s  b e t w e e n  1 0 " ^ ^ M  a n d  10 w e r e

u s e d  t o  b l o c k  t h e  r e s p o n s e  t o  1 0 “ ^M NA. I n  b o t h  t h e  n o r m a l

c a l c i u m  a n d  t h e  c a l c i u m - f r e e  s o l u t i o n s ,  t h e  ITC w a s  r e d u c e d

s i g n i f i c a n t l y  m o r e  t h a n  t h e  SSC ( e . g .  f o r  t h e  d o s e  l O - ^ M  

p r a z o s i n ,  2mM C a 2  + : 0 . 0 K P < 0 . 0 5  a n d  f o r  C a 2  + f r e e  =

78



O . O O K P < 0 . 0 1 ,  n=4)  u n t i l  l O ' ^ M  p r a z o s i n ,  when b o t h  r e s p o n s e s  

w e r e  r e d u c e d  t o  b a s e l i n e .  F i g  27(b )  s h o w s  t y p i c a l  t r a c e s  o f  

t h e  e f f e c t  o f  p r a z o s i n  o n  n o r a d r e n a l i n e ' s  r e s p o n s e  on  t h e  

r a t  a o r t a  i n  n o r m a l  ( i )  a n d  c a l c i u m - f r e e  ( i i )  s o l u t i o n s .  I t  

can  b e  s e e n  t h a t  p r a z o s i n  p r e f e r e n t i a l l y  i n h i b i t s  t h e  f a s t  

p h a s e  o f  t h e  r e s p o n s e .
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APRENOCEPTOR-MEDJATED PRESSOR RESPONSES %N THE PITHED RAT

T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  d i s t i n c t  e f f e c t s  o f  b l o o d  g a s e s  on 

r e s p o n s e s  m e d i a t e d  b y  d i f f e r e n t  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  s u b -  

t y p e s .  S e c t i o n  o n e  show t h a t ,  ( i )  i n c r e a s e d  PaCO? d e c r e a s e s  

r e s p o n s e s  t o  p h e n y l e p h r i n e  w h e r e a s  t h o s e  t o  x y l a z i n e  a r e  

i n c r e a s e d ;  ( i i )  i n c r e a s e d  P a 0 2  i n c r e a s e s  r e s p o n s e s  t o  

p h e n y l e p h r i n e  w h e r e a s  t h o s e  t o  x y l a z i n e  a r e  u n a f f e c t e d .  

Thus t h e  r e s p o n s e s  t o  p h e n y l e p h r i n e  i n  a i r - v e n t i l a t e d  r a t s  

show g r e a t e r  s u s c e p t i b i l i t y  t o  i n c r e a s e d  CO2  i n d i c a t i n g  

s y n e r g i s m  b e t w e e n  h y p e r c a p n i a  a n d  h y p o x i a  i n  d e p r e s s i n g  t h e  

r e s p o n s e .  T h i s  b e c o m e s  a p p a r e n t  w h e n  a l l  t h e  d a t a  i s  

g r o u p e d  i n  r a n g e s  o f  P a C 0 2  a n d  P a 0 2  a n d  p l o t t e d  a s  a 3 -  

d i m e n s i o n a l  h i s t o g r a m  ( f i g  4 5 ) .  W i t h i n  t h e  p h y s i o l o g i c a l  

r a n g e  o f  b l o o d  g a s e s ,  r e s p o n s e s  t o  p h e n y l e p h r i n e  a r e  

d e p r e s s e d  b y  d e c r e a s i n g  O2  o r  i n c r e a s i n g  C0 2 * I n  t h e  c a s e  

o f  x y l a z i n e  t h e r e  i s  no  r e d u c t i o n  a s  P a 0 2  d e c r e a s e s  b u t  

i n c r e a s i n g  t h e  P a C 0 2  p r o d u c e s  i n c r e a s e s  i n  r e s p o n s e  i n  e a c h  

r a n g e  o f  P a 0 2 .

T h i s  c o r r o b o r a t e s  a n d  e x t e n d s  t h e  e a r l i e r  i n t e r p r e t a t i o n  

f r om a d r e n a l i n e ' s  p r e s s o r  r e s p o n s e  t h a t  r e s p i r a t o r y  a c i d o s i s  

f a v o u r s  a l p h a 2  d i m i n i s h e s  a l p h a i - m e d i a t e d  p r e s s o r

r e s p o n s e s  i n  t h e  p i t h e d  r a t  ( M c G r a t h  e t  a l ,  1 9 8 2 ) .  The  

e a r l i e r  e x p e r i m e n t s  d i d  n o t  d e t e c t  t h e  a d d i t i o n a l  e f f e c t  o f  

P a 0 2  s i n c e  t h e y  e m p l o y e d  v e n t i l a t i o n  w i t h  100% O2  

a t t e m p t  t o  m a i n t a i n  P a 0 2  a t  s u p r a - p h y s i o l o g i c a l  l e v e l s  e v e n  

i n  t h e  f a c e  o f  c o n s i d e r a b l e  r e d u c t i o n s  i n  v e n t i l a t i o n  s t r o k e  

v o l u m e .  W i t h  a i r  v e n t i l a t i o n ,  t h e  a d d i t i o n a l  d e p r e s s a n t
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FIG 45 T h r e e  d i m e n s i o n a l  h i s t o g r a m s  o f  t h e  m e a n  p e a k  

d i a s t o l i c  p r e s s o r  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  w i t h i n  " r a n g e s "  o f  

P a 0 2  a n d  P a C 0 2  t o  a )  p h e n y l e p h r i n e  ( 3 . 0  u g / k g )  a n d  b)  

x y l a z i n e  ( 0 . 1  m g / k g ) .  V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  SEM.
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e f f e c t  o f  l o w  P a 0 2  on  t h e  r e s p o n s e  t o  p h e n y l e p h r i n e  e m e r g e d .  

W i t h  x y l a z i n e ,  a n y  d e p r e s s i o n  by  h y p o x i a  w a s  o f f s e t  s i n c e  

t h e  r e s p o n s e s  w e r e  p o t e n t i a t e d  b y  h y p e r c a p n i a .  

C o n s e q u e n t l y ,  i n  c o n d i t i o n s  o f  h y p o x i a  w i t h  h y p e r c a p n i a ,  

t h e  p h e n y l e p h r i n e  r e s p o n s e  w a s  g r e a t l y  d e p r e s s e d  w h e r e a s  t h e  

r e s p o n s e  t o  x y l a z i n e  w a s  s t i l l  n e a r  t o  i t s  o p t i mu m .

When t h e  P a C 0 2  w a s  e l e v a t e d  b y  a d d i t i o n  o f  CO2  t o  t h e  

i n s p i r e d  g a s  a n d  t h e  P a 0 2  w a s  m a i n t a i n e d  a t  p h y s i o l o g i c a l  

l e v e l s ,  t h e  e f f e c t  on  t h e  r e s p o n s e  t o  x y l a z i n e  r e m a i n e d  t h e  

s a m e  a s  w i t h  a l t e r e d  v e n t i l a t i o n ,  i n c r e a s i n g  w i t h  P a C 0 2 . 

T h i s  s u g g e s t s  t h a t  f o r  x y l a z i n e ,  t h e  e f f e c t  o f  CO2  a l o n e  i s  

u n e q u i v o c a l .  H o w e v e r ,  i n  t h e  c a s e  o f  p h e n y l e p h r i n e ,  when O2  

w a s  k e p t  c o n s t a n t  a t  n o r m a l  " p h y s i o l o g i c a l "  l e v e l s ,  t h e r e  

w a s  no  l o n g e r  a  c l e a r  d e p r e s s i o n  a s  PaC02  i n c r e a s e d .  When 

PaC 0 2  w a s  h e l d  c o n s t a n t  a n d  P a 0 2  v a r i e d ,  i n  e i t h e r

a c i d o t i c  o r  a l k a l o t i c  c o n d i t i o n s ,  t h e  r e s p o n s e  t o  

p h e n y l e p h r i n e  i n c r e a s e d  a s  t h e  O2  l e v e l s  i n c r e a s e d .  T h i s  

s u g g e s t s  t h a t ,  a r o u n d  p h y s i o l o g i c a l  l e v e l s ,  PaÛ 2  w a s  m o r e  

c r i t i c a l  f o r  p h e n y l e p h r i n e ' s  r e s p o n s e  b u t  t h a t  a t  

s u p r a p h y s i o l o g i c a l  P a 0 2 , t h e r e  w a s  a  g r e a t e r  i n f l u e n c e  f r om  

P a C 0 2  *

I t  w a s  c l e a r  i n  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  t h a t  t h e  r a t s  

v e n t i l a t e d  w i t h  a i r  g a v e  p o o r  r e p o n s e s  t o  x y l a z i n e  c o m p a r e d  

t o  t h o s e  f o u n d  w h e n  v e n t i l a t i n g  w i t h  O2 . The  r e a s o n s  f o r  

t h i s  b e c a m e  a p p a r e n t  w h e n  t h e  e f f e c t s  o f  b l o o d  g a s e s  w e r e  

a n a l y s e d .  To  k e e p  t h e  p r e p a r a t i o n  " v i a b l e " ,  i . e .  n o t  

h y p o x i c ,  o n  a i r ,  l a r g e  s t r o k e  v o l u m e s  w e r e  n e c e s s a r y .  T h i s  

c a u s e d  a l k a l o s i s  a n d ,  h e n c e ,  d e c r e a s e d  x y l a z i n e ' s  r e s p o n s e .
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I f  t h e  s t r o k e  v o l u m e  w a s  r e d u c e d  t o  a c h i e v e  " n o r m a l "  pH and  

PaCOg, t h e  r a t s  b e c a m e  h y p o x i c  a n d  t h e  p r e p a r a t i o n  was  n o n -  

v i a b l e *  The  b a s i s  o f  t h i s  b l o o d ^ g a s  i m b a l a n c e  s ee m s  t o  b e  a 

s t r a i g h t f o r w a r d  d i f f u s i o n  p r o b l e m  i n  t h e  l u n g s ,  p r e s u m a b l y  

a s  a  r e s u l t  o f  t h e  m a s s i v e  s y m p a t h e t i c  d i s c h a r g e  on p i t h i n g ,  

w h i c h  p r o d u c e s ,  s i m u l t a n e o u s l y ,  l a r g e  i n c r e a s e s  i n  c a r d i a c  

o u t p u t  a n d  p e r i p h e r a l  r e s i s t a n c e  a n d  l e a d s  t o  p u l m o n a r y  

c o n g e s t i o n .  T h i s  d i f f u s i o n  p r o b l e m  c a n  be  c i r c u m v e n t e d  by 

v e n t i l a t i n g  w i t h  p u r e  O2  o r  a  m i x t u r e  w h e r e  a i r  i s  

s u p p l e m e n t e d  w i t h  O2 . " P h y s i o l o g i c a l "  b l o o d  g a s e s  c a n  b e  

m i m i c k e d  b y  v e n t i l a t i n g  t h e  r a t s  w i t h  40% O2 , 60%N2 a t  

2 . 5 m l / s t r o k e  a n d  60 s t r o k e s / m i n .  T h e s e  w o u l d  s eem t o  be  t h e  

o p t i m a l  c o n d i t i o n s  f o r  s t u d y i n g  p h y s i o l o g i c a l  a d r e n e r g i c  

m e c h a n i s m s  i n  t h e  p i t h e d  r a t .

The  e a r l i e r  r e s u l t s ,  w h i c h  s h o w e d  o p p o s i t e  e f f e c t s  o f  

a c i d o s i s  o n  a l p h a ^ -  a n d  a l p h a 2 " ^ i e d i a t e d  r e s p o n s e s  t o  

a d r e n a l i n e ,  s u g g e s t e d  a  s i m p l e  f u n c t i o n a l  d i s t i n c t i o n  

b e t w e e n  t h e  t w o  s u b t y p e s  o f  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  w h i c h  m i g h t  

e n a b l e  t h e m  t o  p l a y  d i s t i n c t  p h y s i o l o g i c a l  r o l e s ;  a l p h a 2  b u t  

n o t  a l p h a ^  c o u l d  s u r v i v e  a  c o m b i n a t i o n  o f  h y p o x i a  a n d  

h y p e r c a p n i a .  H e n c e ,  a l p h a ^  c o u l d  be  o v e r r i d d e n  i n  i s c h a e m i c  

c o n d i t i o n s ,  w h i l e  a l p h a 2  c o u l d  s u r v i v e  a n d  b e c o m e  t h e  

d o m i n a n t  m e d i a t o r  o f  v a s o c o n s t r i c t i o n ,  p e r h a p s ,  on  t h e  

a r t e r i a l  s i d e ,  a s  a  f i n a l  m e a n s  o f  s a c r i f i c i n g  c e r t a i n  b e d s  

t o  p r e s e r v e  c i r c u l a t i o n  t o  v i t a l  a r e a s  a n d ,  o n  t h e  v e n o u s  

s i d e ,  t o  m a i n t a i n  v e n o c o n s t r i c t i o n  a n d  h e n c e  s u s t a i n  

c i r c u l a t i n g  v o l u m e .  T h e  p r e s e n t  s t u d y  e x t e n d s  t h i s  by  

s h o w i n g  t h a t  w i t h  s h o r t  t e r m  r e s p o n s e s  o x y ge n  t e n s i o n  i s  t h e
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m a i n  i n f l u e n c e  o n  a l p h a ^  a n d  c a r b o n  d i o x i d e / p H  on a l p h a  2 » 

T h e s e  o b s e r v a t i o n s  p r o v i d e  clues t o  t h e  excitation- 
contraction c o u p l i n g  p r o c e s s e s  i n v o l v e d  i n  t h e  t w o  

r e s p o n s e s .  H o w e v e r ,  i t  s h o u l d  b e  b o r n e  i n  m i n d  t h a t  i t  i s  

o n l y  t r a n s i e n t ,  a l p h a ^ - r e s p o n s e s  t h a t  a r e  d i f f e r e n t l y  

a f f e c t e d  b y  b l o o d  g a s e s .  T h i s  a p p l i e s  a l s o  t o  t h e  i n f l u e n c e  

o f  c a l c i u m  e n t r y  b l o c k e r s  a n d  a n g i o t e n s i n  I I  ( F l a v a h a n  & 

M c G r a t h ,  1 9 8 2 ) .

A p a r t  f r o m  t h e  a t t e n u a t i o n  c a u s e d  by h y p o x i a ,  i t  may a l s o  

be  o f  p h y s i o l o g i c a l  r e l e v a n c e  t h a t  o n e  o f  t h e  s u b - t y p e s  o f  

r e c e p t o r  i s  f a c i l i t a t e d  b y  " h i g h "  P a 0 2 , s i n c e  

v a s o c o n s t r i c t i o n  i s  a p p r o p r i a t e  i n  s u c h  c i r c u m s t a n c e s .  I t  

i s  a l s o  a p p r o p r i a t e  t h a t  t h i s  c a n  be  o v e r r i d d e n  by i n c r e a s e d  

PaC02* T h u s  t e l i o l o g i c a l  a r g u m e n t s  c a n  b e  f o u n d  t o  j u s t i f y  

t h e  p r o p e r t i e s  u n c o v e r e d  h e r e .

T h e  m a i n  p u r p o s e  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  w a s  t o  f u r t h e r  

e x a m i n e  t h e  f i n d i n g s  o f  M c G r a t h  e t  a l  ( 1 9 8 2 )  who  h a d  f o u n d  

t h a t  v a r y i n g  t h e  b l o o d  g a s e s  c h a n g e d  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  

a d r e n a l i n e ' s  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  a l p h a - b l o c k e r s .  The c h o i c e  

o f  p h e n y l e p h r i n e  a n d  x y l a z i n e  a s  m i m i c s  o f  a d r e n a l i n e ' s  

a l p h a ^  a n d  a l p h a 2  s t i m u l a t i o n  i s  b a s e d  n o t  o n l y  on  t h e i r  

r e c e p t o r  s e l e c t i v i t i e s  b u t  a l s o  on t h e  t i m e - c o u r s e s  o f  t h e  

r e s p o n s e s  w h i c h  t h e y  i n i t i a t e .  A d r e n a l i n e  h a s  a  b i p h a s i c  

r e s p o n s e  w h o s e  f i r s t ,  r a p i d ,  t r a n s i e n t  p h a s e  i s  m a i n l y  

a l p h a ^  a n d  w h o s e  s e c o n d ,  s l o w e r - o n s e t ,  mor e  p r o l o n g e d  p h a s e  

i s  m a i n l y  a l p h a 2  ( F l a v a h a n  & M c G r a t h ,  1 9 8 1 c ) .  P h e n y l e p h r i n e  

i n i m i c s  t h e  f i r s t  p h a s e  a n d  h a s  a  p o o r  s e c o n d  p h a s e .  

Xylazine h a s  a  d o m i n a n t  s e c o n d - p h a s e ,  w h i c h  i s  s i m i l a r  t o  o r
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s l i g h t l y  m o r e  p r o l o n g e d  t h a n  a n  e q u i v a l e n t  r e s p o n s e  t o  

a d r e n a l i n e  ( F l a v a h a n ,  1 9 8 3 ) .  We h a v e ,  t h e r e f o r e ,  t r i e d  t o  

u s e  t h e s e  a g e n t s  t o  m i m i c  a d r e n a l i n e ' s  a l p h a ^  a n d  a l p h a 2  

r e s p o n s e s  w i t h o u t  r e c o u r s e  t o  a n t a g o n i s t s ,  w h i c h  i s  t h e  

a l t e r n a t i v e  a p p r o a c h  ( F l a v a h a n  & M c G r a t h ,  1 9 8 1 c ;  McGra th  e t  

a l ,  1 9 8 2 ) .

T h e  s u i t a b i l i t y  o f  t h e s e  a g o n i s t s  i s  d i s c u s s e d  b e l o w .  

P h e n y l e p h r i n e  h a s  b e e n  w i d e l y  u s e d  t o  c h a r a c t e r i s e  a l p h a ^ -  

a d r e n o c e p t o r s  s i n c e  i t  w a s  s h o w n  t o  b e  r e l a t i v e l y  m o r e  

p o t e n t  a t  t h e s e  r e c e p t o r s  t h a n  a t  a l p h a 2  r e c e p t o r s  ( S t a r k e  

e t  a l ,  1 9 7 5 ;  D r e w ,  1 9 7 7 ;  W i k b e r g ,  1 9 7 8  a n d  B y l u n d  & 

U ' P r i c h a r d ,  1 9 8 3 ) .  ( X y l a z i n e  on  t h e  o t h e r  h a n d ,  c o n s i s t e n t l y  

d e m o n s t r a t e d  g r e a t e r  p o t e n c y  f o r  p r e -  r a t h e r  t h a n  p o s t ­

j u n c t i o n a l  a l p h a  a d r e n o c e p t o r s ,  i . e .  a l p h a 2  r e c e p t o r s  (Drew,  

1 9 7 7 ;  W i k b e r g ,  1 9 7 8 ) . )  T h e  s u i t a b i l i t y  o f  u s i n g  

p h e n y l e p h r i n e  m a y  b e  p u t  i n t o  d o u b t  by  t h e  f i n d i n g s  o f  

M c D o n a l d  a n d  M c G r a t h  ( 1 9 8 0 )  w h o  w e r e  w o r r i e d  t h a t  

p h e n y l e p h r i n e  m i g h t  n o t  b e  a  v e r y  s u i t a b l e  " s e l e c t i v e  

a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t  when  t h e y  s h o w e d  t h a t  i t  f a i l e d  

t o  p r o d u c e  a s  g r e a t  a  m a x i m u m  a s  o t h e r  a g o n i s t s  i n  t h e  r a t  

v a s  d e f e r e n s .  w h e n  t h e y  i n v e s t i g a t e d  t h i s  f u r t h e r  t h e y  

f o u n d  t h a t  p h e n y l e p h r i n e  e x h i b i t e d  p r e - j u n c t i o n a l  a l p h a 2  

a g o n i s m  a n d  p r e -  a n d  p o s t - j u n c t i o n a l  b e t a - a g o n i s m  e a c h  o f  

w h i c h  l a y  w i t h i n  t h e  r a n g e  o f  i t s  a l p h a i  

c o n c e n t r a t i o n / r e s p o n s e  c u r v e .  T h e s e  o t h e r  e f f e c t s  w o u l d  o f  

c o u r s e  d i s t o r t  t h e  a l p h a j  r e l a t i o n s h i p .

E x a mination of another "selective" alpha^ agonist,
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a m i d e p h r i n e ,  c o n f i r m e d  t h e s e  s u s p i c i o n s .  T h i s  a g o n i s t  had  

b e e n  f o u n d  t o  c o n t r a c t  r a b b i t  a o r t a  a n d  t o  p r o d u c e  no 

i n h i b i t i o n  o f  t h e  i n d i r e c t l y  e v o k e d  t w i t c h  o f  t h e  r a t  v a s  

d e f e r e n s .  I t  d i s p l a y e d  no  b e t a ^  o r  b e t a 2  a c t i v i t y  a n d  no 

a l p h a 2 “ a d r e n o c e p t o r  e f f e c t s ,  u n l i k e  p h e n y l e p h r i n e  (Dungan e t  

a l . ,  1 9 6 5 ;  B u c h t h a l  & J e n k i n s o n ,  1 9 7 0 ;  B u t l e r  & J e n k i n s o n ,  

1978 a n d  F l a v a h a n  & M c G r a t h ,  1 98 1 ) .

I t  i s  a l s o  k n o w n  t h a t  p h e n y l e p h r i n e  i s  v e r y  s u s c e p t i b l e  t o  

l o w  d o s e s  o f  p r a z o s i n  i n  t h e  p i t h e d  r a t ,  u n l i k e  

n o r a d r e n a l i n e  ( D r e w  & W h i t i n g ,  1 9 7 9 ) .  T h i s  may b e  d u e  t o  

t h e  f a c t  t h a t  p h e n y l e p h r i n e  h a s  g r e a t e r  a f f i n i t y  f o r  b e t a 2  

a d r e n o c e p t o r s .  T h e  i n c r e a s e d  l e v e l  o f  b e t a 2  m e d i a t e d  

v a s o d i l a t i o n  w i l l  t e n d  t o  e x a g g e r a t e  t h e  d e g r e e  o f  

a n t a g o n i s m  b y  r e d u c i n g  t h e  r e s p o n s e  w h i c h  r e m a i n s  a f t e r  

p a r t i a l  b l o c k a d e  ( M c G r a t h ,  1 9 8 2 ) .

The  p o s t - j u n c t i o n a l  a l p h a 2  a c t i v i t y  o f  x y l a z i n e  h a s  b e e n  

d e m o n s t a t e d  i n  Jjq v i v o  p r e p a r a t i o n s  ( D o c h e r t y  e t  a l . ,  1979;  

D o c h e r t y  & M c G r a t h ,  1 9 80 )  a n d  i s  r e s i s t a n t  t o  p r a z o s i n .  No 

s u c h  a l p h a ^  a c t i v i t y  i s  d e m o n s t r a b l e  i n  e i t h e r  i n  .s i -t u  o r  i n  

y i t r o  r a t  a n o c o c c y g e u s  e x p e r i m e n t s  a l t h o u g h  a  p r a z o s i n  

r e s i s t a n t  c o m p o n e n t  c a n  b e  f o u n d .  McGra t h  c o n c l u d e d  i n  h i s  

1982 r e v i e w  t h a t  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  may be  c r i t i c a l  f o r  t h e

s t u d y  o f  p o s t - j  u n c t i o n a l  a l p h a 2 " ^ ^ ^ ® ^ ° ‘̂ ® ^

^ l p h a 2 r e c e p t o r  rnay b e  m o r e  e a s i l y  d e m o n s t r a t e d  i n  b l o o d  

p e r f u s e d  t i s s u e s  t h a n  i n  i s o l a t e d  t i s s u e s .  The c o n d i t i  

Under  w h i c h  s u c h  r e c e p t o r s  c a n  be  d e m o n s t r a t e d  i n  v i t r  y 

p r o v i d e  a  k e y  t o  t h e  c e l l u l a r  m e c h a n i s m s  w h i c h  t h e y  m e d i a t e
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and h e n c e  t h e i r  p h y s i o l o g i c a l  r o l e .

S e c t i o n  o n e  s h o w s  t h a t  a l p h a ^  a n d  a l p h a 2 S d r e n o c e p t o r  

r e s p o n s e s  a r e  i n f l u e n c e d  b y  b l o o d  g a s e s .  T h i s  may e x p l a i n  

q u a n t i t a t i v e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  o b s e r v a t i o n s  o f  

d i f f e r e n t  g r o u p s  o f  w o r k e r s  w h o  a r e  u s i n g  s i m i l a r  

p r e p a r a t i o n s .  A s l i g h t  v a r i a t i o n  i n  e x p e r i m e n t a l  t e c h n i q u e  

may b e  t h e  c a u s e  o f  t h e s e  d i s c r e p a n c i e s ,  a n d  s h o u l d  b e  

c o n s i d e r e d  w h e n  c o m p a r i n g  r e s u l t s .  Each r e c e p t o r  s u b - t y p e  

may h a v e  i t s  own  p h y s i o l o g i c a l  r o l e  i n  d e t e r m i n i n g  v a s c u l a r  

r e s i s t a n c e  a n d  r e g u l a t i n g  b l o o d  f l o w  a n d  t h i s  w i l l  be  

d e p e n d e n t  o n  t h e  p h y s i o l o g i c a l  o r  p a t h o l o g i c a l  s t a t e  o f  t h e  

s y s t e m .  D e s p i t e  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  a l k a l o s i s - i n d u c e d  

d e p r e s s i o n  o f  t h e  a l p h a 2 " i ^ G c e p t o r  m e d i a t e d  p r e s s o r  

r e s p o n s e s ,  a i r - r e s p i r e d  r a t s  a r e  u s e d  f r e q u e n t l y  t o  s t u d y  

p o s t - j u n c t i o n a l  a l p h a ^ ^ c G c e p t o r s  (Drew & W h i t i n g ,  1 9 7 9 ;  

Timmermans  e t  a l . ,  197  9 ;  G e r o l d  & H a u s l e r ,  1 9 8 3 ) .

T h i s  s t u d y  c o n c e r n s  i t s e l f  w i t h  t h e  e f f e c t s  o f  r e s p i r a t o r y  

i n d u c e d  c h a n g e s  i n  a c i d - b a s e  b a l a n c e ,  h o w e v e r  F l a v a h a n  

a c h i e v e d  q u a l i t a t i v e l y  s i m i l a r  e f f e c t s  f r o m  t h e  i n f l u e n c e  o f  

m e t a b o l i c  o r  l a c t i c  a c i d o s i s  on a l p h a - a d r e n o c e p t o r  m e d i a t e d  

v a s c u l a r  r e s p o n s e s  i n  t h e  d o g  h i n d - l i m b  ( F l a v a h a n ,  1 9 8 3 ) .  

I t  t h e r e f o r e  a p p e a r s  l i k e l y  t h a t  l o c a l i s e d  i s c h a e m i c  

c o n d i t i o n s  ma y  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  s u b -  

t y p e  m e d i a t e d  v a s o c o n s t r i c t i o n .

I t  i s  a l r e a d y  k n o w n  t h a t  t h e  m y o g e n i c  t o n e  and  t h e  a c t u a l  

c o n s t r i c t o r  o r  d i l a t o r  r e s p o n s e s  o f  a  g i v e n  b l o o d  v e s s e l  t o  

^ g i v e n  v a s o a c t i v e  a g e n t  d e p e n d  o n  t h e  l o c a l  p h y
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( d i s t e n s i o n  l e v e l  a n d  t e m p e r a t u r e )  a n d  t h e  c h e m i c a l  ( e g .  PO2  

o r  pH) c o n d i t i o n s  t o  w h i c h  i t  i s  e x p o s e d ,  e i t h e r  a c u t e l y  o r  

c h r o n i c a l l y  ( V a n h o u t t e ,  1 9 8 1 ;  S h e p h e r d ,  1 9 6 7 ) .  T h e  a m o u n t  

o f  b l o o d  f l o w i n g  t h r o u g h  a  t i s s u e  a s  w e l l  a s  t h e  

d i s t r i b u t i o n  o f  t h i s  b l o o d  w i t h i n  t h e  t i s s u e  i s  d i c t a t e d  b y  

i t s  m e t a b o l i c  d e m a n d s  ( K j e l l m a r ,  1 9 6 5 ) ,  h o w e v e r ,  t h i s  v a r i e s  

b e t w e e n  v e s s e l s  a s  r e s i s t a n c e  v e s s e l s  a r e  d o m i n a t e d  b y  

v a s o d i l a t o r  m e t a b o l i t e s  a n d  c a p a c i t a n c e  v e s s e l s  a r e  

d o m i n a t e d  b y  n e r v o u s  s u p p l y ,  ( H o l l a n d e r  & L e w i s ,  1 9 6 2 ) .  

H y p e r o s m o l a r i t y  a n d  a c i d o s i s  d e c r e a s e  a d r e n e r g i c  

n e u r o t r a n s m i s s i o n  i n  i s o l a t e d  v e i n s  i . e .  m e t a b o l i c  c h a n g e s  

i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  n e u r o e f f e c t o r  j u n c t i o n  a r e  c a p a b l e  o f  

d e c r e a s i n g  t h e  o u t p u t  o f  n e u r o t r a n s m i t t e r  t o  t h e  b l o o d  

v e s s e l s  ( V e r h a e g h e ,  1 9 7 8 ) .  T h i s  c o u l d  m e a n  t h a t  i f  t h e  

s y m p a t h e t i c  p o s t - j u n c t i o n a l  a d r e n o c e p t o r s  l o c a t e d  i n  

v a s c u l a r  r e s i s t a n c e  v e s s e l s  a r e  m a i n l y  a l p h a ^ ,  t h e n  a c i d o s i s  

o r  h y p o x i a  c o u l d  c a u s e  a  f u n c t i o n a l  s y m p a t h e c t o m y .

T h e  s i m i l a r i t y  o f  p h e n y l e p h r i n e ' s  a n d  x y l a z i n e " s  r e s p o n s e  

t o  a d r e n a l i n e  i s  n o t  s h a r e d  b y  a l l  " a l p h a - a d r e n o c e p t o r "  

a g o n i s t s .  F o r  e x a m p l e ,  w h e n  a  b o l u s  o f  a n  a g o n i s t  c a n  

p r o d u c e  a  p r o l o n g e d  a l p h a ^ - m e d i a t e d  p r e s s o r  r e s p o n s e ,  t h e  

r e l a t i o n s h i p  e s t a b l i s h e d  h e r e  f o r  b l o o d  g a s e s  n o  l o n g e r  

h o l d s .  T h i s  c a n  b e  d e m o n s t r a t e d  w i t h  a m i d e p h r i n e :  t h i s  

p r o d u c e s  a n  e x t r e m e l y  p e r s i s t e n t  a l p h a ^ - m e d i a t e d  p r e s s o r  

r e s p o n s e ,  w h i c h  i s  p o t e n t i a t e d  b y  r e s p i r a t o r y  a c i d o s i s  

( F l a v a h a n ,  1 9 8 3 ) .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e  s h o r t - l a s t i n g  a l p h a ^ -  

r e s p o n s e  t o  a d r e n a l i n e  o r  p h e n y l e p h r i n e  b u t  s i m i l a r  t o  t h e  

s e c o n d  p h a s e  o f  t h e  r e s p o n s e  t o  x y l a z i n e ,  t h i s  p r o l o n g e d
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a l p h a ^ - r e s p o n s e  i s  s u s c e p t i b l e  t o  c a l c i u m  e n t r y  b l o c k e r s  

( F l a v a h a n  & M c G r a t h ,  1 9 8 2 ) .  T h i s  p r o v i d e s  f u r t h e r  s u p p o r t  

f o r  t h e  p r o p o s a l  t h a t  i t  i s  t h e  e x c i t a t i o n - c o n t r a c t i o n  

c o u p l i n g  r a t h e r  t h a n  t h e  r e c e p t o r  p e x  s e  t h a t  i s  t h e  

c r i t i c a l  e l e m e n t  i n f l u e n c e d  b y  b l o o d  g a s e s .  I t  a l s o  

e m p h a s i s e s  t h e  n e e d  t o  c o n s i d e r  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  r e s p o n s e s  

i n  p i t h e d  r a t s ,  w h i c h  n e v e r  r e p r e s e n t  a n  e q u i l i b r i u m  b u t  

r a t h e r  s h o w  a  s e r i e s  o f  l i n k e d  e v e n t s  r e f l e c t i n g  t h e  r i s e  

and  f a l l  o f  t h e  b l o o d  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d r u g  ( D o c h e r t y  & 

M c G r a t h ,  1 9 8 0 c ) .

I t  r e m a i n s  p o s s i b l e  t h a t  i n c r e a s e d  pH m i g h t  a f f e c t  t h e  

i o n i s a t i o n  a n d ,  h e n c e ,  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  a g o n i s t s .  

T h i s  c o u l d  b e  t h e  b a s i s  o f  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  p r o l o n g e d  

p a r t  o f  t h e  r e s p o n s e  t o  a d r e n a l i n e ,  a m i d e p h r i n e  a nd  x y l a z i n e  

i n  a c i d o t i c  c o n d i t i o n s .  As y e t ,  t h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  on  

w h i c h  t o  a s s e s  t h i s .
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£AL£i i IMi :^NTRY BLD^%AD_E DN RESPONSES t q  ALPHA-

A_GONISTS IN THE PITHED RAT.

The r e s u l t s  d i s c u s s e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  s u g g e s t  t h a t  

t h e  e x c i t a t i o n - c o n t r a c t i o n  c o u p l i n g  f o r  t h e  e a r l y  a n d  l a t e  

p h a s e s  o f  t h e  a l p h a - a d r e n e r g i c  r e s p o n s e ,  may be  d i f f e r e n t l y  

i n f l u e n c e d  b y  o u t s i d e  f a c t o r s .  T h i s  i s  r e i n f o r c e d  by  t h e  

e f f e c t s  o f  n i f e d i p i n e  on t h e  v a r i o u s  a l p h a  a g o n i s t s  u s e d  i n  

s e c t i o n  2 .

A m i d e p h r i n e  w a s  t h e  f i r s t  a l p h a ^  a g o n i s t  u s e d  t o  show t h a t  

n o t  j u s t  a l p h a 2  a g o n i s t s  w e r e  a f f e c t e d  b y  c a l c i u m - e n t r y  

b l o c k a d e  ( F l a v a h a n  & M c G r a t h ,  1 9 8 2 ) .  Under  t h e  r e s p i r a t o r y  

c o n d i t i o n s  u s e d  t o  p o t e n t i a t e  t h e  s e c o n d a r y  c o m p o n e n t  o f  t h e  

r e s p o n s e ,  n i f e d i p i n e  w a s  o n c e  a g a i n  shown t o  p r e f e r e n t i a l l y  

b l o c k  t h e  s l o w  p h a s e  o f  t h e  r e s p o n s e .  H o w e v e r ,  w h e n  

a m i d e p h r i n e  w a s  i n f u s e d ,  t h e r e  w a s  v e r y  l i t t l e  i n h i b i t i o n  o f  

t h e  r e s p o n s e .  I n d e e d ,  n i f e d i p i n e  h a d  no e f f e c t  u n t i l  10 

m i n u t e s  i n t o  t h e  i n f u s i o n .  A p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  o f  t h i s  

i s  t h a t  a c i d o s i s  i n h i b i t s  c a l c i u m  i n f l u x  ( D e t h  & v a n  

B r e e m e n ,  1 9 7 4 )  a n d  a s  s u c h  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  c a u s e  

a t t e n u a t i o n  o f  t h e  n i f e d i p i n e  s e n s i t i v e  r e s p o n s e .  However  

t h i s  d o e s  n o t  a g r e e  w i t h  t h e  r e s u l t s  f r o m  m o s t  o f  t h e  o t h e r  

a l p h a  a g o n i s t s  t e s t e d .

T a b l e  3 s u m m a r i s e s  t h e  e f f e c t  o f  n i f e d i p i n e  on  t h e  a l p h a  

a g o n i s t s .  E x c e p t  f o r  m e t h o x a m i n e  ( w h e r e  t h e  b o l u s  i s  l i t t l  

i n h i b i t e d )  a l l  t h e  a l p h a ^  a g o n i s t s  c a n  b e  b l o c k e d ,  t o  so  

e x t e n t  b y  n i f e d i p i n e .  T h e  m a x i m u m  p e a k  r e s p o n s e s  o f  t h e  

b o l u s  r e s p o n s e s  a r e  l i t t l e  a f f e c t e d  b u t  i t  i s  t h e  s e c o n d a r y

e

me
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TABLE 3 Summarises the maximum responses and the 
percentage inhibition, by nifedipine (3ug/kg), of the 
bolus and infusion responses of the various alpha 
agonists tested in section 2. Data is expressed as the 
mean values +/- SEli for the maximums and as the 
percentage inhibition of the area under the graph 
(A.U.G.) for the nifedipine inhibition.
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p h a s e  o f  t h e  r e s p o n s e s  w h i c h  a r e  i n h i b i t e d .  T h e  a l p h a ^  

a g o n i s t  b o l u s  r e s p o n s e s  a r e  r e d u c e d  b e t w e e n  2 6 % - 6 8 %  

( m e a s u r e d  a s  a r e a  u n d e r  t h e  g r a p h ,  a . u . g . )  w h e r e a s  t h e  

i n f u s i o n  r e s p o n s e s  a r e  r e d u c e d  b e t w e e n  19%-59% ( a . u . g . ) .

B o t h  t h e  i n i t i a l ,  maximum p r e s s o r  r e s p o n s e  a n d  t h e  s l o w e r ,  

s e c o n d a r y  c o m p o n e n t  o f  t h e  a l p h a 2  a g o n i s t s  t e s t e d  a r e  

i n h i b i t e d  b y  n i f e d i p i n e .  T h e  i n f u s i o n  r e s p o n s e  t o  t h e s e  

a g o n i s t s  i s  a l s o  i n h i b i t e d .  The  b o l u s  r e s p o n s e s  a r e  r e d u c e d  

b e t w e e n  57%-77% a n d  t h e  i n f u s i o n  r e s p o n s e s  a r e  r e d u c e d  

b e t w e e n  5 2 % - 5 8 % .  T h e  a b i l i t y  o f  n i f e d i p i n e  t o  b l o c k  a n  

a l p h a  p r e s s o r  r e s p o n s e  d o e s  n o t  t h e r e f o r e  a p p e a r  t o  d e p e n d  

o n  w h e t h e r  t h e  d r u g  i s  c l a s s i f i e d  a s  a c t i n g  a t  a l p h a ^  o r  

a l p h a 2  r e c e p t o r s  b u t  o n  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  r e s p o n s e  

p r o d u c e d .  N i f e d i p i n e  t e n d s  t o  b l o c k  s l o w  p r o l o n g e d  

r e s p o n s e s  b e t t e r  t h a n  t h e  r a p i d  i n i t i a l  r e s p o n s e s  p r o d u c e d  

b y  s o m e  d r u g s .  I t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e  p r o l o n g e d  p h a s e  i s  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  n i f e d i p i n e - s e n s i t i v e  c a l c i u m  c h a n n e l  

o b s e r v e d  i n  v i t r o  i n  i s o l a t e d  b l o o d  v e s s e l s  a n d  w h i c h  a l l o w s  

t h e  e n t r y  o f  e x t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  ( G o d f r a i n d  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .

T h e  i n i t i a l  f a s t  c o m p o n e n t  i s  m o r e  d i f f i c u l t  t o  c l a s s i f y .  

As  i t  i s  t r a n s i e n t  i t  c a n  i n  s o m e  w a y s  b e  c o m p a r e d  t o  t h e  

i n i t i a l ,  t r a n s i e n t  c o m p o n e n t  ( ITC)  o f  i s o l a t e d  s m o o t h  

m u s c l e .  T h i s  ITC i s  r e s i s t a n t  t o  C a ^ ^ - e n t r y  b l o c k e r s  a n d  t o  

r e d u c t i o n  o f  [ C a ^ + J ^  a n d  i s  t h o u g h t  t o  b e  due  t o  t h e  r e l e a s e  

o f  b o u n d  i n t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  ( s e e  n e x t  s e c t i o n ) .  I t  i s  

n o t  p o s s i b l e  t o  t e s t  t h i s ,  h o w e v e r ,  w i t h  t h e  w h o l e  a n i m a l  

p r e p a r a t i o n .  E v e n  a  m o d e r a t e  r e d u c t i o n  i n  c a l c i u m  

c o n c e n t r a t i o n  w o u l d  s t o p  t h e  h e a r t  a n d  s u f f i c i e n t  r e d u c t i o n
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o f  [ ] Q e v e n  i n  a  p e r f u s e d  o r g a n  w o u l d  b e  e x t r e m e l y  

d i f f i c u l t  t o  a c h i e v e .  T h e  r o l e  o f  i n t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  

r e l e a s e  c a n n o t  b e  c o m p l e t e l y  r u l e d  o u t  b u t ,  s i n c e  m a i n t a i n e d  

r e s p o n s e s  t o  c o n t i n u o u s  i n f u s i o n  o f  a l p h a  a g o n i s t s  c a n  b e  

p r o d u c e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  n i f e d i p i n e  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  a  

n i f e d i p i n e - r e s i s t a n t  C a ^ ‘* ' - e n t r y  i s  i n v o l v e d  ( s e e  M c G r a t h ,  

1 9 8 5 ) .  S i n c e  i t  i s  p o s s i b l e  t o  a v o i d  t h e  i n i t i a l  f a s t  

c o m p o n e n t  by  i n j e c t i n g  t h e  a g o n i s t  m o r e  s l o w l y  i . e  i n f u s i n g  

i t  ( s e e  f i g  8 ) ,  i t  c a n  b e  a s s u m e d  t h a t  t h i s  r e s p o n s e  i s  d u e  

t o  t h e  i n i t i a l  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a g o n i s t ,  w h i c h  

c o n t a c t s  t h e  b l o o d  v e s s e l s  a s  t h e  b o l u s  m a k e s  i t s  " f i r s t  

p a s s "  t h r o u g h  t h e  c i c u l a t i o n  ( D o c h e r t y  & M c G r a t h ,  1 9 8 0 ) .

T h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  a l p h a ^  a n d  t h e  

a l p h a 2  h o l u s  r e s p o n s e s  a p p e a r s  t o  b e  m a i n l y  t h a t  a l p h a 2  

a g o n i s t s  h a v e  a  s l o w e r  o n s e t  o f  a c t i o n  a n d  a  l o n g e r  l a s t i n g  

s e c o n d  p h a s e  t h a n  a l p h a ^ - a g o n i s t s  ( e x c e p t i n g  a m i d e p h r i n e ) .  

H o w e v e r ,  t h e r e  i s  a  muc h  g r e a t e r  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t i m e  

c o u r s e s  o f  t h e i r  i n f u s i o n  r e s p o n s e s .  T h e  a l p h a ^  a g o n i s t s  

a p p e a r  u n a b l e  t o  p r o d u c e  a  m a i n t a i n e d  p l a t e a u  d u r i n g  t h e  

i n f u s i o n  t i m e .  P h e n y l e p h r i n e  p r o d u c e s  a  m a x i m u m  r e s p o n s e  

w h i c h  t h e n  d e c l i n e s ,  w h e r e a s  o x y m e t a z o l i n e ,  c i r a z o l i n e  a n d  

m e t h o x a m i n e  n e v e r  r e a c h  a  m a x i m u m  d u r i n g  t h e  20 m i n u t e s  

i n f u s i o n .  T h e  a l p h a 2  a g o n i s t s  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  s h o w  a  

v e r y  c o n s i s t e n t  p a t t e r n  i n  t h e i r  i n f u s i o n  r e s p o n s e s .  A l l  

r a p i d l y  a c h i e v e  a  p l a t e a u  w h i c h  i s  m a i n t a i n e d  t h r o u g h o u t  t h e  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  d r u g .  T h e r e  i s  o b v i o u s l y  a  d i f f e r e n c e  

i n  t h e  w a y  a l p h a ^  a n d  a l p h a 2  a g o n i s t s  p r o d u c e  t h e i r  i n f u s i o n  

( a n d  b o l u s )  r e s p o n s e s  b u t  f r o m  w h e r e  d o e s  t h i s  d i f f e r e n c e
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s te m ?

T h e  r e s u l t s  s o  f a r  do n o t  a p p e a r  t o  s u p p o r t  t h e  h y p o t h e s i s  

t h a t  a l p h a j -  a n d  a l p h a 2 " a d r e n o c e p t o r  m e d i a t e d  r e s p o n s e s  

i n v o l v e  d i f f e r e n t  a c t i v a t i o n  s y s t e m s .  T h e  e f f e c t s  o f  

f a c t o r s  w h i c h  i n f l u e n c e  e x c i t a t i o n - c o n t r a c t i o n  c o u p l i n g  

c o r r e l a t e  w i t h  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  a g o n i s t  t o  p r o d u c e  t h e  t w o  

p h a s e s  o f  t h e  r e s p o n s e  r a t h e r  t h a n  w i t h  t h e  a l p h a -  

a d r e n o c e p t o r  s u b t y p e  i n v o l v e d .  T h u s  t h e  r e s p o n s e s  o f  SGD 

1 0 1 / 7 5 ,  a  d r u g  d i f f i c u l t  t o  c l a s s i f y  u n d e r  t h e  a l p h a 2 / a l p h a 2  

s p l i t ,  c a n  b e  b e t t e r  u n d e r s t o o d  a n d  c a t e g o r i s e d .  T i m m e r m a n s  

e t  a l  ( 1 9 8 3 ) ,  h o w e v e r ,  b e l i e v e  t h a t  d r u g s  s u c h  a s  SGD 1 0 1 / 7 5  

s t i m u l a t e  a  s u b t y p e  o f  t h e  a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r , o n e  w h i c h  

i n i t i a t e s  v a s o c o n s t r i c t i o n  d e p e n d a n t  u p o n  e x t r a c e l l u l a r  

c a l c i u m .

I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  t h e  o t h e r  a l p h a ^  a g o n i s t  

w h i c h  i s  c u r r e n t l y  a c c e p t e d  a s  b e i n g  s u s c e p t i b l e  t o  c a l c i u m -  

e n t r y  b l o c k a d e ,  i . e .  a m i d e p h r i n e ,  s h o w s  a  s i m i l a r i t y  i n  

p a t t e r n  t o  t h e  SGD 1 0 1 / 7 5  b o l u s  r e s p o n s e .  B o t h  t h e s e  d r u g s  

p r o d u c e  a  r a p i d  m a x i m u m  p r e s s o r  r e s p o n s e  a n d  a  s e c o n d a r y  

c o m p o n e n t  w h i c h  h a s  a  p r o n o u n c e d  " h u m p " .  T h e  o v e r a l l  

r e s p o n s e  p r o d u c e d  b y  b o t h  d r u g s  i s  l o n g e r  l a s t i n g  t h a n  t h e  

o t h e r  a l p h a ^  a g o n i s t s .  I t  i s  t h e  " h u m p "  o f  t h e  r e s p o n s e  

w h i c h  i s  m o s t  i n h i b i t e d  b y  n i f e d i p i n e ;  h o w e v e r  t h e i r  

i n f u s i o n  r e s p o n s e s  a r e  v e r y  l i t t l e  a f f e c t e d  by  c a l c i u m - e n t r y  

b l o c k a d e .

I f  i t  i s  n o t  r e c e p t o r  s u b t y p e  w h i c h  c o n f e r s  t h e  a b i l i t y  t o  

p r o d u c e  t h e s e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  r e s p o n s e s  -  w h a t  d o e s ?  The
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f a c t  t h a t  many  o f  t h e  s y n t h e t i c  a l p h a 2 ~ a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t s  

w e r e  s h o w n  t o  b e  p a r t i a l  a g o n i s t s ,  l e d  C a u v i n  e t  a l . ,  ( 1983)  

t o  s u g g e s t  t h a t  s e n s i t i v i t y  t o  c a l c i u m  e n t r y  b l o c k a d e  w a s  

r e l a t e d  t o  t h e  d e g r e e  o f  a c t i v a t i o n  i n d u c e d  by  t h e  a g o n i s t .  

M c G r a t h  ( 1 9 8 5 )  f o u n d  t h a t  x y l a z i n e  a n d  SGD 1 0 1 / 7 5  w e r e  

r e l a t i v e l y  m o r e  s u s c e p t i b l e  t o  n i f e d i p i n e  i n h i b i t i o n  t h a n  

w e r e  p h e n y l e p h r i n e ,  a m i d e p h r i n e  o r  m e t h o x a m i n e  i n  t h e  r a t  

a n o c o c c y g e u s  m u s c l e .  He p r o p o s e d  a g o n i s t  " e f f i c a c y "  a s  a n  

e x p l a n a t i o n  o f  t h i s  i . e .  a g o n i s t s  w i t h  l o w  e f f i c a c y  p r o d u c e  

t h e  p r o l o n g e d  r e s p o n s e  w h i c h  i s  n i f e d i p i n e  s e n s i t i v e .  I f  

t h i s  w e r e  c o r r e c t ,  t h e n  t h e r e  s h o u l d  e x i s t  c e r t a i n  t i s s u e s  

w h e r e  t h e  a b i l i t y  t o  r e s p o n d  t o  a l p h a ^  o r  a l p h a 2  a g o n i s t s  

w i l l  d e p e n d  o n  t h e i r  r e c e p t o r  r e s e r v e  a n d  e f f i c i e n c y  o f  

c o u p l i n g  o f  t h e  a g o n i s t s  w i t h  t h e  d i f f e r e n t  r e c e p t o r  

s u b t y p e s .  T h i s  p o s s i b i l i t y  i s  e n c o u r a g e d  a s  t h e  a b s o l u t e  

p o t e n c y  o f  a l p h a ^  a n d  a l p h a 2  a g o n i s t s  d o e s  v a r y  e n o r m o u s l y  

b e t w e e n  p r e p a r a t i o n s .

T h e  v i e w  o f  M c G r a t h  (1985)  i s  s u p p o r t e d  by  t h e  f i n d i n g s  o f  

R u f f o l o  e t  a l .  ( 1 9 8 4 ) .  He s u g g e s t e d  a  p o s s i b l e  r e l a t i o n s h i p  

b e t w e e n  r e c e p t o r  r e s e r v e  a n d  t h e  d i f f e r e n t i a l  a n t a g o n i s m  o f  

a l p h a ^ -  a n d  a l p h a 2 - a d r e n o c e p t o r  m e d i a t e d  p r e s s o r  r e s p o n s e s  

by  t h e  c a l c i u m  c h a n n e l  a n t a g o n i s t  d i l t i a z e m ,  i n  t h e  p i t h e d  

r a t .  He f o u n d  t h a t  p r e s s o r  r e s p o n s e s  o f  a g o n i s t s  w i t h  h i g h  

i n t r i n s i c  a c t i v i t i e s  ( l a r g e  r e c e p t o r  r e s e r v e )  w e r e  r e s i s t a n t  

t o  a n t a g o n i s m  by  d i l t i a z e m ,  w h e r e a s  t h e  a l p h a ^  a d r e n o c e p t o r -  

m e d i a t e d  p r e s s o r  r e s p o n s e s  o f  p a r t i a l  a g o n i s t s  w i t h  l o w  

i n t r i n s i c  a c t i v i t i e s  ( no  r e c e p t o r  r e s e r v e )  w e r e  h i g h l y  

s e n s i t i v e  t o  a n t a g o n i s m  b y  d i l t i a z e m .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t
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t h e  a p p a r e n t  r e s i s t a n c e  o f  t h e  a l p h a i - a d r e n o c e p t o r  m e d i a t e d  

p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  a n t a g o n i s m  b y  t h e  c a l c i u m  c h a n n e l  

b l o c k i n g  a g e n t s  ma y  r e s u l t ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  f r o m  a  l a r g e  

a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r  r e s e r v e  t h a t  s e r v e s  t o  " b u f f e r "  a l p h a i "  

a d r e n o c e p t o r  m e d i a t e d  p r e s s o r  r e s p o n s e s  f r o m  i n h i b i t i o n  b y  

n o n c o m p e t i t i v e  a n t a g o n i s t s ,  s u c h  a s  t h e  c a l c i u m  c h a n n e l  

a n t a g o n i s t s .

U n f o r t u n a t e l y  t h e  a b o v e  o b s e r v a t i o n s  w e r e  b a s e d  o n  t h e  

a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  a l p h a ^  p r e s s o r  r e s p o n s e  i s  r e s i s t a n t  t o  

c a l c i u m  e n t r y  b l o c k .  R u f f o l o  u s e d  c i r a z o l i n e  a s  a n  e x a m p l e  

o f  a n  a l p h a ^  a g o n i s t  u n a f f e c t e d  b y  c a l c i u m  entry b l o c k .  

H o w e v e r ,  t a b l e  3 s h o w s  t h a t  c i r a z o l i n e  i s  i n  f a c t  o n e  o f  t h e  

b e s t  b l o c k e d  a l p h a ^  a g o n i s t s  (68% a . u . g . ) .  R u f f o l o ' s  

o b s e r v a t i o n s  w e r e  p r o b a b l y  b a s e d  o n  m e a s u r i n g  t h e  p e a k  

r e s p o n s e ,  w h i c h  i s  l e s s  a f f e c t e d  t h a n  t h e  o v e r a l l  r e s p o n s e .  

I n  s u p p o r t  o f  t h e  f i n d i n g s  s u m m a r i s e d  i n  t a b l e  3 a r e  p a p e r s  

b y  A l a b a s t e r  a n d  S o l c a  ( 1 9 8 5 )  a n d  J a n s s e n s  a n d  V e r h a e g h e  

( 1 9 8 4 ) ,  s e e  b e l o w .

I n t e r p r e t a t i o n  o f  d a t a  f r o m  stu d ies i n  v i v o  c a n  b e  

c o m p l i c a t e d  by  t h e  f a c t  t h a t  t h e  blood pressure r e s p o n s e  t o  

i n j e c t e d  a g o n i s t s  i s  t h e  n e t  r e s u l t  o f  d irec t a n d  i n d i r e c t  

e f f e c t s  o n  b o t h  t h e  heart and vasculature. To a v o i d  t h i s ,  

p r o p r a n o l o l  ( I m g / k g )  w a s  administered before a n y  d r u g s  w h i c h  

m i g h t  a f f e c t  t h e  h e a r t  r a t e .  Alabaster a n d  S o l c a  <!:i9S5|  

f o u n d  t h a t  p r e s s o r  r e s p o n s e s  t o  p h e n y l e p h r i n e ,  a l p h a - » e t h y l -  

n o r a d r e n a l i n e  a n d  a n g i o t e n s i n  I I  w e r e  a l l  a n t a g o n i s e d  b y  

n i f e d i p i n e  i n  t h e  a n a e s t h e t i s e d  c a t  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n  o f  

propranol and atropine. (The  p r o p r a n o l o l  a n d  a t r o p i n e  w e r e

9 4



g i v e n  t o  p r e v e n t  a g o n i s t - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  c a r d i a c  o u t p u t  

b y  r e f l e x  a c t i v a t i o n  o r  d i r e c t  e f f e c t . )

A c c o r d i n g  t o  C a u v i n  e t  a l ,  ( 1 9 8 3 )  t h e  a l p h a ^  a g o n i s t s  i n  

t a b l e  3 w h i c h  a r e  f u l l  a g o n i s t s  w o u l d  n o t  b e  s u s c e p t i b l e  t o  

c a l c i u m - e n t r y  b l o c k a d e  b u t  t h i s  i s  o b v i o u s l y  n o t  t h e  c a s e .  

T h e  f i n d i n g s  o f  J a n s s e n s  a n d  V e r h a e g h e ,  ( 1 9 8 4 ) ,  i n c r e a s e  t h e  

e v i d e n c e  t h a t  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  r e s p o n s e s ,  i n  v a s c u l a r  

s m o o t h  m u s c l e ,  b y  p o s t r e c e p t o r  m e c h a n i s m s  r e l a t i n g  t o  

c a l c i u m  u t i l i z a t i o n ,  d o e s  n o t  c o r r e l a t e  w i t h  a n  

a l p h a ^ / a l p h a 2  c l a s s i f i c a t i o n .  T h e y  f o u n d  t h a t  i n  t h e  d o g  

s a p h e n o u s  v e i n ,  b o t h  a l p h a ^ -  a n d  a l p h a 2 ” a d r e n o c e p t o r  

a c t i v a t i o n  i n d u c e d  a n  i n f l u x  o f  c a l c i u m  i o n s  a n d  a  r e l e a s e  

o f  i n t r a c e l l u l a r  c a l c i u m .

T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  n i f e d i p i n e  r e d u c e s  t h e  r e s p o n s e  t o  

i n f u s e d  a g o n i s t s  h a s  a l s o  b e e n  m a d e  i n  m a n .  R e i d  e t  a l .  

( 1983 )  s h o w e d  t h a t  s y s t e m i c  p r e s s u r e  i n c r e a s e s  t o  i n f u s i o n s  

o f  n o r a d r e n a l i n e  a n d  o f  a n g i o t e n s i n  I I  c o u l d  b e  a n t a g o n i s e d  

b y  n i f e d i p i n e .  I t  b e c o m e s  o b v i o u s  t h e r e f o r e  t h a t  s ome  f o r m  

o f  c a l c i u m - e n t r y  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  a c t i v a t i o n  o f  b o t h  

r e c e p t o r  s u b t y p e s .  I t  c o u l d  b e  p r o p o s e d  t h a t  t h e r e  i s  i n  

f a c t  o n l y  o n e  r e c e p t o r  t y p e  i n v o l v e d  i n  a l p h a - a d r e n e r g i c  

p r e s s o r  r e s p o n s e s .  T h i s  s i n g l e  r e c e p t o r  t y p e  ma y  t h e n  

c h a n g e  i t s  m a i n  e x c i t a t i o n - c o n t r a c t i o n  c o u p l i n g  p r o c e s s  w h e n  

p r e s e n t e d  w i t h  d i f f e r e n t  a g o n i s t s  a n d / o r  a g o n i s t  

c o n c e n t r a t i o n s  f o r  r e a s o n s  a s  y e t  n o t  u n d e r s t o o d .  H o w e v e r ,  

t h e  e x t e n s i v e  w o r k  d o n e  w i t h  a n t a g o n i s t s  s u c h  a s  p r a z o s i n  

a n d  r a u w o l s c i n e  s t i l l  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  a r e  a t  l e a s t  t w o  

d i s t i n c t  t y p e s  o f  p o s t s y n a p t i c  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  ( f o r  a  

r e v i e w  s e e  M c G r a t h ,  1 9 8 2 ) .
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T h e  c h a n g e s  w i t h  n i f e d i p i n e  a r e  n o t  s p e c i f i c  t o  a l p h a -  

a d r e n o c e p t o r  s ,  a n d  i n  t h e  p i t h e d  r a t ,  n i f e d i p i n e  m u s t  b e  

e x e r t i n g  o t h e r  e f f e c t s  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  r e d u c t i o n  o f  t h e  

a l p h a - a d r e n e r g i c  r e s p o n s e .  C a l c i u m - e n t r y  b l o c k e r s  w i l l  

i n t e r f e r e  w i t h  a n y  p r o c e s s  w h i c h  i n v o l v e s  t h e  t r a n s p o r t  o f  

c a l c i u m  i n t o  t h e  c e l l  v i a  t h e  s l o w  c h a n n e l s .  C a l c i u m -  

a n t a g o n i s t s ,  s u c h  a s  n i f e d i p i n e ,  a r e  a l s o  v e r y  e f f e c t i v e  a t  

b l o c k i n g  e x c i t a t i o n - s e c r e t i o n  c o u p l i n g  a n d  a l t h o u g h  o f  

l i t t l e  i m p o r t a n c e  i n  t h e  p i t h e d  a n i m a l ,  t h e y  c a n  f o r  

e x a m p l e ,  b l o c k  t h e  r e l e a s e  o f  o x y t o c i n  a n d  v a s o p r e s s i n  f r o m  

t h e  d e p o l a r i s e d  n e u r o h y p o p h y s i s  o r  t h e  r e l e a s e  o f  i n s u l i n  

f r o m  e x c i t e d  B - c e l l s  i n  t h e  I s l e t s  o f  L a n g e r h a n s  

( D e v i s  e t  a l . , 1 9 7 5 ;  M a t t h e w s  & S a k a m o t o ,  1 9 7 5 ) .  I t  m u s t  

a l s o  b e  r e m e m b e r e d  t h a t  t h e  c l a s s i c  s t u d y  i n v o l v i n g  c a l c i u m -  

e n t r y  b l o c k e r s  w a s  c a r r i e d  o u t  on h e a r t  m u s c l e  w h e r e  t h e i r  

a n t a g o n i s m  o f  b e t a - a d r e n o c e p t o r  a c t i v i t y  w a s  s t u d i e d .  

N i f e d i p i n e  d o e s  n o t  b l o c k  b e t a  r e c e p t o r s  o n  t h e  h e a r t  

( F l e c k e n s t e i n ,  1 9 7 7 ;  K r o n e b e r g ,  1 9 7 3 ;  S c h u m a n n  e t  a l . ,  

1 9 7 5 ) ,  b u t  d o e s  a n t a g o n i s e  t h e  a c t i o n  o f  b e t a  a g o n i s t s  b y  

i n t e r f e r i n g  d i r e c t l y  w i t h  t h e  t r a n s m e m b r a n e  s u p p l y  o f  

c a l c i u m .  T h u s  c a l c i u m  a n t a g o n i s t s  a r e  u s e d  c l i n i c a l l y  a s  

a n t i a n g i n a l , a n t i a r  r h y t h m i c ,  a n t i h y p e r t e n s i v e  o r  

c a r d i o p r o t e c t i v e  d r u g s .

How c a l c i u m  a n t a g o n i s t s  u l t i m a t e l y  p r o d u c e  t h e s e  b e n e f i t s  

i s  p r o b a b l y  a  m i x t u r e  o f  t h e  t h r e e  f o l l o w i n g  t h e r a p e u t i c a l l y  

i m p o r t a n t  f a c t o r s ;  a )  t h e y  r e d u c e  m y o c a r d i a l  e n e r g y  

e x p e n d i t u r e  a n d  t h e r e f o r e  o x y g e n  d e m a n d ,  b)  t h e y  i n d i r e c t l y  

d e c r e a s e  c a r d i a c  o x y g e n  r e q u i r e m e n t  b y  f a c i l i t a t i n g  h e a r t  

w o r k  a t  a  r e d u c e d  l e v e l  o f  a r t e r i a l  b l o o d  p r e s s u r e  a n d  c )
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t h e y  i m p r o v e  m y o c a r d i a l  o x y g e n  s u p p l y  d u e  t o  v a s o d i l a t o r  o r  

s p a s m o l y t i c  e f f e c t s  p a r t i c u l a r l y  on  e x t r a m u r a l  v e s s e l s .  

N i f e d i p i n e  i s  t h e r e f o r e  a  m o s t  s p e c i f i c  a n d  p o w e r f u l  

c a l c i u m - a n t a g o n i  S t  ( F l e c k e n s t e i n  e t  a l . ,  1 9 7 2 )  w i t h  

e x t r e m e l y  i m p o r t a n t  c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n s ,  a n d  i s  n o t  j u s t  a  

u s e f u l  p h a r m a c o l o g i c a l  t o o l ,  a s  e m p l o y e d  i n  t h i s  s t u d y .

An i n t e r e s t i n g  o b s e r v a t i o n  i n  t h i s  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  

w a s  t h e  a p p a r e n t  d e c l i n e  i n  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  

i n f u s i o n s  o f  p h e n y l e p h r i n e  a n d  n o r a d r e n a l i n e :  b o t h  t h e s e  

d r u g s  s h o w e d  a  m a r k e d  r e d u c t i o n  i n  r e s p o n s e  a f t e r  10 m i n u t e s  

o f  i n f u s i o n .  U s u a l l y  s u c c e s s i v e  a p p l i c a t i o n s  o f  t h e  s a m e  

d o s e  o f  a  p o w e r f u l  a g o n i s t  p r o d u c e  c o n s t a n t  r e s p o n s e s  

( w i t h i n  t h e  l i m i t s  o f  b i o l o g i c a l  v a r i a t i o n )  p r o v i d e d  t h a t  

m o d e s t  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  u s e d ,  t h e  e x p o s u r e  t i m e  i s  n o t  t o o  

p r o l o n g e d  a n d  a  s u f f i c i e n t l y  l o n g  r e s t  p e r i o d  i s  a l l o w e d  t o  

e n a b l e  t h e  t i s s u e  t o  r e c o v e r  f r o m  t h e  r e s p o n s e .  H o w e v e r ,  

w i t h  s ome  d r u g s  t h e  s u c c e s s i v e  r e s p o n s e s  b e c o m e  s m a l l e r  i . e  

t a c h y p h y l a x i s  o c c u r s .  I t  h a s  b e e n  known f o r  many y e a r s  t h a t  

r e p e a t e d  i . v .  d o s e s  o f  c e r t a i n  s y m p a t h o m i m e t i c  a m i n e s  e l i c i t  

s m a l l e r  a n d  s m a l l e r  c a r d i o v a s c u l a r  r e s p o n s e s  (Chen & Meek ,  

1 9 2 6 ) ,  b u t  n o r a d r e n a l i n e  h a s  b e e n  f o u n d  t o  p r o d u c e  l i t t l e  o r  

no  t a c h y p h y l a x i s  (Day & R a n d ,  1 9 6 3 ) .

T h i s  w a n i n g  o f  t h e  i n f u s i o n  r e s p o n s e  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  

d u e  t o  a n y  g e n e r a l  e x h a u s t i o n  o f  t h e  c o n t r a c t i l e  r e s p o n s e  a s  

i n c r e a s e d  i n f u s i o n  r a t e  a n d  i n j e c t i o n  o f  o t h e r  a l p h a  

a g o n i s t s  a r e  s t i l l  a b l e  t o  p r o d u c e  a  p r e s s o r  r e s p o n s e .  So 

w h y  i s  t h e  r e s p o n s e  d e c l i n i n g  w h e n  t h e  d r u g  i s  s t i l l  b e i n g
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a d m i n i s t e r e d ?

T h e  d e c l i n e  i n  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  i n f u s i o n s  o f  

p h e n y l e p h r i n e  a n d  n o r a d r e n a l i n e  w a s  s i m i l a r  t o  a n  e a r l i e r  

o b s e r v a t i o n  w i t h  a d r e n a l i n e  ( G i l l e s p i e  & M u i r ,  1 9 6 6 ) .  E a c h  

r e s p o n s e  s h o w e d  a  m a r k e d  d e c l i n e  a f t e r  10 m i n u t e s  o f  

i n f u s i o n .  T h e  d e c l i n e  i n  r e s p o n s e ,  f o r  n o r a d r e n a l i n e  a t  

l e a s t ,  i s  n o t  d u e  t o  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  d r u g  f r o m  t h e  b l o o d  

a s  t h e  l e v e l s  o f  n o r a d r e n a l i n e  p r e s e n t  i n  t h e  p l a s m a ,  

b e f o r e ,  d u r i n g  a n d  a f t e r  i n f u s i o n  o f  t h e  d r u g  w e r e  m e a s u r e d  

u s i n g  a n  HPLC s y s t e m .  T h e  r e s u l t s  w e r e  i n t e r e s t i n g  f o r  

s e v e r a l  r e a s o n s :  1)  t h e  p e a k  p r e s s o r  e f f e c t  f o r  t h a t  d o s e

o f  n o r a d r e n a l i n e  w a s  a c h i e v e d  a f t e r  5 m i n u t e s  w h e n  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  i n  t h e  a r t e r i a l  p l a s m a  h a d  

n o t  a c h i e v e d  i t s  m a x i m u m  (N.B.  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  t h e  

i n f u s i o n  i t s e l f  w a s  s u b - m a x i m a l ) . 2) w h e n  t h e  p r e s s o r

e f f e c t  w a s  w a n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  w a s  

s t i l l  r i s i n g  i n  t h e  a r t e r i a l  b l o o d ,  a n d  3) t h e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  n o r a d r e n a l i n e  i n  t h e  v e n o u s  p l a s m a  s h o w e d  v e r y  l i t t l e  

c h a n g e  f r o m  c o n t r o l  v a l u e s  t h r o u g h o u t  t h e  i n f u s i o n .  1) a n d  

2) s h o w  t h a t  t h e r e  i s  s o m e  f o r m  o f  t a c h y p h y l a x i s  o c c u r i n g  

a n d  3)  s h o w s  t h a t  n o r a d r e n a l i n e  d o e s  n o t  p a s s  t h r o u g h  t h e  

s y s t e m i c  v a s c u l a r  b e d s  t o  c i r c u l a t e .

A l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  n o r a d r e n a l i n e  i n f u s e d  i n t o  t h e  

j u g u l a r  v e i n  s e e m s  t o  h a v e  b e e n  l o s t  i n  i t s  p a s s a g e  t h r o u g h  

t h e  h e a r t  a n d  p u l m o n a r y  b e d  t o  t h e  c a r o t i d  s a m p l i n g  s i t e .  

F r om  t h e  F i c k  P r i n c i p l e ,  w i t h  t h i s  r a t e  o f  i n f u s i o n  a n d  t h e  

a r t e r i a l  l e v e l s  f o u n d ,  c a r d i a c  o u t p u t  w o u l d  n e e d  t o  b e  

a p p r o x i m a t e l y  1 0 0  t o  1 5 0  m l / m i n  i f  no  n o r a d r e n a l i n e  w a s
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l o s t .  s i n c e  t h e  b e s t  e s t i m a t e  o f  t h i s  i n  p i t h e d  r a t s  o f  

t h i s  s i z e  a r e  a p p r o x i m a t e l y  1 5  t o  25  m l / m i n  ( K a u f m a n  & 

V o l l m e r ,  1 9 8 5 ;  G e r o l d  & H a e u s l e r ,  1 9 8 3 ) ,  t h i s  s u g g e s t s  t h a t  

a t  l e a s t  75% o f  i n t r a v e n o u s l y  i n f u s e d  n o r a d r e n a l i n e  i s  l o s t  

b e f o r e  i t  r e a c h e s  t h e  a r t e r i a l  s i d e  o f  t h e  s y s t e m i c  

c i r c u l a t i o n .

T h i s  r a p i d  l o s s  o f  n o r a d r e n a l i n e ,  f i r s t  75% i n  t h e  l u n g s  

a n d  t h e n  t h e  r e m a i n d e r  i n  t h e  s y s t e m i c  b e d s ,  i s  i n  m a r k e d  

c o n t r a s t  t o  c l o n i d i n e ,  w h i c h  i s  p r e s e n t  i n  p l a s m a  u p  t o  40  

m i n u t e s  a f t e r  b o l u s  i n j e c t i o n  o f  a  s u b - m a x i m a l  p r e s s o r  d o s e  

( D o c h e r t y  & M c G r a t h ,  1 9 8 0 a ) .  H i g h  l e v e l s  o f  c l o n i d i n e  w e r e  

f o u n d  i n  t h e  v e n o u s  b l o o d ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  d r u g  w a s  r e ­

c i r c u l a t i n g .  T h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  c l o n i d i n e  l a s t s  no  

l o n g e r  t h a n  t h o s e  t o  ma ny  o f  t h e  a g o n i s t s  t e s t e d  h e r e  s o  i t  

i s  l i k e l y  t h a t  m a n y  o f  t h e m  r e c i r c u l a t e .  C o n v e r s e l y ,  t h e  

s h o r t  l i v e d  a l p h a - a g o n i s t s  m a y  a l l  e x p e r i e n c e  a  s t r o n g  

" f i r s t  p a s s "  e f f e c t  a n d  h a v e  v e r y  l o w  v e n o u s  c o n c e n t r a t i o n s .  

T h i s  i m p l i e s  t h a t  o n l y  t h e  l o n g e r  l a s t i n g  a l p h a - a g o n i  s t s  

c o u l d  e x e r t  a n  a l p h a - m e d i a t e d  v e n o m o t o r  a c t i o n ,  w h i c h  b y  

r a i s i n g  v e n o u s  r e t u r n  c o u l d  i n c r e a s e  c a r d i a c  o u t p u t .  S u c h  

a n  a c t i o n  o f  e n d o g e n o u s  a n g i o t e n s i n  I I  h a s  a l r e a d y  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  i n  p i t h e d  r a t s  ( K a u f ma n  & V o l l m e r ,  1 9 8 5 ) .

T h i s  may me a n  t h a t  l o n g  l i v e d ,  r e c i r c u l a t i n g  a g o n i s t s  w i l l  

r a i s e  t h e  b l o o d  p r e s s u r e  b y  a  c o m b i n a t i o n  o f  r e s i s t a n c e  

( p r e - c a p i l l a r y  t o n e )  a n d  c a r d i a c  o u t p u t  ( p o s t - c a p i l l a r y  

t o n e ) .  S i n c e  b l o o d  p r e s s u r e  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  b o t h  t h e n  

t h e  a c t i o n s  a t  t h e  t w o  s i t e s  w i l l  b e  g e o m e t r i c  r a t h e r  t h a n
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a d d i t i v e  a n d  a  s m a l l  c h a n g e  i n  e a c h  w i l l  p r o d u c e  a  

d i s p r o p o r t i o n a t e l y  l a r g e  c h a n g e  i n  b l o o d  p r e s s u r e .  T h i s ,  

r a t h e r  t h a n  a n y  r e a l  d i f f e r e n c e  i n  t h e  e x c i t a t i o n  p r o c e s s  

m a y  b e  t h e  r e a s o n  f o r  p r o l o n g e d  r e s p o n s e s  b e i n g  m o r e  

s u s c e p t i b l e  t h a n  r e s p o n s e s  d u e  t o  t r a n s i e n t  a c u t e  i n c r e a s e s  

i n  r e s i s t a n c e .  I t  w o u l d  a l s o  b e  l i k e l y  t h a t  o n l y  r e ­

c i r c u l a t i n g  d r u g s  w o u l d  b u i l d  up h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  

t i s s u e s .  T h i s  ma y  b e  a n o t h e r  c o n t r i b u t i n g  f a c t o r  t o  t h e  

d i f f e r e n c e  i n  t h e  d u r a t i o n  o f  r e s p o n s e  p r o d u c e d .  S e v e r a l  

f u r t h e r  f a c t o r s  m a y  l e a d  t o  i n d i v i d u a l  p r o f i l e s  o f  

s u s c e p t i b i l i t y  t o  b l o c k a d e ,  e . g . a )  a n y  d i f f e r e n c e s  i n  

d i s t r i b u t i o n  o f  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  s u b - t y p e s  b e t w e e n  p r e -  

a n d  p o s t - c a p i l l a r y  v e s s e l s ,  b)  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a g o n i s t  

p o t e n c y  s e r i e s  a t  t h e s e  d i f f e r e n t  s i t e s  e v e n  a t  t h e  s a m e  

r e c e p t o r  ( s u c h  a s  c a n  a r i s e  w h e n  r e c e p t o r  r e s p o n s e  v a r i e s )  

o r  c ) d i f f e r e n t  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  e x c i t a t i o n - c o n t r a c t i o n  

c o u p l i n g  p r o c e s s e s  i n  t h e  d i f f e r e n t  v e s s e l s  t o  d r u g s  

p r o d u c i n g  " p h y s i o l o g i c a l "  a n t a g o n i s m ,  e . g .  n i f e d i p i n e .

I t  i s  o f  s ome  i n t e r e s t  t h a t  n i f e d i p i n e  d o e s  n o t  p r o d u c e  a 

m a i n t a i n e d  l o w e r i n g  o f  t h e  b l o o d  p r e s s u r e  on  i t s  o w n ,  

a l t h o u g h  i t  d i d  a t t e n u a t e  r e s p o n s e s  t o  t h e  a g o n i s t s .  S i n c e  

v a s c u l a r  t o n e  i n  t h e  p i t h e d  r a t  ( m a i n l y  v e n o u s )  s e e m s  t o  b e  

m a i n t a i n e d  b y  a  h i g h  c i r c u l a t i n g  l e v e l  o f  a n g i o t e n s i n  I I  

( K a u f m a n  & V o l l m e r ,  1 9 8 5 ) ,  a n d  s i n c e  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  

i n f u s i o n  o f  a n g i o t e n s i n  I I  i s  b l o c k e d  b y  t h e  d o s e  o f  

n i f e d i p i n e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  ( G r a n t  & M c G r a t h ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n ) , i t  m i g h t  b e  e x p e c t e d  t h a t  n i f e d i p i n e  w o u l d  

r e d u c e  p r e s s u r e  a n d  t h a t  c o n s e q u e n t l y  a n y  v a s o p r e s s o r  

r e s p o n s e  w o u l d  b e  r e d u c e d .  S i n c e  i t  d i d  n o t ,  a n a l y s i s  o f

100



t h e  r e s u l t s  i s  s i m p l i f i e d  a t  l e a s t  i n  t h i s  r e s p e c t  b u t  i t  

m a y  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  e n d o g e n o u s  

a n g i o t e n s i n  I I  a r e  r e l a t i v e l y  r e s i s t a n t  t o  n i f e d i p i n e .

I t  w o u l d  b e  u s e f u l  t o  e x a m i n e  t h e  l e v e l s  o f  p h e n y l e p h r i n e  

i n  t h e  p l a s m a  d u r i n g  t h e  i n f u s i o n  t o  s e e  i f  t h e y  f o l l o w  t h e  

s a m e  p a t t e r n  a s  n o r a d r e n a l i n e .  W i l l i a m s  e t  a l .  (1984)  h a v e  

now d i s c o v e r e d  t h a t  p h e n y l e p h r i n e  i s  a n  e n d o g e n o u s  s u b s t a n c e  

a n d  c a n  b e  f o u n d  i n  v a r i o u s  a n i m a l  a n d  h u m a n  u r i n e  s a m p l e s  

a n d  t i s s u e s .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  i t  i s  o n l y  t h e  t h r e e  

n a t u r a l  p h e n y l  e t h a n o l  a m i n e s  ( a d r e n a l i n e ,  n o r a d r e n a l i n e  a n d  

p h e n y l e p h r i n e ) ,  w h i c h  w h e n  i n f u s e d ,  d i s p l a y e d  t h e  d e c l i n e  i n  

p r e s s o r  r e s p o n s e .  P e r h a p s  i t  i s  o n l y  e n d o g e n o u s  s u s t a n c e s  

w h i c h  a c h i e v e  a  t r u e  e q u i l i b r i u m  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  b l o o d .  

O n c e  t h i s  e q u i l i b r i u m  h a s  b e e n  a t t a i n e d ,  f u r t h e r  d r u g  

r e a c h i n g  t h e  r e c e p t o r s  a t  a  c o n s t a n t  r a t e ,  o n l y  s e r v e s  t o  

m o d i f y  t h e  r e s p o n s e .  T h i s  m o d i f i c a t i o n  t a k e s  t h e  f o r m  o f  a  

d e c l i n e  i n  r e s p o n s e  p r e s u m a b l y  a s  some s o r t  o f  p r o t e c t i o n  

a g a i n s t  o v e r w o r k i n g  t h e  t i s s u e .  P r e s y n a p t i c  r e c e p t o r s  

m o d i f y  t h e  r e l e a s e  o f  n e u r o n a l l y  r e l e a s e d  n o r a d r e n a l i n e  b u t  

a r e  o f  no  u s e  i n  r e g u l a t i n g  t h e  a m o u n t  o f  c i r c u l a t i n g  

a g o n i s t  a c t i v a t i n g  t h e  p o s t s y n a p t i c  r e c e p t o r .  T h e  a b o v e  

h y p o t h e s i s  m a y  i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  i s  s o m e  f o r m  o f  

p o s t s y n a p t i c  c o n t r o l  o v e r  t h e  r e s p o n s e  p r o d u c e d  b y  

c i r c u l a t i n g  a g o n i s t s .  W h a t e v e r  t h e  r e c e p t o r  s y s t e m  t h a t  i s  

i n v o l v e d ,  i t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  t h e  n o n - p h y s i o l o g i c a l  

a g o n i s t s  do n o t  r e p l i c a t e  t h e  p h e n o m e n o n .

P e r h a p s  t h e  r e a s o n  t h a t  i n c r e a s i n g  t h e  i n f u s i o n  r a t e  i s
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s t i l l  a b l e  t o  i n c r e a s e  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e ,  i s  t h a t  i t  i s  

t h e  c h a n g e  i n  r a t e  o f  t h e  d r u g  r e a c h i n g  t h e  r e c e p t o r ,  r a t h e r  

t h a n  t h e  a b s o l u t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d r u g  i t s e l f ,  w h i c h  

a f f e c t s  t h e  s t r e n g t h  o f  r e s p o n s e .  A b o l u s  i n j e c t i o n  o f  

a n o t h e r  d r u g  t y p e  ( o n e  w h i c h  i s  n o t  a b l e  t o  a c t i v a t e  t h i s  

p o s t s y n a p t i c  c o n t r o l )  w o u l d  s t i l l  b e  a b l e  t o  p r o d u c e  a  

r e s p o n s e ,  a s  w a s  o b s e r v e d  w i t h  m e t h o x a m i n e ,  c i r a z o l i n e ,  M7 

a n d  a n g i o t e n s i n  I I  ( s e e  s e c t i o n  2 . 2 . b . ) .

T h e r e  h a s  b e e n  m u c h  w o r k  e x a m i n i n g  t h e  p h e n o m e n o n  t h a t  

a f t e r  l o n g - t e r m  i n f u s i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  i n  c o n s c i o u s  

a n i m a l s  t h e  b l o o d  p r e s s u r e  f a l l s  b e l o w  b a s e l i n e  w h e n  t h e  

i n f u s i o n  i s  t e r m i n a t e d  ( C a s a l s - S t e n z e l  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  B l a c k e t  

e t  a l . , 1 9 5 0 ) .  U n f o r t u n a t e l y ,  i n  t h i s  s t u d y  t h e  b l o o d

p r e s s u r e  l e v e l s  a f t e r  t h e  i n f u s i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  w a s  

s t o p p e d ,  w e r e  n o t  r e c o r d e d  b u t  i t  w o u l d  b e  i n t e r e s t i n g  t o  

s e e  i f  t h i s  s t i l l  o c c u r r e d .  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  t h e  d e c l i n e  

i n  b a s e l i n e  l e v e l s  m a y  b e  l i n k e d  t o  t h e  r e l e a s e  o f  

p r o s t a g l a n d i n s  by  t h e  c i r c u l a t i n g  n o r a d r e n a l i n e  ( H e d q v i s t ,  

1 9 7 7 ) ,  o r  t h a t  t h e  a l p h a - r e c e p t o r s  b e c o m e  s a t u r a t e d  o r  

r e d u c e d  i n  n u m b e r  ( B u r n  & R a n d ,  1 9 5 9 ;  R o m e r o  e t  a l . , 1 9 7 5 ) .  

The  d e c l i n e  i n  i n f u s i o n  r e s p o n s e  a n d  t h e  d e c l i n e  i n  b a s e l i n e  

l e v e l s  a f t e r  i n f u s i o n  may b e  l i n k e d  i n  s ome  m e c h a n i s t i c  way .  

I f  t h i s  w e r e  s o ,  t h e n  a l t h o u g h  t h e  a l p h a - a d r e n e r g i c  

r e c e p t o r s  w o u l d  n o t  b e  r e d u c e d  i n  n u m b e r  d u r i n g  t h e  s h o r t  20 

m i n u t e  i n f u s i o n  u s e d  h e r e ,  t h e y  may b e  b e c o m i n g  s a t u r a t e d .
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I n  a  w i d e  v a r i e t y  o f  e x c i t a b l e  c e l l s  t h e  t r a n s m e m b r a n e  

e x c h a n g e  o f  m o n o v a l e n t  c a t i o n s  Na a n d  K c a n  b e  c o n s i d e r e d  t o  

b e  t h e  s u b s t a n t i a l  b a s i s  o f  b i o e l e c t r i c  m e m b r a n e  a c t i v i t y ,  

w h e r e a s  Ca  ^ ^  i o n s  a r e  r e q u i r e d  a s  m e d i a t o r s  w h e n  

i n t r a c e l l u l a r  r e a c t i o n s  s u c h  a s  m u s c u l a r  c o n t r a c t i o n ,  

g l a n d u l a r  s e c r e t i o n  o r  l i b e r a t i o n  o f  t r a n s m i t t e r  s u b s t a n c e s  

a r e  i n i t i a t e d  ( E b a s h i  & E n d o ,  1 9 6 8 ;  R u b i n ,  1 9 7 0 ) .  C a l c i u m  

i o n s  c a n  e x e r t  t h i s  m e s s a n g e r  f u n c t i o n  e i t h e r  b y  e n t e r i n g  

t h e  c e l l  a c r o s s  t h e  c e l l  m e m b r a n e  o r  by  b e i n g  r e l e a s e d  f r o m  

i n t r a c e l l u l a r l y  l o c a t e d  e n d o p l a s m i c  s t o r e s .

One  w a y  b y  w h i c h  c a l c i u m  ma y  e n t e r  t h e  c e l l  i s  v i a  t h e  

p o t e n t i a l  o p e r a t e d  c h a n n e l  (POC) .  I t  o p e n s  p e r m i t t i n g  t h e  

i n f l o w  o f  e x t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  w h e n  t h e  t r a n s m e m b r a n e  

p o t e n t i a l  d e c r e a s e s  a n d  i t  c l o s e s  w h e n  t h e  p o t e n t i a l  

i n c r e a s e s .  The  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  o f  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  

i s  d e p o l a r i s e d  b y  e i t h e r  a c t i o n  p o t e n t i a l s  o r  g r a d e d  

d e p o l a r i s a t i o n .  T h i s  c h a n n e l  i s  t h e  o n e  m o s t  r e a d i l y  b l o c k e d  

b y  c a l c i u m  c h a n n e l  b l o c k e r s  ( A n d e r s s o n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .

H o w e v e r ,  c a l c i u m  may a l s o  e n t e r  t h e  c e l l  by  a  c h a n n e l  t h a t  

i s  n o t  i n f l u e n c e d  b y  m e m b r a n e  p o t e n t i a l s .  T h e s e  c h a n n e l s  

a r e  o p e n e d  b y  s p e c i f i c  a g o n i s t s '  o c c u p a n c y  o f  r e c e p t o r s ,  

h e n c e  t h e y  a r e  c a l l e d  r e c e p t o r  o p e r a t e d  c h a n n e l s  (ROC).  

N o r a d r e n a l i n e ,  w h i c h  w a s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y ,  o p e r a t e s  s u c h  a  

c h a n n e l  a n d  i t  w a s  A n d e r s s o n  a n d  c o - w o r k e r s  ( 1 9 8 4 )  w h o  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  w h e n  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  i s  t r e a t e d
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w i t h  n i f e d i p i n e  t h e  c o n t r a c t i l e  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e  i s  

s t i l l  l a r g e .  G o d f r a i n d  ( 1 9 8 1 )  f o u n d  t h a t  t h i s  r e s i d u a l  

r e s p o n s e  i n  r a t  a o r t a  a f t e r  e x p o s u r e  t o  t h e  c a l c i u m - e n t r y  

b l o c k e r  f l u n a r i z i n e  w a s  50% o f  t h e  m a x i m u m  c o n t r a c t i o n .  

T h i s  v a l u e  w a s  s i m i l a r  t o  t h e  r e s p o n s e  e v o k e d  i n  Ca^***“’f r e e  

s o l u t i o n .  I n  t h i s  s t u d y ,  o n  a v e r a g e ,  34% o f  t h e  r e s p o n s e  

r e m a i n e d  w h e n  t h e  r e s p o n s e  w a s  e v o k e d  i n  a  c a l c i u m - f r e e  

s o l u t i o n .  G o d f r a i n d  c o n c l u d e d  f r o m  c a l c i u m  e f f l u x  s t u d i e s  

t h a t  t h i s  i n t r a c e l l u l a r l y  r e l e a s e d  c a l c i u m  i s  r e s p o n s i b l e  

f o r  t h e  s u s t a i n e d  c o n t r a c t i o n  e v o k e d  by  n o r a d r e n a l i n e  when  

t h e  n o r a d r e n a l i n e - d e p e n d e n t  c a l c i u m  i n f l u x  i s  b l o c k e d .  I t  

w a s  s u g g e s t e d  t h a t  f l u n a r i z i n e  d o e s  n o t  a l t e r  t h e  r e f i l l i n g  

o f  c a l c i u m  s t o r e s  s e n s i t i v e  t o  n o r a d r e n a l i n e .  The  c a l c i u m  

s t o r e s  c o u l d  b e  r e p l e n i s h e d  b y  a  C a ^ + - c a ^ ' * '  e x c h a n g e  

o c c u r r i n g  t h r o u g h  " l e a k  c h a n n e l s ” ( F l a i m ,  1 9 8 2 ) ,

A t h i r d  s o u r c e  o f  c a l c i u m  i n v o l v e d  i n  m e d i a t i n g  v a s c u l a r  

m u s c u l a r  c o n t r a c t i o n  a r e  t h e  i n t e r n a l l y  b o u n d  s t o r e s .  A 

l a r g e  a m o u n t  o f  c a l c i u m  i s  b o u n d  t o  or s t o r e d  i n  t h e  

s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m ,  t h e  plasma m e m b r a n e  a n d  t h e  

m i t o c h o n d r i a .  C a l c i u m  f r o m  t h e  f i r s t  t w o  s ite s  p l a y s  a  r o l e  

i n  t h e  c o n t r a c t i l e  r e s p o n s e  t o  most agon ists ( S a i d a  & v a n  

B r e e m e n ,  1 9 8 4 ;  L o u t z e n b i s e r  & van Breemen, 1983).  T h e s e  

s t o r e s  w e r e  t h o u g h t  t o  be r e s p o n s i b l e  for the i n i t i a l  r a p i d  

r e s p o n s e  w h e r e a s  t h e  m a i n t a i n e d ,  slow c o m p o n e n t  o f  t h e  

r e s p o n s e  r e s u l t s  f r o m  a c t i v a t o r  c a l c i u m  a r i s i n g  f r o m  t h e  

external s o u r c e .  The a o r t a  d e r i v e s  a  l a r g e  p o r t i o n  o f  i t s  

a c t i v a t o r  calcium  f r o m  in te r n a l s o u r c e s  w h e r e a s  t h e  

a c t i v a t o r  calcium for s m a l l  mesenteric resistance v e s s e l s  

a r i s e s  largely from external s o u r c e s  ( C a u v i n  e t  a l., 1 9 8 4 ) .
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G o d f r a i n d  a n d  K a b a  ( 1 9 6 9 )  o b s e r v e d  t h a t  v a s c u l a r  s m o o t h  

m u s c l e  b a t h e d  i n  a  C a ^ + - f r e e  s o l u t i o n  w a s  s t i l l  c o n t r a c t e d  

b y  n o r a d r e n a l i n e  w h e r e a s  K"  ̂ d e p o l a r i s a t i o n  w a s  no  l o n g e r  

a b l e  t o  a c t i v a t e  t h e  c o n t r a c t i o n .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  

t h a t  a l p h a - a d r e n e r g i c  s t i m u l a t i o n  a c t e d  on  t w o  c a l c i u m  p o o l s  

( o n e  e x t r a c e l l u l a r  a n d  t h e  o t h e r  i n t r a c e l l u l a r ) .  I t  a l s o  

s u g g e s t e d  t h a t  d e p o l a r i s a t i o n  o f  t h e  m e m b r a n e  i s  n o t  

r e q u i r e d  f o r  a l p h a  a d r e n e g i c  a c t i v a t i o n  o f  v a s c u l a r  s m o o t h  

m u s c l e .  T h i s  w a s  c o n f i r m e d  w h en  C a s t e e l s  ( 1980 )  s h o w e d  t h a t  

n o r a d r e n a l i n e  e v o k e s  a  c o n t r a c t i o n  w i t h o u t  c h a n g e s  i n  

m e m b r a n e  p o t e n t i a l .

The  c o n t r a c t i l e  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e  i n  t h e  r a t  a o r t a  

i s  b i p h a s i c  a n d  i t  w a s  G o d f r a i n d  a n d  Kaba  ( 1 9 7 2 ) ,  who f i r s t  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  i n i t i a l  f a s t  c o m p o n e n t  w a s  m e d i a t e d  b y  

t h e  r e l e a s e  o f  a n  i n t r a c e l l u l a r  s o u r c e  o f  a c t i v a t o r  c a l c i u m  

a n d  t h e  s l o w  c o m p o n e n t  b y  e n t r y  o f  e x t r a c e l l u l a r  c a l c i u m .  

T h e  r e s u l t s  i n  s e c t i o n  3 do  i n d e e d  show t h a t  n i f e d i p i n e ,  t h e  

c a l c i u m - e n t r y  b l o c k e r ,  d i f f e r e n t i a t e s  b e t w e e n  t h e  f a s t  a n d  

s l o w  c o m p o n e n t s .  H o w e v e r  t h e  r e s u l t s  a r e  n o t  a s  c l e a r  c u t  

a s  t h e y  h a d  o r i g i n a l l y  s u g g e s t e d .

Wh e n  t h e  r a t  a o r t a  i s  s t i m u l a t e d  b y  n o r a d r e n a l i n e ,  t h e  

s l o w  c o m p o n e n t  i s  n o t  t o t a l l y  a b o l i s h e d  w h e n  t h e  t i s s u e s  a r e  

b a t h e d  i n  " c a l c i u m - f r e e "  s o l u t i o n s  i . e .  10 c a l c i u m .  On

a v e r a g e  35% + / — 4 ( n= 4 )  o f  t h e  r e s p o n s e  r e m a i n s ,  f i g  1 .  

T h i s  p o r t i o n  o f  t h e  s l o w  r e s p o n s e  m a y  n o t  b e  t h e  r e s u l t  o f  

c a l c i u m - e n t r y  a n d  w o u l d  t h e r e f o r e  b e  n i f e d i p i n e  i n s e n s i t i v e .
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H o w e v e r  i t  c o u l d  b e  p r e s u m e d  t h a t  t h e  o t h e r  65% w o u l d  b e  

s u s c e p t i b l e  t o  c a l c i u m  e n t r y  b l o c k .  T h i s  w a s  n o t  t h e  c a s e .  

W h e n  t h e  t i s s u e s  w e r e  p e r f u s e d  w i t h  " n o r m a l "  c a l c i u m  

s o l u t i o n s  (2mM)  n o t  o n l y  d i d  n i f e d i p i n e  n o t  h a v e  a n y  

i n h i b i t o r y  e f f e c t  b u t  t h e  r e s p o n s e s  t o  n o r a d r e n a l i n e  w e r e  

s e e n  t o  i n c r e a s e  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  n i f e d i p i n e  

i n c r e a s e d .  N i f e d i p i n e  a p p e a r e d  t o  b e  h a v i n g  a  p o t e n t i a t i n g  

e f f e c t  o n  t h e  NA r e s p o n s e  ( t h e  t i s s u e s  w e r e  a l s o  t e s t e d  

w i t h  r e p e a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a l c o h o l ,  t h e  n i f e d i p i n e  

v e h i c l e ,  t o  e n s u r e  i t  w a s  n o t  t h i s  w h i c h  w a s  c a u s i n g  t h e

i n c r e a s e ;  i t  h a d  no s u c h  e f f e c t ) .

When t h e  c a l c i u m  w a s  c h e l a t e d  f r o m  t h e  s o l u t i o n  u s i n g  5mM 

EGTA, n i f e d i p i n e  h a d  n o  e f f e c t ,  p o s s i b l y  b e c a u s e  t h i s  

p o r t i o n  o f  t h e  SSC r e m a i n i n g  i s  n o t  d u e  t o  c a l c i u m  e n t r y .  

T h e  o n l y  c o n c e n t r a t i o n  o f  n i f e d i p i n e  t e s t e d  w h i c h  h a d  a n  

e f f e c t  w a s  1 0 " ^ M ,  a n d  i t  i n h i b i t e d  t h e  I TC a n d  t h e  SSC 

e q u a l l y .  I t  c o u l d  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  o f  

n i f e d i p i n e  m u s t  b e  h a v i n g  o t h e r  e f f e c t s ,  r a t h e r  t h a n  

c a l c i u m - e n t r y  b l o c k ,  p e r h a p s  a l p h a  r e c e p t o r  b l o c k a d e .

I n  a  r e d u c e d  c a l c i u m  s o l u t i o n  ( (Ca2+) ^ j , g ^ = 5 , 2 x l O ” ^ M) , t h e  

" e x p e c t e d "  r e s u l t s  w e r e  a c h i e v e d .  N i f e d i p i n e  b l o c k e d  t h e  

SSC s i g n i f i c a n t l y  m o r e  t h a n  i t  d i d  t h e  I T C .  S o m e h o w ,  

r e d u c i n g  t h e  f r e e  c a l c i u m  i n  t h e  s o l u t i o n  h a d  r e n d e r e d  t h e  

a o r t a  s e n s i t i v e  t o  c a l c i u m - e n t r y  b l o c k a d e .  P e r h a p s  t h e  

l e v e l  o f  e x t r a - c e l l u l a r  c a l c i u m  i s  a  v e r y  i m p o r t a n t  f a c t o r  

i n  d e c i d i n g  w h e t h e r  n i f e d i p i n e  h a s  a n  a f f e c t  o r  n o t .  I f

t h e r e  i s  a n  e x c e s s  o f  c a l c i u m ,  n i f e d i p i n e  i s  i n e f f e c t i v e

u n t i l  i t  r e a c h e s  v e r y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  ( u n s p e c i f i c
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a c t i o n ) .  T h a t  i s ,  e n o u g h  c a l c i u m  m u s t  s t i l l  b e  e n t e r i n g  t h e  

c e l l s  t o  e l i c i t  a  r e s p o n s e ,  p r e s u m a b l y  b y  c h a n n e l s  o t h e r  

t h a n  t h e  o n e s  n i f e d i p i n e  b l o c k s .  T h e s e  c h a n n e l s  m a y  b e  

n i f e d i p i n e  i n s e n s i t i v e  o r  t h e y  ma y  b e  c h a n n e l s  w h i c h  a r e  

s u s c e p t i b l e  t o  n i f e d i p i n e  b u t  w h i c h  a r e  p a r t  o f  t h e  

p r o p o r t i o n  n o t  b l o c k e d  a t  a  p a r t i c u l a r  i n s t a n t .  On t h e  

o t h e r  h a n d ,  i f  t h e  e x t r a - c e l l u l a r  c a l c i u m  i s  r e d u c e d ,  t h e  

l e v e l s  a r e  n o  l o n g e r  h i g h  e n o u g h  t o  " s w a m p "  t h e  a c t i o n  o f  

n i f e d i p i n e  a n d  t h e  SSC i s  r e d u c e d .

A p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  a s  t o  w h y  no  b l o c k a d e  o f  t h e  

n o r a d r e n a l i n e  r e s p o n s e  i s  s e e n  i n  n o r m a l  c a l c i u m  s o l u t i o n s  

c o u l d  b e  b e c a u s e  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  u s e d  

( 1 0 “ ^ M ) .  M c G r a t h  ( 1 9 8 5 )  f o u n d  t h a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

a g o n i s t ,  t h o s e  p r o d u c i n g  m o r e  t h a n  80% o f  t h e  m a x i m u m  

r e s p o n s e  i n  t h e  r a t  a n o c o c c y g e u s  m u s c l e ,  h a d  no n i f e d i p i n e -  

s e n s i t i v e  c o m p o n e n t .  I n  t h e  a o r t a ,  1 0 “ ^M n o r a d r e n a l i n e  

p r o d u c e s  a  SSC o f  86% + / -  6 o f  m a x i m u m .  T h i s ,  d o e s  n o t  

e x p l a i n  why  t h e  n i f e d i p i n e - s e n s i t i v e  c o m p o n e n t  r e a p p e a r s  i n  

l o w  c a l c i u m  s o l u t i o n s  o r  why no b l o c k a d e  o f  t h e  r e s p o n s e  w a s  

a c h i e v e d  w h e n  a  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  w a s  

u s e d ,  f i g  2 4 .  H o w e v e r ,  i n c r e a s i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

n i f e d i p i n e  d o e s  p r o d u c e  a n  i n h i b i t i o n  b u t  i s  t h i s  t o t a l l y  a s  

a  r e s u l t  o f  c a l c i u m - e n t r y  b l o c k a d e ?

A n o t h e r  u n e x p l a i n e d  o b s e r v a t i o n  i s  t h e  e f f e c t  on  c a l c i u m  

e n t r y  b l o c k a d e ,  o f  i n c r e a s i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  EGTA i n  

t h e  n o r m a l  c a l c i u m  s o l u t i o n ,  f i g  28 .  When t h e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  f r e e - c a l c i u m  i s  k e p t  a t  2mM, a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

EGTA
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i s  i n c r e a s e d  f r o m  z e r o  t o  5mM, n i f e d i p i n e  no l o n g e r  c a u s e s  

a n  i n c r e a s e  i n  t h e  n o  r  a d r e n a l i n e  r e s p o n s e .  As  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  c a l c i u m  i s  m a i n t a i n e d  a n d  t h e r e  i s  no o t h e r  

a l t e r a t i o n  t o  t h e  p h y s i o l o g i c a l  s o l u t i o n ,  i t  m u s t  b e  t h e  

a d d i t i o n  o f  EGTA w h i c h  i s  p r o d u c i n g  t h i s  e f f e c t .  T h e  h i g h  

c o n c e n t r a t i o n  o f  EGTA m a y  b e  h a v i n g  a  p o i s o n o u s  e f f e c t  on  

t h e  t i s s u e s .  H o w e v e r  no  s u c h  p o i s o n o u s  e f f e c t  i s  s e e n  i f  

t h e  EGTA c o n c e n t r a t i o n  i s  s i m i l a r l y  i n c r e a s e d  i n  t h e  l o w  

c a l c i u m  s o l u t i o n ,  f i g  29*

W h e n  c a d m i u m  w a s  u s e d  a s  a n  e x a m p l e  o f  a n  i n o r g a n i c  

c a l c i u m - e n t r y  b l o c k e r ,  i t  r e d u c e d  b o t h  t h e  f a s t  a n d  s l o w  

c o m p o n e n t s  e q u a l l y  w e l l  i n  t h e  n o r m a l  a n d  c a l c i u m - f r e e  

s o l u t i o n s .  When i t  w a s  t e s t e d  i n  a  r e d u c e d  c a l c i u m  s o l u t i o n  

i . e .  o n e  c o n t a i n i n g  o n l y  c a l c i u m  c o n t a m i n a n t s  ( 2 0 u M ) ,  t h e  

SSC a p p e a r e d  m o r e  b l o c k e d  t h a n  t h e  ITC u n t i l  b o t h  w e r e  

a b o l i s h e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 x l O “ ^M c a d m i u m .  T h i s  c o u l d  

m e a n  t h a t  c a l c i u m - e n t r y  i s  i n v o l v e d  i n  b o t h  c o m p o n e n t s  b u t  

m o r e  so  i n  t h e  SSC. As m e n t i o n e d  i n  t h e  r e s u l t s  s e c t i o n ,  pH 

c o u l d  b e  p l a y i n g  a  p a r t  i n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  r e s p o n s e s .  

As  m o r e  c a d m i u m  i s  a d d e d ,  i t  c h e l a t e s  w i t h  t h e  EGTA i n  t h e  

c a l c i u m - f r e e  s o l u t i o n s ;  t h e  pH f a l l s  a n d  p o i s o n s  t h e  t i s s u e  

r e s p o n s e .

D a n t r o l e n e  s o d i u m ,  i s  r e p u t e d  t o  b e  a n  i n t r a - c e l l u l a r  

c a l c i u m  b l o c k e r .  I t  i m p a i r s  t h e  r e l e a s e  o f  C a ^ *  f r o m  t h e  

s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m ,  t h e  p r i m a r y  s t e p  b e i n g  i n h i b i t i o n  o f  

t h e  r e l e a s e  o f  t r i g g e r  c a l c i u m  ( F i n d e r  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  As  

s u c h  i t  s h o u l d  p r e f e r e n t i a l l y  b l o c k  t h e  ITC.  H o w e v e r ,  b o t h  

t h e  f a s t  a n d  s l o w  c o m p o n e n t s  w e r e  r e d u c e d  i n  a
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c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t  m a n n e r ,  i n  t h e  n o r m a l  c a l c i u m  

s o l u t i o n .  I n  t h e  c a l c i u m - f r e e  s o l u t i o n  no s u c h  r e d u c t i o n  

w a s  s e e n .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  d a n t r o l e n e  s o d i u m  i s  

i n h i b i t i n g  c a l c i u m - e n t r y  i n  t h e  n o r m a l  c a l c i u m  s o l u t i o n s ,  

a n d  a s  a  r e s u l t ,  i s  r e d u c i n g  b o t h  c o m p o n e n t s  o f  t h e  r e s p o n s e  

( a s  f o u n d  w i t h  t h e  c a d m i u m ) .  T h e r e  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  

a n y  b l o c k a d e  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  b y  d a n t r o l e n e  s o  

p e r h a p s  t h e  r o l e  o f  i n t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  c o u l d  b e  b e t t e r  

i n v e s t i g a t e d  u s i n g  a n o t h e r  b l o c k e r ,  e . g .  r y a n o d i n e  o r  PRMDI.

C a l c i u m - e n t r y  b l o c k e r s  i n h i b i t  c o n t r a c t i l e  r e s p o n s e s  t o  

a l p h a j  a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t s  i n  v e n o u s  s m o o t h  m u s c l e  a s  De 

Mey a n d  V a n h o u t t e  ( 1 9 8 1 )  f o u n d  i n  t h e  d o g  s a p h e n o u s  v e i n .  

N i f e d i p i n e  a l s o  b l o c k s  N A - i n d u c e d  c o n t r a c t i o n s  i n  t h e  r a t  

p o r t a l  v e i n s  w h i c h  a p p e a r s  t o  h a v e  o n l y  a l p h a ^  a d r e n o c e p t o r s  

( V a n h o u t t e  & R i m e l e ,  1 9 8 2 ) .  From t h e  w e a l t h  o f  e v i d e n c e ,  i t  

a p p e a r s  t h a t ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  b l o o d  v e s s e l  (De Mey & 

V a n h o u t t e ,  1 9 8 1 ;  V a n h o u t t e  & R i m e l e ,  1 9 8 2 )  o r  t h e  s p e c i e s  

( Va n  M e e l  e t  a l . ,  1 9 8 1 a ;  V a n  M e e l  e t  a l . ,  1 9 8 1 b ;  J e t l e y  & 

W e s t o n ,  1 9 8 0 ;  V a n  B r e e m e n  e t  a l ,  1 9 8 1 )  s t u d i e d  e q u a l l y  

c o n v i n c i n g  d a t a  c a n  b e  o b t a i n e d  t o  f a v o u r  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  

t h a t  e i t h e r  a l p h a ^ -  o r  a l p h a 2 "  a d r e n o c e p t o r s  m o d u l a t e  t h e  

e n t r y  o f  e x t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  i n  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e .

As t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  c a l c i u m  i n  t h e  

r a t  a o r t a  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e  u s i n g  c a l c i u m - e n t r y  

b l o c k e r s  h a d  p r o d u c e d  p u z z l i n g  a n d  i n c o n c l u s i v e  r e s u l t s ,  t h e  

m o r e  d i r e c t  a p p r o a c h  o f  a l t e r i n g  t h e  l e v e l s  o f  c a l c i u m  i n  

t h e  s o l u t i o n  w a s  t h e n  t r i e d .  U s i n g  l o w  l e v e l s  o f  EGTA (ImM)
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a n d  r e - a d d i n g  c a l c i u m  t o  t h e  s o l u t i o n s  d i d  n o t  p r o d u c e  

s u f f i c i e n t  b u f f e r i n g  o v e r  t h e  h i g h  l e v e l s  o f  c a l c i u m .  As 

t h e  t o t a l  (Ca2+) w a s  g r a d u a l l y  i n c r e a s e d  f r o m  0 . 6 4 x l 0 ” ^M t o  

1 . 2 8 x 1 0  ^ M , t h e r e  w a s  a  s u d d e n  i n c r e a s e  i n  t h e  a m o u n t  o f  

f r e e  c a l c i u m  i n  t h e  s o l u t i o n  f r o m  l O ' ^ M  t o  1 0 “ ^M,  w h i c h  

i n c r e a s e d  t h e  SSC f r o m  b a s e l i n e  ( c a l c i u m - f r e e )  l e v e l s  t o  a  

f u l l  r e s p o n s e .  I t  d i d  s h o w  t h a t  t h e  ITC r e l i e d  l e s s  o n  

e x t e r n a l  c a l c i u m  f o r  i t s  a c t i v a t i o n  t h a n  d i d  t h e  SSC.

T h e  t h r e s h o l d  l e v e l  o f  c a l c i u m  f o r  t h e  SSC a p p e a r e d  t o  l i e  

b e t w e e n  1 0 ” ^ m a n d  l O ^ ^ M ,  a n d  a s  c a l c i u m  c o n t a m i n a n t s  i n  a  

s o l u t i o n  m e a s u r e  r o u g h l y  2 x l O “ ^M ( M i l l e r  & S m i t h ,  1 9 84 )  i t  

w a s  t h o u g h t  t h a t  t h e  c a l c i u m  s h o u l d  b e  a d d e d  s t e p - w i s e  

w i t h o u t  a  b u f f e r  p r e s e n t .  T h i s  p r o v e d  m o r e  s u c c e s s f u l  a s  a  

m o r e  g r a d u a l  i n c r e a s e  i n  t h e  SSC c o u l d  b e  p r o d u c e d  w h e n  t h e  

" p u l s e d "  m e t h o d  w a s  u s e d .  T h i s  " p u l s e d "  m e t h o d  o f  

i n t r o d u c i n g  t h e  t i s s u e s  t o  t h e  d i f f e r e n t  l e v e l s  o f  c a l c i u m  

i s  d e s c r i b e d  i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  s e c t i o n .  I t  

i n v o l v e s  p e r f u s i n g  t h e  t i s s u e s  f o r  h a l f  an  h o u r  i n  2mM Ca2+ 

b u f f e r  s o l u t i o n  b e f o r e  e x p o s i n g  t h e m  t o  t h e  r e d u c e d  c a l c i u m  

s o l u t i o n s  f o r  10 m i n s .  A f t e r  10 m i n u t e s  t h e  n o r a d r e n a l i n e  

i s  a d d e d  a n d  t h e  t i s s u e s  a l l o w e d  t o  r e s p o n d  f o r  

a p p r o x i m a t e l y  5 m i n u t e s  b e f o r e  b e i n g  r e t u r n e d  t o  t h e  n o r m a l  

(2mM Ca%+) s o l u t i o n .  A f t e r  h a l f  a n  h o u r  t h e  w h o l e  p r o c e d u r e  

i s  r e p e a t e d  w i t h  a  d i f f e r e n t  r e d u c e d  c a l c i u m  s o l u t i o n .  T h i s  

m e t h o d  p r o d u c e s  b o t h  a  f a s t  a n d  a  s l o w  r e s p o n s e  f r o m  t h e  

t i s s u e s .

T h e  o t h e r  m e t h o d  o f  e x p o s i n g  t h e  t i s s u e s  t o  d i f f e r e n t  

l e v e l s  o f  c a l c i u m ,  i s  t h e  " c o n t i n o u s "  m e t h o d .  T h i s  way  t h e
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t i s s u e s  a r e  n o t  r e t u r n e d  t o  a  n o r m a l  c a l c i u m  s o l u t i o n  

b e t w e e n  t h e  l o w  c a l c i u m  b u f f e r s .  I n  o t h e r  w o r d s ,  t h e y  a r e  

c o n t i n u o u s l y  e x p o s e d  t o  a  r e d u c e d  l e v e l  o f  c a l c i u m  a s  o n e  

b u f f e r  i s  r e p l a c e d  b y  a n o t h e r  u n t i l  t h e  2mM l e v e l  i s  

r e a c h e d .

When t h e  " c o n t i n u o u s "  m e t h o d  w a s  u s e d ,  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  

SSC w a s  n o t  s o  g r a d u a l .  T h i s  i s  p o s s i b l y  r e f l e c t i n g  a  

d i f f e r e n c e  i n  t h e  a c t u a l  a m o u n t  o f  c a l c i u m  p r e s e n t  

i m m e d i a t e l y  o u t s i d e  t h e  c e l l .  I n  t h e  " c o n t i n u o u s "  m e t h o d ,  

t h e  t i s s u e  i s  s i t t i n g  i n  l o w  l e v e l s  o f  c a l c i u m  f o r  a  l o n g e r  

t i m e  a n d  p r o b a b l y  r e a c h e s  a n  e q u i l i b r i u m  s i t u a t i o n  w i t h  

t h e m .  T h e  l e v e l s  o f  c a l c i u m  w h i c h  w e r e  c a l c u l a t e d  p r o b a b l y  

r e f l e c t  m o r e  a c c u r a t e l y  t h e  e q u i l i b r i u m  s i t u a t i o n  i . e .  t h e  

e x t r a - c e l l u l a r  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  " c o n t i n u o u s "  

e x p e r i m e n t s .  The c a l c i u m  l e v e l s  i n  t h e  " p u l s e d "  t i s s u e s ,  on  

t h e  o t h e r  h a n d ,  a r e  u n l i k e l y  t o  h a v e  r e a c h e d  a n  e q u i l i b r i u m  

w i t h i n  t h e i r  s h o r t  e x p o s u r e  t i m e .  T h i s  ma y  m e a n  t h a t  t h e  

a c t u a l  l e v e l s  o f  c a l c i u m  s u r r o u n d i n g  t h e  " p u l s e d "  t i s s u e s  

a r e  h i g h e r  t h a n  t h o s e  c a l c u l a t e d  a n d  t h e r e f o r e  c o u l d  e x p l a i n  

w h y  t h e  p Ü 2  v a l u e s  a p p e a r  d i f f e r e n t  f o r  t h e  p u l s e d  a n d  

c o n t i n u o u s  e x p e r i m e n t s .

D e s p i t e  t h i s  i n a c c u r a c y ,  t h e  " p u l s e d "  e x p e r i m e n t s  s t i l l  

p r o v i d e  a  u s e f u l  t o o l  f o r  e x a m i n i n g  t h e  f a s t  a n d  s l o w  

c o m p o n e n t s  o f  t h e  a o r t a ' s  r e s p o n s e  u n d e r  d i f f e r e n t  

c o n d i t i o n s .  I f  t h e  t i s s u e s  a r e  b a t h e d  i n  a  c a l c i u m - f r e e  

s o l u t i o n  f o r  l o n g e r  t h a n  t h e  10 m i n u t e s  u s e d  t h r o u g h o u t  

s e c t i o n  3 ,  f o r  e x a m p l e  30 m i n u t e s ,  no  f a s t  r e s p o n s e  i s  s e e n
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-  i m p l y i n g  o n c e  a g a i n  t h a t  c a l c i u m - e n t r y  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  

I T C .  A r e c e n t  p a p e r  b y  L e i j t e n  e t  a l .  ( 1 9 8 5 ) ,  u s i n g  t h e  

r a b b i t  a o r t a  a n d  m e s e n t e r i c  a r t e r y ,  s t a t e s  t h a t  t h e r e  a r e  

t w o  p r o c e s s e s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  I T C .  One p r o c e s s  i s  t h e  

r e l e a s e  o f  c a l c i u m  f r o m  a  s m a l l  l a b i l e  s t o r e  on  t h e  i n n e r  

p l a s m a l e m m a .  T h i s  c a l c i u m  a c t s  a s  a  t r i g g e r  a n d  r e l e a s e s  

t h e  a c t i v a t o r  c a l c i u m  f r o m  t h e  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  The  

o t h e r  p r o c e s s  i n v o l v e d  w a s  f o u n d  t o  h a p p e n  s i m u l t a n e o u s l y .  

C a l c i u m  f r o m  a n  e x t r a c e l l u l a r l y  b o u n d  s t o r e  i s  r e l e a s e d  a n d  

e n t e r s  t h e  c e l l  t h r o u g h  r e c e p t o r  l i n k e d  c h a n n e l s .

Wh e n  t h e  r e v i s e d  b u f f e r i n g  s y s t e m  w a s  u s e d ,  u s i n g  t h e  

EGTA/NTA m i x ,  a  g r a d u a l  i n c r e a s e  i n  t h e  SSC w a s  a c h i e v e d  f o r  

b o t h  t h e  p u l s e d  a n d  c o n t i n u o u s  e x p e r i m e n t s ,  w h i l e  t h e  ITC 

r e m a i n e d  r e l a t i v e l y  u n a f f e c t e d .  T h i s  s y s t e m  w a s  o b v i o u s l y  

a n  i m p r o v e m e n t  o n  a n y  t r i e d  s o  f a r .  P r e v i o u s l y  t h e s e  

b u f f e r s  h a d  b e e n  m a d e  u p  i n  b i c a r b o n a t e  s o l u t i o n s  a n d  u s e d  

o n  t h e  a n o c o c c y g e u s  m u s c l e  ( M c G r a t h  e t  a l .  1 9 8 4 ) .  I t  w a s  

t h i s  p r e v i o u s  r e s e a r c h  a n d  a  p a p e r  b y  A l t u r a  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  

a b o u t  t h e  a d v e r s e  e f f e c t s  on c o n t r a c t i l i t y  o f  T r i s  b u f f e r  on  

a r t e r i a l  s m o o t h  m u s c l e  w h i c h  p r o m p t e d  t h e  r e p e a t i n g  o f  t h e s e  

e x p e r i m e n t s  i n  b i c a r b o n a t e  s o l u t i o n .  T h e  c o n t i n u o u s  

e x p e r i m e n t s  g a v e  e x a c t l y  t h e  s a m e  r e s u l t s .  S u r p r i s i n g l y  t h e  

ITC i n  t h e  b i c a r b o n a t e  p u l s e d  t i s s u e s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  

r e d u c e d  by  t h e  l o w  c a l c i u m  s o l u t i o n s  t h a n  i n  t h e  T r i s  p u l s e d  

t i s s u e s  ( e . g .  f o r  b u f f e r  6 :  0 . 0 0 1 > P > 0 . 0 1 ,  n = 4 ) .

N i f e d i p i n e  o n c e  a g a i n  g a v e  m i x e d  r e s u l t s .  I t  i n h i b i t e d  

t h e  SSC i n  t h e  c o n t i n u o u s  e x p e r i m e n t s  b u t  n o t  i n  t h e  p u l s e d .  

T h i s  m a y  b e  b e c a u s e  a s  p r o p o s e d  e a r l i e r ,  t h e  l e v e l  o f
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e x t e r n a l  c a l c i u m  i s  c r i t i c a l  t o  w h e t h e r  o f  n o t  n i f e d i p i n e  

e x e r t s  a n  e f f e c t .  P e r h a p s  i n  t h e  p u l s e d  e x p e r i m e n t s  t h e  

l e v e l s  o f  c a l c i u m  r e m a i n  t o o  h i g h  i m m e d i a t e l y  o u t s i d e  t h e  

c e l l  f o r  n i f e d i p i n e  t o  w o r k .  N i f e d i p i n e  ma y  s h o w  a  b e t t e r  

i n h i b i t i o n  i f  t h e  t i s s u e s  a r e  p u l s e d  f o r  l o n g e r  w i t h  t h e  

r e d u c e d  c a l c i u m  s o l u t i o n s .  T h i s  h y p o t h e s i s  i s  n o t  i n  

a g r e e m e n t  h o w e v e r  w i t h  t h e  i n  v i v o  r e s u l t s .  I n  t h e  p i t h e d  

r a t ,  n i f e d i p i n e  w a s  a b l e  t o  i n h i b i t  t h e  p r e s s o r  r e s p o n s e  t o  

p e r f u s e d  n o r a d r e n a l i n e  w h e r e  t h e  c a l c i u m  l e v e l s  h a d  n o t  b e e n  

( i n t e n t i o n a l l y )  t a m p e r e d  w i t h .  T h i s  m a y  i n d i c a t e  t h a t  

n i f e d i p i n e  d o e s  n o t  e x e r t  i t s  v a s o d i l a t o r  e f f e c t  b y  t h e  

m e c h a n i s m s  d e m o n s t r a t e d  on  m a j o r  b l o o d  v e s s e l s  s u c h  a s  t h e  

a o r t a  b u t  r a t h e r  e x e r t s  i t s  e f f e c t  b y  q u i t e  d i f f e r e n t  

p r o c e s s e s  f o u n d  i n  t h e  s m a l l e r  b l o o d  v e s s e l s  s u c h  a s  t h e  

a r t e r i o l e s .

A n o t h e r  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  a p p a r e n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  t h e  p u l s e d  a n d  c o n t i n u o u s  e x p e r i m e n t s  b y  

n i f e d i p i n e  may b e  s i m p l y  d u e  t o  t i m e  c o u r s e .  I n  t h e  p u l s e d  

e x p e r i m e n t s  t h e  n o r a d r e n a l i n e  i s  o n l y  a l l o w e d  t o  r e a c t  w i t h  

t h e  t i s s u e  f o r  a p p r o x i m a t e l y  5 m i n u t e s .  N i f e d i p i n e  i s  m o r e  

e f f e c t i v e  a t  i n h i b i t i n g  p r o l o n g e d  r e s p o n s e s  s o  p e r h a p s  no  

s i g n i f i c a n t  i n h i b i t i o n  c a n  b e  d e t e c t e d  i n  t h i s  s h o r t  t i m e .  

I n  t h e  c o n t i n u o u s  e x p e r i m e n t s  n o r a d r e n a l i n e  i s  i n  c o n t a c t  

w i t h  t h e  t i s s u e  f o r  m u c h  l o n g e r .  T h e  r e s u l t  i s  a  g r e a t l y  

p r o l o n g e d  r e s p o n s e  a n d  now n i f e d i p i n e  c a n  b e  s e e n  t o  h a v e  a n  

e f f e c t .

T h e  e n d o t h e l i u m  w a s  n o t  i n t e n t i o n a l l y  r e m o v e d  f r o m  t h e s e
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t i s s u e s  s o ,  p r e s u m a b l y  i t  w a s  p r e s e n t  a n d  i n t a c t  d u r i n g  a l l  

t h e  e x p e r i m e n t s  ( a l t h o u g h  i t  w a s  n o t  c h e c k e d  

h i s t o l o g i c a l l y ) .  F u r c h g o t t  a n d  Z a w a d s k i  d i c o v e r e d  i n  

1 9 8 0  t h a t  i f  a n  i s o l a t e d  a r t e r y  i s  p r e - c o n t r a c t e d  b y  

e g .  n o r a d r e n a l i n e ,  t h e n  t h e  r e l a x a t i o n  c a u s e d  b y  

a c e t y l c h o l i n e  i s  s t r i c t l y  d e p e n d e n t  o n  t h e  p r e s e n c e  o f  

e n d o t h e l i u m  c e l l s .  T h i s  w a s  u s e d  a s  a  q u i c k  t e s t ,  p r e -  

e x p e r i m e n t a l l y ,  t o  c h e c k  t h a t  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l s  w e r e  

i n t a c t  i n  s i m i l a r  w o r k  s u b s e q u e n t l y  c a r r i e d  o u t  b y  t h e  

a u t h o r  b u t  u n c o n n e c t e d  w i t h  t h i s  t h e s i s .  T h i s  may h o p e f u l l y  

b e  t a k e n  i n  r e t r o s p e c t  t o  c o n f i r m  t h e  p r e s e n c e  o f  

e n d o t h e l i u m  d u r i n g  t h i s  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s ,  s i n c e  t h e  

m e t h o d s  u s e d  w e r e  s i m i l a r .

T h e  p r e s e n c e  o f  e n d o t h e l i u m  w a s  t h o u g h t  a t  f i r s t  t o  

f a c i l i t a t e  t h e  c o n t r a c t i l e  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e  i n  m o s t  

b l o o d  v e s s e l s  (De Mey & V a n h o u t t e ,  1982 )  b u t  i t  i s  now k nown  

t h a t  i f  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l s  a r e  r e m o v e d  c a r e f u l l y ,  t h e r e  

i s  n o  l o s s  o f  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  p r e p a r a t i o n  t o  t h e  

c o n t r a c t i n g  a c t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  ( F u r c h g o t t ,  1 9 8 3 ) .

H o w e v e r  e x t e r n a l  c a l c i u m  l e v e l s  do  h a v e  a n  e f f e c t  o n  t h e  

e n d o t h e l i u m  d e p e n d e n t  r e l a x a t i o n  o f  t h e  a o r t a  t o  v a r i o u s  

s t i m u l i .  F u r c h g o t t  e t  a l .  ( 1 9 8 1 ) ,  h y p o t h e s i s e d  t h a t  p e r h a p s  

a n  i n c r e a s e  o f  c a l c i u m  i o n s  i n  t h e  r e g i o n  o f  some k e y  C a ^ + -  

a c t i v a t e d  e n z y m e  ( p e r h a p s  a  p h o s p h o l i p a s e )  m i g h t  b e  a n  e a r l y  

s t e p  i n  t h e  s e q u e n c e  o f  r e a c t i o n s  m e d i a t i n g  t h e  r e l e a s e  o f  

EDRF b y  a c e t y l c h o l i n e .  T h i s  t h e o r y  w a s  b a s e d  o n  w o r k  w i t h  

t h e  c a l c i u m  i o n o p h o r e  A 2 3 1 8 7 .  T h i s  d r u g  i s  a n  a n t i b i o t i c  

w h i c h  c a n  f o r m  a  l i p o p h i l i c  c o m p l e x  w i t h  d i v a l e n t  c a t i o n s ,
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s u c h  a s  Ca  , a n d  f u n c t i o n  a s  a n  i o n o p h o r e .  i t  p r o d u c e s  

r a p i d  e q u i l i b r a t i o n  o f  t h e  Ca2+  g r a d i e n t s  b y  f a c i l i t a t i n g  

d i f f u s i o n  a c r o s s  t h e  m e mb r an e  ( S c a r p a  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .

F u r c h g o t t  a n d  c o - w o r k e r s  f o u n d  t h a t  A 2 3 1 8 7  w a s  10 -  30 

t i m e s  m o r e  p o t e n t  t h a n  a c e t y l c h o l i n e  i n  p r o d u c i n g  

r e l a x a t i o n  o f  p r e - c o n t r a c t e d  r a b b i t  a o r t a  a n d  t h a t  i t s  mode 

o f  a c t i o n  w a s  a l s o  d e p e n d e n t  on e n d o t h e l i a l  c e l l s  ( Z a w a d s k i  

e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  F u r c h g o t t ,  1 9 8 1 ;  F u r c h g o t t  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  

I n d e e d  t h e y  f o u n d  s o  m a n y  s i m i l a r i t i e s  i n  w h a t  i n h i b i t e d  

b o t h  A 2 3 1 8 7 -  a n d  a c e t y l c h o l i n e - i n d u c e d  r e l a x a t i o n  t h a t  t h e y  

b e l i e v e  b o t h  t h e s e  d r u g s  r e l e a s e  t h e  same EDRF.

T h e  o n l y  d r u g  f o u n d  t o  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  A 2 3 1 8 7  a n d  

a c e t y l c h o l i n e  i n  t h i s  s y s t e m  i s  q u i n a c r i n e  w h i c h  c a n  i n h i b i t  

t h e  a c t i o n  o f  a c e t y l c h o l i n e  b u t  n o t  A 2 3 1 8 7  ( F u r c h g o t t  & 

Z a w a d s k i ,  1 9 8 0 ;  S i n g e r  & P e a c h ,  1 9 8 3 ) .  I t  w a s  p o s t u l a t e d  

t h a t  q u i n a c r i n e  may b e  i n t e r f e r i n g  w i t h  a l t e r a t i o n s  i n  i o n  

f l u x e s  o r  Ca ^ *  c o u p l i n g  s e t  o f f  by a n  a g o n i s t  a c t i n g  on  t h e  

m u s c a r i n i c  r e c e p t o r  o f  e n d o t h e l i a l  c e l l s  a n d  a s  a  r e s u l t  h a s  

no e f f e c t  on  t h e  a c t i o n  o f  A23187.  F a c t o r s  w h i c h  do a f f e c t  

t h e  A 2 3 1 8 7  r e s p o n s e  a r e  c a l c i u m  f r e e  s o l u t i o n s  a n d  t h e  

p r e s e n c e  o f  n i f e d i p i n e .

S i n g e r  a n d  P e a c h  ( 1 9 8 3 )  s h o w e d  t h a t  w h e n  r a b b i t  a o r t i c  

r i n g s  w e r e  c o n t r a c t e d  w i t h  p h e n y l e p h r i n e ,  a  c a l c i u m - f r e e  

s o l u t i o n  r e d u c e d  t h e  A 2 3 1 8 7  i n d u c e d  r e l a x a t i o n  b y  93%.  

N i f e d i p i n e  r e d u c e d  i t  b y  47%. T h i s  i s  e v i d e n c e  t o  s how t h a t  

C a ^ t  m e d i a t e s  o r  r e g u l a t e s  t h e  e n d o t h e l i u m  d e p e n d e n t
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r e l a x a t i o n .  T h i s  i n h i b i t i o n  o f  A 2 3 1 8 7 * s  a c t i o n  b y  

n i f e d i p i n e  w a s  u n e x p e c t e d  b u t  i t  ma y  b e  t h a t  t h e r e  i s  s o m e  

d i r e c t  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  t w o  c o m p o u n d s .

I t  i s  s t i l l  t o o  e a r l y  t o  e v a l u a t e  t h e  p h y s i o l o g i c a l  

s i g n i f i c a n c e  o f  EDRF b u t  i t  m u s t  b e  c o n s i d e r e d  a s  a  

c o n t r i b u t i n g  f a c t o r  i n  e x p e r i m e n t s  s u c h  a s  t h o s e  i n  t h i s  

s t u d y ,  w h e r e  i t  h a s  n o t  b e e n  ( i n t e n t i o n a l l y )  r e m o v e d .  

C o n s i d e r a t i o n  s h o u l d  b e  g i v e n  t o  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  

a l t e r i n g  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  e g .  c a l c i u m  l e v e l s ,  w i l l  

a f f e c t  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l s  a n d  s u b s e q u e n t l y  t h e  EDRF. I t  

m a y  a l s o  b e  p o s s i b l e  t h a t  c e r t a i n  d r u g s  c o u l d  p r o d u c e  

v a s o d i l a t i o n  by  a c t i n g  v i a  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  F o r  e x a m p l e ,  

S p o k a s  e t  a l .  ( 19 8 3 )  r e p o r t e d  t h a t  h y d r a l l a z i n e  i s  d e p e n d e n t  

f o r  p a r t  o f  i t s  a c t i o n  on  t h e  p r e s e n c e  o f  e n d o t h e l i u m .

I t  c o u l d  b e  p o s t u l a t e d  t h a t  a  f a c t o r  t h a t  c a u s e s  s m o o t h  

m u s c l e  r e l a x a t i o n  c o u l d  i n h i b i t  s m o o t h  m u s c l e  c o n t r a c t i o n  

a n d  b e  r e l e a s e d  f r o m  t h e  e n d o t h e l i u m  by  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  

a g o n i s t s .  G o d f r a i n d ,  (1985)  f o u n d  a n  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  

t o  n i f e d i p i n e  i n  t h e  i s o l a t e d  r a t  a o r t a  i f  t h e  e n d o t h e l i u m  

w a s  p r e s e n t .  He p r o p o s e d  t h a t  r e m o v a l  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  

c a u s e s  a  s l i g h t  d e p o l a r i s a t i o n  o f  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  a n d  

t h i s  c o u l d  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  i n c r e a s e  i n  e x c h a n g e a b l e  

i n t r a c e l l u l a r  c a l c i u m .  T h i s  w o u l d  a l l o w  m o r e  c a l c i u m  t o  b e  

l i b e r a t e d  b y  a l p h a ^ - a g o n i  s t s  s o  t h a t  t h e  c o n t r a c t i o n  

r e s i s t a n t  t o  c a l c i u m - e n t r y  b l o c k e r s  i s  h i g h e r  i n  t h e  a b s e n c e  

t h a n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e n d o t h e l i u m .  I n  v i e w  o f  t h i s ,  t h e  

p r e s e n c e  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  s h o u l d  h a v e  made  t h e  a o r t a  m o r e  

s e n s i t i v e  t o  n i f e d i p i n e  t h a n  i t  a p p e a r e d  t o  b e .
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I t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  a c t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  i s  n o t  

a f f e c t e d  by  t h e  p r e s e n c e  o r  l a c k  o f  e n d o t h e l i u m  ( F u r c h g o t t ,  

1 9 8 3 ) ,  a l t h o u g h  s o m e  c o n t r o v e r s y  d o e s  e x i s t  on t h i s  p o i n t .  

G o d f r a i n d  ( 1 9 8 5 ) ,  s t a t e d  t h a t  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  

e n h a n c e s  t h e  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e  w h e r e a s  De Mey & 

V a n h o u t t e  ( 1 9 8 2 )  b e l i e v e d  t h a t  r e m o v a l  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  

r e d u c e s  t h e  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e .  T h i s ,  a l o n g  w i t h  

o t h e r  p o i n t s  s u c h  a s  t h e  b u f f e r i n g  o f  c a l c i u m  i n  s o l u t i o n s  

a n d  i t s  e f f e c t  o n  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  n e e d s  c l o s e r  

i n v e s t i g a t i o n ,  e . g .  i s  t h e  e n d o t h e l i u m  an  a i d  o r  a b a r r i e r  

t o  c a l c i u m  f l u x e s ?  The e n d o t h e l i a l  c e l l s  a r e  o b v i o u s l y  an 

i m p o r t a n t  f a c t o r  i n  t h e  r e s p o n s e s  o f  b l o o d  v e s s e l s  t o  

a g o n i s t s  a n d  i t  m u s t  b e  n o t e d  t h a t  e v e n  i n  t h e  m o s t  c a r e f u l  

o f  d i s s e c t i o n s  a n d  s e t t i n g - u p  o f  i s o l a t e d  t i s s u e  

p r e p a r a r i o n s ,  a  p r o p o r t i o n  o f  t h e  c e l l s  w i l l  i n e v i t a b l y  be  

l o s t .  P e r h a p s  t h e r e  i s  s ome  l i n k a g e  b e t w e e n  t h e  d i f f i c u l t y  

o f  d e m o n s t r a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  a l p h a 2 - r e c e p t o r s  i n  

i s o l a t e d  b l o o d  v e s s e l s  a n d  t h i s  d r a w b a c k  i n  e x p e r i m e n t a l  

t e c h n i q u e ?
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T h i s  s t u d y  l o o k e d  a t  c a l c i u m  c h a n n e l s  u s i n g  c a l c i u m - e n t r y  

b l o c k e r s  b u t  a n o t h e r  p o p u l a r  m e t h o d  i s  t h a t  o f  m e a s u r i n g  

4Sca  m o v e m e n t s .  D i r e c t  m e a s u r e m e n t s  o f  ASgg 

f e a s i b l e  i n  s m o o t h  m u s c l e  b e c a u s e  t h e y  a r e  n o t  i n d i c a t i v e  of  

Changes  t h a t  c o u l d  o c c u r  w i t h i n  t h e  c e l l .  S e v e r a l  a t t e m p t s  

have b e e n  m a d e  t o  i d e n t i f y  t h e  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  c a l c i u m  

f r a c t i o n  a n d  t h e  m o s t  s u c c e s s f u l  a r e  t h o s e  b a s e d  on t h e  use  

o f  l a n t h a n u m  ( V a n  B r e e m e n  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  G o d f r a i n d ,  1 9 7 6 ) .  

L a n t h a n u m  r e p l a c e s  C a 2 +  on  s u p e r f i c i a l  b i n d i n g  s i t e s  and  

does  n o t  p e n e t r a t e  t h e  c e l l .  I t  b l o c k s  t r a n s m e m b r a n e  f l u x e s  

o f  c a l c i u m ,  a n d  b e c a u s e  o f  t h i s ,  t h e  c a l c i u m  c o n t e n t  o f  a 

t i s s u e  b a t h e d  i n  L a ^ ^  c a n  p r o v i d e  a n  e s t i m a t e  o f  c e l l u l a r  

c a l c i u m  ( G o d f r a i n d ,  1 9 8 4 ) .

The ^ ^ C a  f l u x e s  i n  r a t  a o r t a  c a n  be  e s t i m a t e d  by m e a s u r i n g

t h e  4 5 c a  t u r n o v e r  i n  t h e  L a ^ ^ - r e s i s t a n t  c a l c i u m  f r a c t i o n .

Th i s  f r a c t i o n  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  a moun t  o f  c a l c i u m  t h a t  i s

3 +n o t  d i s p l a c e d  w h e n  t h e  t i s s u e  i s  b a t h e d  i n  a 50 mM La

s o l u t i o n  ( G o d f r a i n d ,  1 9 7 6 ) .  I n  t h i s  s o l u t i o n  m o s t  o f  t h e
2+

c a l c i u m  d i s p l a c e m e n t  o c c u r s  d u r i n g  t h e  f i r s t  5 mi ns  and Ca 

e f f l u x  f r o m  i n t r a c e l l u l a r  s t o r e s  i s  a p p a r e n t l y  d e l a y e d ,  

i n c r e a s e s  t h e  r a t e  o f  u p t a k e  o f  ^ ^Ca  i n t o  t h i s  c a l c i  

f r a c t i o n .  H o w e v e r ,  t h e r e  i s  no n e t  g a i n  i n  t i s s u e  c a l c i u m  

as  c a l c i u m  e f f l u x  i n c r e a s e s  i n  a s i m i l a r  m a n n e r .  The 

i n c r e a s e  i n  t h e  r a t e  o f  4 5 c a  u p t a k e  i s  d o s e  d e p e n d e n t  and i s  

d u e  t o  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  a c t i v a t i o n  (ROC).  H i g h  

s o l u t i o n s  a l s o  a l l o w  a n  i n c r e a s e d  i n f l u x  o f  ^^Ca  (POC) a n d  

t he  s l o w  t u r n o v e r  o f  i n t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  a t  r e s t  i s  ’ Y 

t o  o c c u r  t h r o u g h  Ca2+ " l e a k "  c h a n n e l s  ( G o d f r a i n d ,  1984) .
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A l t h o u g h  s t u d y i n g  4 5 c a  f l u x e s  c a n  p r o d u c e  i n f o r m a t i o n  

a b o u t  a l l  t h r e e  t y p e s  o f  L a 3 + _ s e n s i t i v e  p a t h w a y s  (ROC, POC 

and p a s s i v e  l e a k  c h a n n e l s )  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  g e n e r a l l y  

p e r f o r m e d  i n  r a t h e r  n o n - p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .  c h a n g e s  

i n  i n t r a c e l l u l a r  4 5 c a  c a n  o n l y  b e  a s s e s s e d  a f t e r  r e p l a c i n g  

i t  w i t h  L a ^ t  a t  0 ° C  f o r  e x a m p l e  ( G o d f r a i n d ,  1976)  .

Slow c a l c i u m  c h a n n e l  b l o c k e r s  o n l y  i n h i b i t  VOC-dependent  

Ca2+ i n f l u x  ( W e i s s ,  1 9 8 2 )  a n d  a s  s u c h  c a n  o n l y  b e  u s e d  t o  

s t u d y  t h e s e  p a r t i c u l a r  c h a n n e l s .  T h e  m o r e  c o m p l e x  

e x p e r i m e n t a l  a p p r o a c h  o f  t r a c e r  s t u d i e s  c a n  b e  u s e d  t o  

c o n f i r m  a n d  e x t e n d  t h e  s i m p l e r  m u s c l e  c o n t r a c t i l i t y  s t u d i e s .  

Howe ve r ,  t h i s  a p p r o a c h  h a s  i t s  p r o b l e m s  and l i m i t a t i o n s  t o o .  

F o r  i n s t a n c e ,  K + - i n d u c e d  4 5 c a  a c c u m u l a t i o n  i n  w h o l e  c e l l s  

may b e  a f f e c t e d  b y  o t h e r  f a c t o r s ,  s u c h  a s  i n t r a c e l l u l a r  Na+ 

c o n c e n t r a t i o n ,  a l s o  s o m e  VOCs a r e  i n a c t i v a t e d  by a  r i s e  i n  

c y t o p l a s m i c  C a 2 + a n d  a g e n t s  w h i c h  p r o d u c e  t h i s  e f f e c t  may 

i n d i r e c t l y  d e c r e a s e  t h e  n u m b e r  o f  c o n d u c t i n g  VOCs (Spedding  

& C a v e r o ,  1 9 8 4 ) .

The o t h e r  m e th o d  o f  s tu d y in g  th e  p r o p e r t ie s  o f  th e  

c a lc iu m  c h a n n e ls  is  by th e  use o f c a lc iu m -e n try  b io  

such as n i f e d ip in e ,  used in  th is  study. The in te ra c tio n  of 

c a lc iu m -e n try  b lo c k e rs  w ith  calcium  channels may be examine 

in  b in d in g  s tu d ie s  (B o lger e t a l . ,  1983; Gould 

and in  f u n c t io n a l  s tu d ie s  such as in  th is  th e s is , 

entry  b lo c k e rs  cause marked in h ib it io n  of the catecholam ine-

in . . « . 1 . 1  «
. . . 0 1 .  but h .v . l l t t l .  .H*o« «”
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1 9 8 1 ) .  D i f f e r e n c e s  i n  t h e  e f f i c a c y  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  i n  

i n h i b i t i n g  a  s p e c i f i c  e f f e c t  i n  a  g i v e n  b l o o d  v e s s e l  m u s t  

r e f l e c t  t h e  k i n e t i c  p r o p e r t i e s  o f  t h e i r  i n t e r a c t i o n  w i t h  and  

t h e i r  a c c e s s  t o  t h e  C a 2 + c h a n n e l s  o f  t h e  v a s c u l a r  s m o o t h  

m u s c l e  m e m b r a n e ,  i . e .  t h e  c o n f u s i n g  r e s u l t s  w i t h  n i f e d i p i n e  

may b e  a n  a c c e s s  p r o b l e m  d u e  t o  e n d o t h e l i a l  c e l l s  o r  

s u r r o u n d i n g  f a t  o r  c o n n e c t i v e  t i s s u e  ( a l t h o u g h  t h e  v e s s e l s  

w e r e  c l e a n e d  o n  r e m o v a l  f r o m  t h e  a n i m a l ) .  T h i s  c o u l d  a p p l y  

n o t  o n l y  t o  t h e  a n t a g o n i s t ,  n i f e d i p i n e ,  b u t  a l s o  t o  t h e  

d i f f e r e n t  C a 2 + l e v e l s  w h e r e  e x p o s u r e  t i m e  i n  t h e  p u l s e d  

e x p e r i m e n t s  m a y  n o t  b e  l o n g  e n o u g h  t o  a l l o w  s u f f i c i e n t  

a c c e s s .

V a n h o u t t e  a n d  R i m e l e  (1982)  s u g g e s t e d  t h a t  when e x a m i n i n g  

s uch  c o n f l i c t i n g  i n t e r p r e t a t i o n s  t h e  l o g i c a l  c o n c l u s i o n  i s  

t h a t  t h e  v a r y i n g  d e g r e e s  o f  d e p e n d e n c y  o f  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  

a c t i v a t i o n  on  c a l c i u m - e n t r y  a r e  d e t e r m i n e d  by t h e  f u n c t i o n a l  

d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  v a s c u l a r  s m o o th  m u s c l e  c e l l s  r a t h e r  

t h a n  by  a p p a r e n t  p h a r m a c o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e i r  

a l p h a - a d r e n o c e p t o r  s .  B l o o d  v e s s e l s  s u c h  a s  t h e  a r t e r i o l e s  

e x h i b i t  m y o g e n i c  a c t i v i t y  t h a t  r e l i e s  h e a v i l y  on t h e  

a v a i l a b i l i t y  o f  e x t r a c e l l u l a r  c a l c i u m .  I n  t h e s e  v e s s e l s ,  

t h e  o t h e r  m a j o r  d e t e r m i n a n t  o f  v a s c u l a r  smo o t h  m u s c l e  t o n e ,  

NA, a l s o  s t i m u l a t e s  t h e  e n t r y  o f  Ca^"^. I n  c u t a n e o u s  v e i n s ,  

t h e  m u s c l e  i s  c o n t r o l l e d  m a i n l y  by  s y m p a t h e t i c  n e r v e s  a n d  

r e l i e s  m o r e  h e a v i l y  o n  c e l l u l a r  m o b i l i s a t i o n  o f  t h e  

a c t i v a t o r  i o n  ( V a n h o u t t e ,  1980 ) .

It is p o s s i b l e  that in a given tissue the same re ce p to r  

may trigger the increase in c y to p la s m ic  either by
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l i b e r a t i n g  i n t r a c e l l u l a r l y  bound  Ca 2 + a n d / o r  t r a n s l o c a t i n g  

e x t r a c e l l u l a r  C a 2 + t h r o u g h  c a l c i u m  c h a n n e l s  s e n s i t i v e  t o  

c a l c i u m - e n t r y  b l o c k e r s  ( B o l t o n  e t  a l . ,  1981) .

G o d f r a i n d ' s  m o r e  r e c e n t  w o r k  i s  e c h o e d  i n  t h e  r e s u l t s  o f  

t h i s  s t u d y ,  t h a t  t h e  c a l c i u m  s t o r y  i s  n o t  a s  c l e a r  c u t  a s  he  

f i r s t  p r o p o s e d ,  ( G o d f r a i n d  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  i n  a p a p e r  u s i n g  

b o t h  c a l c i u m - e n t r y  b l o c k e r s  and  4 5 c a  he  h a s  shown t h a t  w h i l e  

t h e  a l p h a 2  a g o n i s t s ,  o x y m e t a z o l i n e  and c l o n i d i n e ,  s t i m u l a t e  

c o n t r a c t i o n s  t h a t  a r e  t o t a l l y  d e p e n d e n t  on  e x t r a c e l l u l a r  

c a l c i u m ;  n o r a d r e n a l i n e  a n d  p h e n y l e p h r i n e  s t i m u l a t e  

c o n t r a c i o n s  t h a t  a r e  p a r t l y  d e p e n d e n t  on e x t r a c e l l u l a r  

c a l c i u m  a n d  p a r t l y  d e p e n d e n t  on  i n t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  

s t o r e s .
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The f i n a l  s e t  o f  e x p e r i m e n t s  l o o k e d  a t  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  

a l p h a i - b l o c k e r ,  p r a z o s i n ,  t o  i n h i b i t  n o r a d r e n a l i n e ' s  

c o n t r a c t i l e  r e s p o n s e  on  t h e  r a t  a o r t a ,  i t  c o u l d  be s uppose d  

t h a t  a s  p r a z o s i n  a p p e a r s  t o  p r e f e r e n t i a l l y  i n h i b i t  t h e  f a s t  

p h a s e  o f  t h e  n o r a d r e n a l i n e  c o n t r a c t i o n ,  t h i s  p h a s e  i s  

p r o d u c e d  b y  a  s e p a r a t e  r e c e p t o r .  m o t h e r  w o r d s ,  t w o  

r e c e p t o r s  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  n o r a d r e n a l i n e  r e s p o n s e ,  one of  

w h i c h  i s  p r e f e r e n t i a l l y  i n h i b i t e d  by  p r a z o s i n .  Tha t  t h i s  i s  

no t  t h e  c a s e ,  i s  t h e  s u b j e c t  o f  some c o n t r o v e r s y .

I t  w a s  C o h e n ,  W i l e y  a n d  S l a t e r  (197 9 ) ,  who d e m o n s t a t e d  

p r a z o s i n  c o u l d  c o m p e t a t i v e l y  b l o c k  n o r a d r e n a l i n e  i n d u c e d  

c o n t r a c t i o n  i n  t h e  r a t  a o r t a .  U n f o r t u n a t e l y  t h e y  u s e d  

c u m u l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n  r e s p o n s e  c u r v e s  w h i c h  do n o t  a l l o w  

a s e p a r a t e  a s s e s s m e n t  o f  t h e  f a s t  c o m p o n e n t .  Downi ng  e t  

a l .  ( 1983 )  u s e d  n o n  c u m u l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n  r e s p o n s e  c u r v e s  

and t h e y  w e r e  a b l e  t o  show t h a t  p r a z o s i n  s e l e c t i v e l y  r e d u c e d  

t h e  f a s t  c o m p o n e n t .  T h e y  c o n c l u d e d  h o w e v e r  t h a t  a s  o t h e r  

s e l e c t i v e  a l p h a %  a n t  a g o n i  s t s ,  c o r y n a n t h i n e  a n d  t r i m a z o s i n ,  

( C o n s t a n t i n e  & H e s s ,  1 9 8 1 ;  M c G r a t h ,  1 9 8 2 a )  d i d  n o t  

s e l e c t i v e l y  r e d u c e  t h e  f a s t  c o m p o n e n t ,  t h i s  a c t i o n  o f  

p r a z o s i n  w a s  u n l i k e l y  t o  b e  r e l a t e d  t o  i t s  s e l e c t i v i t y  f o r  

a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r s .  As p h e n t o l a m i n e  c o u l d  c o m p l e t e l y  

r e v e r s e  t h e  e f f e c t s  o f  p r a z o s i n ,  i t  w a s  s e e n  a s  e v i d e n c e  

t h a t  i t  w a s  a c t i n g  a t  t h e  s a m e  a l p h a j  r e c e p t o r ,  a nd  

a b i l i t y  t o  s e l e c t i v e l y  r e d u c e  t h e  f a s t  c o m p o n e n t  wa s  a 

f u n c t i o n  o f  t h e  w a y  i n  w h i c h  i t  c o m b i n e d  w i t h  t h e  r e c e p t o r .

R a n d r i a n t s o a  a n d  c o - w o r k e r s  ( 1 9 8 1 ) ,  h o w e v e r ,  s u g g e s t e d  

t h a t  t h e r e  w e r e  t w o  d i s t i n c t  a l p h a - r e c e p t o r s  d i f f e r e n t i a l l y
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a n t a g o n i s e d  b y  p r a z o s i n  b u t  W i l s o n ,  (1983) b e l i e v e s  o n l y  one  

r e c e p t o r  i s  p r e s e n t  on  t h e  a o r t a .  He t e s t e d  a wi de  r a n ge  of  

a l p h a - a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t s  a n d  n o t  one  d i s p l a y e d  any  

s e l e c t i v i t y  f o r  t h e  s l o w  c o m p o n e n t  o f  t h e  c o n t r a c t i o n s  t o  

n o r a d r e n a l i n e .  He a l s o  f o u n d  t h a t  d o x a s o s i n ,  WB-4104,  

t i o d a z o s i n ,  U K- 1 8 5 9 6  a n d  c h l o r p r o m a z i n e  c o u l d  p r e f e r e n t i a l l y  

i n h i b i t  t h e  f a s t  c o m p o n e n t  o f  c o n t r a c t i o n s  t o  n o r a d r e n a l i n e ,  

a l l  o f  w h i c h  p o s s e s s  s e l e c t i v i t y  f o r  p o s t - j u n c t i o n a l  a l p h a , -  

a d r e n o c e p t o r s  ( B u y n i s k i  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  T i m m e r m a n s  e t  a l . ,  

1981b;  D r e w ,  1 9 8 2 ;  U ' P r i c h a r d ,  1 9 7 7 ) .

W i l s o n  a l s o  o b s e r v e d  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

n o r a d r e n a l i n e  r e q u i r e d  t o  e l i c i t  t h e  f a s t  c o m p o n e n t  o f  

c o n t r a c t i o n s ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f  e x t r a - c e l l u l a r  c a l c i u m  was  

g r e a t e r  t h a n  t h a t  r e q u i r e d  f o r  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  s low 

c o m p o n e n t  a n d  t h a t  p r a z o s i n  h a d  a  g r e a t e r  e f f e c t  on t h e s e  

E G T A - r e s i s t a n t  r e s p o n s e s  ( a s  w a s  a l s o  o b s e r v e d  i n  t h i s  

s t u d y ) .  I t  a p p e a r e d  t h a t  t h e  s t i m u l u s  f o r  t h e  r e l e a s e  o f  

c e l l u l a r  b o u n d  c a l c i u m  i s  g r e a t e r .  Th u s  t h e  p r e f e r e n t i a l  

a n t a g o n i s m  o f  n o r a d r e n a l i n e  i n d u c e d  r e l e a s e  o f  c a l c i u m  by 

p r a z o s i n  m a y  b e  a t t r i b u t a b l e  t o  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  

a n t a g o n i s t  t o  s u p p r e s s  t h e  i n i t i a l  s t i m u l u s  f o r  c o n t r a c t i o n .

I n  t h e  g u i n e a - p i g  a o r t a ,  E g l e n  e t  a l .  (1985)  d i s c o v e r e d  

t h a t  p r a z o s i n  ( a t  c o n c e n t r a t i o n s  r e p o r t e d  t o  s e l e c t i v e l y  

a b o l i s h  t h e  f a s t  c o m p o n e n t  i n  t h e  r a t  a o r t a )  h a d  no e f f  

on t h e  E G T A - r e s i s t a n t  c o n t r a c t i o n s .  I n  t h i s  s t u d y  i t  w a s  

found t h a t  p r a z o s i n  d i d  i n d e e d  i n h i b i t  t h e  ITC more  t h a n  t h e  

SSC, i n  n o r m a l  a n d  c a l c i u m - f r e e  s o l u t i o n s .  Both  componen t s  

' ^ere a b o l i s h e d  w i t h  1 0 "'^M p r a z o s i n .
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C o n t r o v e r s y  e x i s t s  a s  t o  t h e  n a t u r e  o f  t h e  a l p h a -  

a d r e n o c e p t o r  s u b - t y p e  p r e s e n t  o n  t h e  r a t  a o r t a .  S o m e  

r e s e a r c h e r s  c l a i m  b o t h  a l p h a ^ -  a n d  a l p h a 2 " ^ ^ r e n o c e p t o r s  a r e  

t o  b e  f o u n d  ( R u f f o l o  e t  a l . , 1 9 8 1 ;  G o d f r a i n d  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  

S c a r b o r o u g h  & C a r r i e r ,  1 98 4 )  w h i l e  p e r h a p s  t h e  m o r e  r e c e n t  

a n d  w i d e l y  a c c e p t e d  b e l i e f  i s  t h a t  o n l y  a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r s  

a r e  p r e s e n t  ( D o w n i n g  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  D i g g e s  & S u m m e r s ,  1 9 8 3 ;  

R u f f o l o  1 9 8 5 ) .  S o ,  i f  n o r a d r e n a l i n e  i s  a c t i n g  o n  o n l y  o n e  

t y p e  o f  r e c e p t o r ,  t h e  a l p h a ^ ,  i t  r u l e s  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  

t h a t  p r a z o s i n  p r o d u c e s  i t s  e f f e c t  b y  s e l e c t i v e l y  b l o c k i n g  a  

r e c e p t o r  s u b t y p e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  f a s t  r e s p o n s e .  O n e  

h y p o t h e s i s  i s  t h a t  i f  t h e  I TC  r e l i e s  a t  l e a s t  p a r t i a l l y  o n  

c a l c i u m - e n t r y ,  t h e n  p r a z o s i n  s o m e h o w p r e f e r e n t i a l l y  i n h i b i t s  

t h i s  s o u r c e  -  t h i s  w o u l d  a l s o  o f f e r  a n  e x p l a n a t i o n  a s  t o  why  

t h e  SSC i s  a l s o  i n h i b i t e d  a s  i t  r e l i e s  m o r e  h e a v i l y  o n  

c a l c i u m - e n t r y .

H o w e v e r ,  p o s s i b l y  t h e  m o s t  l i k e l y  e x p l a n a t i o n  i s  o n e  o f  

e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  t h e  h i g h  a f f i n i t y  a n t a g o n i s t  a n d  t h e  

r e c e p t o r .  The  ITC c o m p o n e n t  may n e e d  a  s h o r t ,  s h a r p  b u r s t  

o f  r e c e p t o r  o c c u p a t i o n ,  b y  a n  a g o n i s t ,  i n  o r d e r  t o  b e  

p r o d u c e d .  P r a z o s i n  i s  a  h i g h  a f f i n i t y  a n t a g o n i s t  a n d  

t h e r e f o r e  o c c u p i e s  t h e  r e c e p t o r  f o r  a  r e l a t i v e l y  l o n g  p e r i o d  

o f  t i m e .  T h i s  m e a n s  t h a t  n o  s u c h  s h o r t ,  s h a r p  b u r s t  o f  

a g o n i s t  a c t i v i t y  i s  p o s s i b l e  a n d  t h e  I T C  a p p e a r s  

p r e f e r e n t i a l l y  b l o c k e d .  T h e  S S C  i s  t h e  r e s u l t  o f  a n  

e q u i l i b r i u m  s i t u a t i o n  b e t w e e n  t h e  a g o n i s t  a n d  t h e  r e c e p t o r ,  

i t  t a k e s  l o n g e r  t o  b e  p r o d u c e d ,  a n d  t h e r e f o r e  r e m a i n s
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r e l a t i v e l y  u n a f f e c t e d .

A l t h o u g h  n o t  s u g g e s t e d  a s  a  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  b y  

D o w n i n g  e t  a l .  ( 1 9 8 3 ) ,  t h e i r  r e s u l t s  do  c o r r o b o r a t e  t h i s  

l a s t  h y p o t h e s i s .  T h e y  f o u n d  t h a t  c o r y n a n t h i n e ,  a  l o w  

a f f i n i t y  a l p h a ^  a n t a g o n i s t ,  d i d  n o t  p r e f e r e n t i a l l y  i n h i b i t  

t h e  I T C .  T h i s  a n t a g o n i s t  o n l y  o c c u p i e s  t h e  r e c e p t o r  f o r  

s h o r t  p e r i o d s  o f  t i m e .  T h i s  i s  n o t  l o n g  e n o u g h  t o  p r e v e n t  

t h e  a g o n i s t  f r o m  p r o d u c i n g  a  s h o r t ,  s h a r p  b u r s t  o f  a c t i v i t y  

a n d  h e n c e  t h e  ITC r e m a i n s  r e l a t i v e l y  u n a f f e c t e d .  A d a n g e r  

i n  a n a l y s i n g  t h i s  t y p e  o f  e x p e r i m e n t  i s  t h a t  t h e  a n t a g o n i s t  

m a y  n o t  h a v e  r e a c h e d  a n  e q u i l i b r i u m .  Two s e p a r a t e  S c h i l d  

p l o t s  c o u l d  b e  c o n s t r u c t e d  f o r  e a c h  p h a s e  o f  t h e  r e s p o n s e  a s  

e v i d e n c e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  t w o  d i s t i n c t  r e c e p t o r s .  

H o w e v e r ,  a  s e p a r a t e  S c h i l d  p l o t  c a n n o t  b e  c o n s t r u c t e d  f o r  

t h e  f i r s t  p h a s e  a s  t h i s  i s  n o t  a t  a n  e q u i l i b r i u m ,  a n d  i f  i t  

w e r e  t h e  s l o p e  w o u l d  u n d o u b t e d l y  b e  g r e a t e r  t h a n  o n e  

( F u r c h g o t t ,  1 9 7 2 ) .

I n  c o n c l u s i o n ,  t h i s  t h e s i s  w a s  a n  a t t e m p t  t o  e x a m i n e  

v a r i o u s  p a r a m e t e r s  w h i c h  a f f e c t  t h e  a c t i v a t i o n  o f  t h e  

p o s t  s y n a p t i c  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  s .  I t  a p p e a r s  t h a t  t h e  b l o o d  

g a s e s  a r e  i m p o r t a n t  f o r  t h e  r e l a t i v e  c o n t r i b u t i o n  o f  a l p h a ^ -  

a n d  a l p h a 2 " a d r e n o c e p t o r s  t o  v a s c u l a r  t o n e  a n d  t h a t  t h e i r  

i n v o l v e m e n t  may b e  e i t h e r  u n d e r -  o r  o v e r - e s t i m a t e d  d e p e n d i n g  

o n  t h e  a r t e r i a l  b l o o d  g a s e s .  T h e  o t h e r  p a r a m e t e r  

i n v e s t i g a t e d  w a s  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  c a l c i u m  i n  t h e  t w o  

r e c e p t o r  s u b t y p e  r e s p o n s e s .  T h e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  

c a l c i u m  e n t r y  o c c u r s  d u r i n g  t h e  s e c o n d a r y  c o m p o n e n t  o f  t h e  

a l p h a  p r e s s o r  r e s p o n s e  a n d  c a n  b e  i n i t i a t e d  by  e i t h e r
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a l p h a j -  o r  a l p h a 2 ” a d r e n o c e p t o r  a c t i v a t i o n .  T h a t  i s ,  

c a l c i u m - e n t r y  i s  r e l a t e d  t o  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  r e s p o n s e  

a n d  d o e s  n o t  c o r r e l a t e  w i t h  a n  a l p h a 2 / a l p h a 2  c l a s s i f i c a t i o n .

F i n a l l y ,  w h e n  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  c a l c i u m  i n  t h e  alphâ - 
a d r e n o c e p t o r  r e s p o n s e  w a s  i n v e s t i g a t e d ,  i t  a p p e a r e d  t h a t  

c a l c i u m  e n t r y  m a y  o c c u r  d u r i n g  b o t h  t h e  f a s t  a n d  s l o w  

c o m p o n e n t s  o f  t h e  r e s p o n s e .  T h i s  w a s  f u r t h e r  e v i d e n c e  t h a t  

i t  i s  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  r e s p o n s e  w h i c h  i s  i m p o r t a n t ,  

w h e n  s t u d y i n g  t h e  e f f e c t s  o f  f a c t o r s  i n f l u e n c i n g  a l p h a -  

a d r e n e r g i c  p r e s s o r  r e s p o n s e s ,  r a t h e r  t h a n  t h e  

p h a r m a c o l o g i c a l  n a m e - t a g  g i v e n  t o  t h e  r e c e p t o r .
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R u f f o l o ,  R . R . , W a d d e l ,  J . E .  & Y a d e n ,  E . L .  ( 1 9 8 1 ) .
P o s t s y n a p t i c  a l p h a  a d r e n e r g i c  r e c e p t o r  s u b t y p e s  
d i f f e r e n t i a t e d  b y  y o h i m b i n e  i n  t i s s u e s  f r o m  t h e  r a t .  
E x i s t e n c e  o f  a l p h a 2  a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s  i n  r a t  a o r t a .
J o u r n a l  o f  P h a r m a c o l o g y  a n d  E x p e r i m e n t a l  T h e r a p e u t i c s ,  2 1 2 r
2 3 5 -  2 4 0 .

R u f f o l o ,  R . R . , W a d d e l l ,  J . E .  & Y a d e n ,  E . L .  ( 1 9 8 2 ) .
H e t e r o g e n i e t y  o f  p o s t s y n a p t i c  a l p h a - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s  i n  
m a m m a l i a n  a o r t a e .  J o u r n a l  o f  P h a r m a c o l o g y  a n d  E x p e r i m e n t a l  
T h e r a p e u t i c s ,  2 2 1 , 3 0 9 - 3 1 4 .

R u f f o l o ,  R . R . ,  M o r g a n ,  E . L .  & M e s s i c k ,  K. ( 1 9 8 4 ) .  P o s s i b l e  
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  r e c e p t o r  r e s e r v e  a n d  t h e
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d i f f e r e n t i a l  a n t a g o n i s m  o f  a l p h a . -  a n d  a l p h a ? -  
a d r e n o c e p t o r  m e d i a t e d  p r e s s o r  r e s p o n s e s  b y  c a l c i u m  
c h a n n e l  a n t a g o n i s t s  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  J o u r n a l  o f  
P h a r m a c o l o g y  a n d  E x p e r i m e n t a l  T h e r a p e u t i c s ,  2 3 0 ,  3 ,
5 8 7 - 5 9 4 .

R u f f o l o ,  R.R.  ( 1 9 8 5 ) .  R e l a t i v e  a g o n i s t  p o t e n c y  a s  a  m e a n s  
o f  d i f f e r e n t i a t i n g  a l p h a - a d r e n o c e p t o r s  a n d  a l p h a -  
a d r e n e r g i c  m e c h a n i s m s .  C l i n i c a l  S c i e n c e ,  5 5 ,  s u p p l .  
1 0 ,  9 s - 1 4 s .

R u s s e l ,  J . T .  & T h o r n ,  N.A.  ( 1 9 7 4 ) .  C a l c i u m  a n d  s t i m u l u s -  
s e c r e t i o n  c o u p l i n g  i n  t h e  n e u r o h y p o p h y s i s .  I I .  E f f e c t s  o f  
l a n t h a n u m ,  a  v e r a p a m i l  a n a l o g u e  (D600)  a n d  p r e n y l a m i n e  on  
4 5 - c a l c i u m  t r a n s p o r t  a n d  v a s o p r e s s i n  r e l e a s e  i n  i s o l a t e d  r a t  
n e u r o h y p o p h y s e s .  A c t a  E n d o c r i n o l o g y  C o p e n h a g e n ,  2 5 ,  4 7 1 -  
4 8 7 .

R y a n ,  T . A . ,  J o i n e r ,  B . L .  & R y a n ,  B . F .  ( 1 9 7 6 ) .  M i n i t a b  
S t u d e n t  H a n d b o o k .  B o s t o n ,  D u x b u r y  P r e s s .

S a e e d ,  M. , H o l t z ,  J . ,  E i s n e r ,  D. & B a s s e n g e ,  E. ( 1 9 8 3 ) .  
A t t e n u a t i o n  o f  s y m p a t h e t i c  v a s o c o n s t r i c t i o n  b y  
n i f e d i p i n e :  T h e  r o l e  o f  v a s c u l a r  a l p h a ? - a d r e n o c e p t o r s .
E u r o p e a n  J o u r n a l  o f  P h a r m a c o l o g y  , 5 4 ,  1 4 9 - 1 5 3 .

S a i d a ,  K. & v a n  B r e e m e n ,  C. ( 1 9 8 4 ) .  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  
n o  r a d  r e n a l  i n e - s e n s i t i v e  Ca^"^ s t o r e  i n  v a s c u l a r  s m o o t h  
m u s c l e .  B l o o d  V e s s e l s ,  2 1 ,  4 3 - 5 2 .

S c a r b o r o u g h ,  N.L.  & C a r r i e r ,  G.O.  ( 1 9 8 4 ) .  N i f e d i p i n e  a n d  
a l p h a  a d r e n o c e p t o r s  i n  r a t  a o r t a .  1 .  R o l e  o f  e x t r a c e l l u l a r  
c a l c i u m  i n  a l p h a ^  a n d  a l p h a 2  a d r e n o c e p t o r - m e d i a t e d  
c o n t r a c t i o n .  J o u r n a l  o f  P h a r m a c o l o g y  a n d  E x p e r i m e n t a l  
T h e r a p e u t i c s ,  2 3 1 , 3 ,  5 9 7 - 6 0 2 .

S c a r p a ,  A . ,  B a b l a s s a r e ,  J .  & I n e s e i ,  G. ( 1 9 7 2 ) .  T h e  e f f e c t  
o f  c a l c i u m  i o n o p h o r e s  on s e g m e n t e d  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  
J o u r n a l  o f  G e n e r a l  P h y s i o l o g y ,  5 5 ,  7 3 5 - 7  49.

S c h u m a n n , . ,  G o r l i t z ,  B.D.  & W a g n e r ,  J .  ( 1 9 7 5 ) .  I n f l u e n c e  o f  
p a p a v e r i n e ,  D 6 0 0  a n d  n i f e d i p i n e  o n  t h e  e f f e c t s  o f  
n o r a d r e n a l i n e  a n d  c a l c i u m  o n  t h e  i s o l a t e d  a o r t a  a n d  
m e s e n t e r i c  a r t e r y  o f  t h e  r a b b i t .  N a u n y n  S c h m i e d e b e r g ' s  
A r c h i v e s  o f  P h a r m a c o l o g y ,  2 8 9 # 4 0 9 - 4 1 8 .

S h e p h e r d ,  J . T .  ( 1 9 6 7 ) .  B e h a v i o u r  o f  r e s i s t a n c e  a n d  c a p a c i t y  
v e s s e l s  i n  h u m a n  l i m b s  d u r i n g  e x e r c i s e .  C i c u l a t i o n  
R e s e a r c h ,  2 1 ,  I ,  1 7 0 - 1 8 1 .

S i n g e r ,  H.A.  & P e a c h ,  M. J .  ( 1 9 8 3 ) .  E n d o t h e l i u m - d e p e n d e n t  
r e l a x a t i o n  o f  r a b b i t  a o r t a .  I I .  I n h i b i t i o n  o f  r e l a x a t i o n  
s t i m u l a t e d  b y  m e t h a c h o l i n e  a n d  A 2 3 1 8 7  w i t h  a n t a g o n i s t s  i f  
a r a c h i d o n i c  a c i d .  J o u r n a l  o f  P h a r m a c o l o g y  a n d  E x p e r i m e n t a l  
T h e r a p e u t i c s ,  1 9 3 # 1 2 8 - 1 3 7 .

S m i t h ,  G . L .  & M i l l e r ,  D . J .  ( 1 9 8 5 ) .  P o t e n t i o m e t r i c  
m e a s u r e m e n t s  o f  s t o i c h i o m e t r i c  a n d  a p p a r e n t  a f f i n i t y  
c o n s t a n t s  o f  EGTA f o r  p r o t o n s  a n d  d i v a l e n t  i o n s  i n c l u d i n g
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c a l c i u m .  B i o c h i m i c a  e t  B i o p h y s i c a  A c t a ,  8 3 9 , 2 8 7 - 2 9 9 .

S p e d d i n g ,  M. & C a v e r o ,  I .  ( 1 9 8 4 ) .  " C a l c i u m  a n t a g o n i s t s " ;  A 
c l a s s  o f  d r u g s  w i t h  a  b r i g h t  f u t u r e .  P a r t  I I .  
D e t e r m i n a t i o n  o f  b a s i c  p h a r m a c o l o g i c a l  p r o p e r t i e s .  L i f e  
S c i e n c e s ,  25. ,  5 7 5 - 5 8 7 .

S p o k a s ,  E . G . ,  F o l c o ,  G. ,  Q u i l l e y ,  J . ,  C h a n d l e r ,  P.  & M c G i f f ,  
J . C .  ( 1 9 8 3 ) .  E n d o t h e l i a l  m e c h a n i s m  i n  t h e  v a s c u l a r  a c t i o n  
o f  h y d r a l a z i n e .  H y p e r t e n s i o n ,  5 ,  s u p p l . 1 ,  1 0 7 - 1 1 1 .

S t a r k e ,  K. ( 1 9 7 1 ) .  I n f l u e n c e  o f  a l p h a - r e c e p t o r  s t i m u l a n t s  
on  n o r a d r e n a l i n e  r e l e a s e .  N a t u r w i s s e n s c h a f t e n ,  5 5 , 4 2 0 .

S t a r k e ,  K. ( 1 9 7 2 a ) .  A l p h a  s y m p a t h o m i m e t i c  i n h i b i t i o n  o f  
a d r e n e r g i c  a n d  c h o l i n e r g i c  t r a n s m i s s i o n  i n  t h e  r a b b i t  
h e a r t .  N a u n y n - S c h m i e d e b e r g ' s  A r c h i v e s  o f  
P h a r m a c o l o g y ,  2 7 4 , 1 8 - 4 5 .

S t a r k e ,  K.  ( 1 9 7 2 b ) .  I n f l u e n c e  o f  e x t r a c e l l u l a r  
n o r a d r e n a l i n e  o n  t h e  s t i m u l a t i o n - e v o k e d  s e c r e t i o n  o f  
n o r a d r e n a l i n e  f r o m  s y m p a t h e t i c  n e r v e s ;  E v i d e n c e  f o r  a n  
a l p h a - r e c e p t o r - m e d i a t e d  f e e d - b a c k  i n h i b i t i o n  o f  
n o r a d r e n a l i n e  r e l e a s e .  N a u n y n - S c h m i e d e b e r g ' s  A r c h i v e s  o f  
P h a r m a c o l o g y ,  2 7 5 , 1 1 - 2 3 .

S t a r k e ,  K. ( 1 9 7 3 ) .  R e g u l a t i o n  o f  c a t e c h o l a m i n e  r e l e a s e :  
a l p h a - r e c e p t o r  m e d i a t e d  f e e d b a c k  c o n t r o l  i n  p e r i p h e r a l  a n d  
c e n t r a l  n e u r o n e s .  F r o n t i e r s  i n  C a t e c h o l a m i n e  R e s e a r c h .  Eds .  
U s d i n ,  E. & S n y d e r ,  S.H. P e r g a m o n ,  New Yo r k .  5 6 1 - 5 6 5 .

S t a r k e ,  K . ,  W a g n e r ,  J .  & S c h u m a n n ,  H . J .  ( 1 9 7 2 ) .  A d r e n e r g i c  
n e u r o n  b l o c k a d e  b y  c l o n i d i n e :  C o m p a r i s o n  w i t h
g u a n e t h i d i n e  a n d  l o c a l  a n a e s t h e t i c s .  A r c h i v e s  
I n t e r n a t i o n a l e s  P h a r m a c o d y n a m i e  e t  d e  T h e r a p i e  1 5 5 ,  
2 9 1 - 3 0 8 .

S t a r k e ,  K . ,  B o r o w s k i ,  E.  & E n d o ,  T.  ( 1 9 7 5 a ) .  P r e f e r e n t i a l  
b l o c k a d e  o f  p r e s y n a p t i c  a l p h a - a d r e n o c e p t o r s  b y  
y o h i m b i n e .  E u r o p e a n  J o u r n a l  o f  P h a r m a c o l o g y ,  ZAr 3 8 5 -  
3 8 8 .

S t a r k e ,  K . ,  E n d o ,  T.  & T a u b e ,  H.D. ( 1 9 7 5 b ) .  R e l a t i v e  p r e -  
a n d  p o s t s y n a p t i c  p o t e n c i e s  o f  a l p h a - a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t s  i n  
t h e  r a b b i t  p u l m o n a r y  a r t e r y .  N a u n y n - S c h m i e d e b e r g ' s  A r c h i v e s  
o f  P h a r m a c o l o g y ,  2 9 1 # 5 5 - 7 8 .

S t a r k e ,  K . , E n d o ,  T.  & T a u b e ,  H.D.  ( 1 9 7 5 c ) .  P r e -  a n d  
p o s t s y n a p t i c  c o m p o n e n t s  i n  e f f e c t  o f  d r u g s  w i t h  a l p h a -  
a d r e n o c e p t o r  a f f i n i t y .  N a t u r e  ( L o n d o n ) ,  254. ,  4 4 0 - 4 4 1 .

S t e v e n s ,  M . J .  & M o u l d s ,  R.F.W.  ( 1 9 8 1 ) .  H e t e r o g e n e i t y  o f  
p o s t j u n c t i o n a l  a l p h a —a d r e n o c e p t o r s  i n  h u m a n  v a s c u l a r  
s m o o t h  m u s c l e .  A r c h i v e s  I n t e r n a t i o n a l e s  
P h a r m a c o d y n a m i e  e t  d e  T h e r a p i e ,  254.r 4 3 - 5 7 .
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S t e v e n s ,  M. J .  & M o u l d s ,  R.F.W.  ( 1 9 8 2 ) .  A r e  t h e  p r e -  a n d  
p o s t s y n a p t i c  a l p h a - a d r e n o c e p t o r s  i n  h u m a n  v a s c u l a r  
s m o o t h  m u s c l e  a t y p i c a l ?  J o u r n a l  o f  C a r d i o v a s c u l a r  
P h a r m a c o l o g y ,  1 ,  S I ,  S 1 2 9 - S 1 3 3 .

T h o r e n s ,  S.  & H a e u s l e r ,  G.  ( 1 9 7 9 ) .  E f f e c t s  o f  s o m e  
v a s o d i l a t o r s  o n  c a l c i u m  t r a n s l o c a t i o n  i n  i n t a c t  a n d  
f r a c t i o n a t e d  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e .  E u r o p e a n  J o u r n a l  o f  
P h a r m a c o l o g y ,  5 i r  7 9 - 9 1 .

T i m m e r m a n s ,  P . B . M . W . M . ,  K w a ,  H.Y.  & v a n  Z w i e t e n ,  P . A .  
( 1 9 7 9 ) .  P o s s i b l e  s u b d i v i s i o n  o f  p o s t s y n a p t i c  a l p h a -  
a d r e n o c e p t o r  s  m e d i a t i n g  p r e s s o r  r e s p o n s e s  i n  t h e  p i t h e d  r a t .  
N a u n y n - S c h m i e d e b e r g ' s  A r c h i v e s  o f  P h a r m a c o l o g y ,  3 1 0 . 1 8 9 -

T i m m e r m a n s ,  P . B . M . W . M .  & v a n  Z w i e t e n ,  P . A .  ( 1 9 8 0 a ) .  
P o s t s y n a p t i c  a l p h a i -  a n d  a l p h a 2 ~ a d r e n o c e p t o r s  i n  t h e  
c i r c u l a t o r y  s y s t e m  o f  t h e  p i t h e d  r a t ;  S e l e c t i v e  s t i m u l a t i o n  
o f  t h e  a l p h a ? - t y p e  b y  BHT 9 3 3 .  E u r o p e a n  J o u r n a l  o f  
P h a r m a c o l o g y ,  52.,  1 9 9 - 2 0 2 .

T i m m e r m a n s ,  P . B . M . W . M .  & v a n  Z w i e t e n ,  P . A .  ( 1 9 8 0 b ) .  
V a s o c o n s t r i c t i o n  m e d i a t e d  b y  p o s t s y n a p t i c  a l p h a ? -  
a d r e n o c e p t o r  s t i m u l a t i o n .  N a u n y n - S c h m i e d e b e r g ^ s  
A r c h i v e s  o f  P h a r m a c o l o g y ,  3 1 3 , 1 7 - 2 0 .

T i m m e r m a n s ,  P.B. M.W. M.  & v a n  Z w i e t e n ,  P.A.  ( 1 9 8 1 ) .  T h e  
p o s t s y n a p t i c  a 1 p h a 2 “ a d r e n o c e p t o r . J o u r n a l  o f  
A u t o n o m i c  P h a r m a c o l o g y ,  1 ,  2 ,  1 7 1 - 1 8 3*

T i m m e r m a n s ,  P . B . M. W. M. ,  K a r a m a t  A l i ,  F . ,  Kwa ,  H.Y. ,  S c h o o p ,  
A . M . C . ,  S I  o t h e r  s t - G r i d i ]  k ,  F . P .  & v a n  Z w i e t e n .  ( 1 9 8 1 b ) .  
I d e n t i c a l  a n t a g o n i s t  s e l e c t i v i t y  o f  c e n t r a l  a n d  p e r i p h e r a l  
a l p h a ^ - a d r e n o c e p t o r  s .  M o l e c u l a r  P h a r m a c o l o g y ,  20., 2 9 5 - 3 0 1 .

T i m m e r m a n s ,  P .B.M.W.M.  & v a n  Z w i e t e n ,  P .A.  ( 1 9 8 2 ) .  A l p h a 2 “" 
a d r e n o c e p t o r s :  C l a s s i f i c a t i o n ,  l o c a l i z a t i o n ,  m e c h a n i s m s  a n d  
t a r g e t s  f o r  d r u g s .  J o u r n a l  o f  M e d i c i n a l  C h e m i s t r y ,  2 5 ,  
1 3 8 9 - 1 4 0 1 .

T i m m e r m a n s ,  P . B . M. W. M. ,  T h o o l e n ,  M . J . M . C . ,  M a t h y ,  M - J . ,  
W i l f f e r t ,  R . ,  De J o n g e ,  A. & v a n  Z w i e t e n ,  P .A.  ( 1 9 8 3 ) .  SGD 
1 0 1 / 7 5  i s  d i s t i n g u i s h e d  f r o m  o t h e r  s e l e c t i v e  a l p h a ^ -  
a d r e n o c e p t o r  a g o n i s t s  b y  t h e  i n h i b i t i o n  o f  i t s  p r e s s o r  
r e s p o n s e s  b y  c a l c i u m  e n t r y  b l o c k a d e  a n d  v a s o d i l a t i o n  i n  
p i t h e d  r a t s  a n d  c a t s .  E u r o p e a n  J o u r n a l  o f  P h a r m a c o l o g y ,  5 5 ,  
1 8 7 - 1 9 2 .

U ' P r i c h a r d ,  D . C . ,  G r e e n b e r g ,  D.A.  & S n y d e r ,  S.H.  ( 1 9 7 7 ) .  
B i n d i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a  r a d i o l a b e l l e d  a g o n i s t  a n d  
a n t a g o n i s t  a t  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  a l p h a —n o r a d r e n e r g i c  
r e c e p t o r s .  M o l e c u l a r  P h a r m a c o l o g y ,  12., 4 5 4 - 4 7 3 .

U ' P r i c h a r d ,  D.C.  & S n y d e r ,  S .H.  ( 1 9 7 9 ) .  D i s t i n c t  a l p h a -  
n o r a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s  d i f f e r e n t i a t e d  b y  b i n d i n g  a n d  
p h y s i o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p s .  L i f e  S c i e n c e ,  2 4 ,  7 9 - 8 8 .

U ' P r i c h a r d ,  D . C . ,  B e c h t e l ,  W.D. ,  R o u o t ,  B.M. & S n y d e r ,  S.H.
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( 1 9 7 9 ) .  M u l t i p l e  a p p a r e n t  a 1 p h a - n o r a d r e n e r g i c  
r e c e p t o r  b i n d i n g  s i t e s  i n  r a t  b r a i n :  E f f e c t  o f  6 -
h y d r o x y d o p a m i n e .  M o l e c u l a r  P h a r m a c o l o g y ,  1 5 ., 4 7 - 6 0 .

Va n  B r e e m e n ,  C. ( 1 9 7 7 ) .  Ca^'*' r e q u i r e m e n t  f o r  a c t i v a t i o n  o f
i n t a c t  a o r t i c  s m o o t h  m u s c l e .  J o u r n a l  o f  P h y s i o l o a y .  
2 7 2 . 3 1 7 - 3 2 9 .

V a n  B r e e m e n ,  C . ,  F a r i n a s ,  B . R . ,  G e r b a ,  P.  & M c N a u g h t o n ,  E.D.  
( 1 9 7 2 ) .  E x c i t a t i o n - c o n t r a c t i o n  c o u p l i n g  i n  a r t e r i a l  s m o o t h  
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