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Gegmiste tastrominin, sempatik (adrenerjik) sistem {izerine etkileri
nedeniyle incelendigi bilinmektedir. Ancak adrenerjik sistemdeki spesifitesi belirli
degildir. Son yillarda degisen adrenerjik reseptor bilgileri 1giginda tastrominin
farmakolojik etkilerinin aragtiniimasi bu tez kapsaminda amaglanmgtir.

Bu tez kapsaminda tastrominin gesitli izole organlardaki etkileri ile bazi in
vivo deney sistemlerindeki aktiviteleri ele alinmistir. Bu c¢alismada kullamlan
izole organlar a;-adrenerjik reseptdr baskinligina gore a;a-adrenerjik reseptor igin
sigan vas deferens, ayp-alttipi igin sigan dalak ve oup-adrenerjik reseptor alttipi
igin ise sigan aortasi olarak se¢ildi. Bu organlarin diginda ileumla da calisildi.
Tastromin’in adrenerjik reseptorler iizerindeki spesifitesini belirlemek igin;
KCI’de tipki NA gibi bu dokularda agonist olarak kullanildi.

Bulgularimiza goére; tastromin spesifik bir adrenerjik reseptor blokeri gibi
gozikkmemektedir. Ciinkii yukanda belirtilen izole organlann hi¢ birinde NA ile
kompetitif bir etkilesim gostermemigtir. Tastromin’in NA cevaplarint oldugu gibi
tim ¢alistlan dokularda KCl ve ileumda Ach yamtlanm da diigiirmesi etkisinin
non-spesifik oldugunu dagindirmektedir. Ayrnica tastromin’in sican dalaginda
kontraktil yamitlara neden oldugu gorilmektedir. Yapilan analjezi deneylerinde
tastrominin agr1 ve analjezi mekanizmalanindan daha farkli noktalan etkiledigi
goruldi. Akut toksisitesi ise nispeten yilksek bulundu.

Sonug olarak, tastrominin deneysel farmakoloji agisindan ilging etkilerinin
bulunmasina kargin, akut letal toksisitesinin de diigiikk olmamasi nedeniyle
terap6tik agidan yeni bir indikasyon alanimin olamiyacag: soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Tastromin, a;-adrenoseptér, aorta, vas deferens, dalak
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It has been long known that tastromine had been investigated in the
pharmacological history due to its effects on the adrenergic system. In this thesis,
it was aimed to investigate pharmacological activities of tastromine on the basis of
adrenoceptor knowledge that has been changed in recent years.

Effects of tastromine were evaluated on various isolated organs and certain
experimental systems in vivo. In regard to o,-adrenoceptor predominancy,
isolated organs used in this study were selected as rat vas deferens, spleen and
aorta for oya-, oyp- and oyp-adrenoceptors, respectively. In addition to these
tissues, rat ileum was also employed. Like NA, KCI was used as an agonist in
these tissues, in order to determine the specifity of tastromine on adrenoceptors.

According to our findings, tastromine does not seem to be a specific
adrenoceptor blocker, since it exhibited no competitive interaction with NA on the
isolated tissues mentioned above. As in the case of responses to NA, the
decreased responses to KCl in all isolated tissues and Ach in rat ileum suggested
that, its effect is non-specific in nature. Furthermore, it was observed tastromine
causes contractile responses in rat spleen. In analgesia experiments, tastromine
affected sites other than those involved in pain and analgesia mechanisims. Its
acute lethal toxicity was found relatively high.

In conclusion, although tastromine exhibits interesting effects in terms of

experimental pharmacology, it can be said that it may not have a new therapeutic

implication since it does not have a low toxicity.

Keywords: Tastromine, o;-adrenoceptor, aorta, vas deferens, spleen
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Kompetitif antagonist afinite konstant



GIRIS VE AMAC

Kalp-damar hastaliklan giiniimiiziin en yaygin saglik problemlerinden
birisidir. Cegitli bilesikler kalp-damar hastaliklarinin tedavisi igin sentezlenmekte
ve ilag haline getirilmektedir. Her gegen giin kalp-damar hastaliklannin tedavisi
icin yeni maddeler sentezlenmekte ve gelistiriimeye ¢alisiimaktadir. Ayrica
kullammdan kalkmig baz: kimyasal maddeler ve ilaglar giiniimiizdeki geligmelerin
wgginda  tekrar  degerlendirmeye  alinmaktadir  (reevaluation).  Yeniden
degerlendirme ¢aliymasi, kullammdan kalkan ilaglarin yeniden kazamilmasina
imkan vermekte ve yapi-etki iligkileri ile yeni ilaglarin gelistirilmesine olanak
saglamaktadir. Ornegin bir uyku ilac1 olan Talidomid teratojenik etkisi nedeniyle
1960’11 yillarda piyasadan g¢ekilmistir, ancak 1990’larin sonlarina dogru lepra
komplikasyonlarinin  tedavisinde o¢nemli bir yeri oldugu gergeklestirilen
‘reevaluation’ ¢aligmalariyla anlasilmigtir (Medical Science Bulletin). Tez konusu
olan tastromin de gegen zaman igerisinde kullanimu ortadan kalkmus bir maddedir.

Kullammda oldugu wyillarda yapilan g¢ahigmalarda tastrominin kan basincim
dusiiren bir bilesik oldugu diigiiniilmiigtiir. Tastrominin bu etkiyi alfa-adrenerjik
reseptorleri etkileyerek sempatolitik etki ortaya ¢ikaran ve bu yolla kan basmncim
diisiren bir bilesiktir. Tastrominin ik incelendigi yillarda alfa-adrenerjik
reseptorler hakkindaki bilgiler oldukca simrliydi. Son on yil iginde alfa-adrenerjik
reseptorlerin klasifikasyonu ve farmakolojisi hakkinda biiytik gelismeler olmug ve
alt reseptdr Kklasifikasyonu geniglemistir (Vargas and Gorman 1995, Graham
1996, TUPHAR 1998). Ancak tastrominin bu klasifikasyondaki durumu
belirsizdir.

Bu g¢aligmada ile tastrominin ¢agdas alfa-adrenerjik  reseptor
klasifikasyonundaki yeri belirlenmeye calisilacak ve yeniden bir degerlendirme
potansiyeli  dogacaktir. Belirtilen ama¢ dogrultusunda alt reseptor
klasifikasyonunda kullanilan maddeler (WB4101, CEC, BMY 7378 vb.) test
edilecektir. Etkiler bulunduktan sonra kantitatif doz-etki iligkisi kurularak, daha
ileri bir karakterizasyon saglanmaya caligilacaktir. Bu ¢aliyma ilag gelistirme

asamasinin ilk basamagint olusturacaktir.



1.1 Tastrominle Onceden Yapilmis Cahsmalar

Tastromin (N, N-dimetil-2(2-isopropil-5-metilfenoksi)etilamin), ilk kez
Japon aragtincilar tarafindan sentezlenmis ve ergotamin benzeri etkili oldugu
bulunmustur (Okazaki, 1932). In vivo gahismalarda, tavsanlarda adrenalinin dalak
kastinic etkisini antagonize ettigi (Bun-ichi 1936), uterus kontraksiyonunda etkili
oldugu (Kuroda and Koyoma, 1951), in vitro kobay ileumunda antispazmodik ve
antihistaminik etkileri (Reinhard et al, 1951) goriilmigtiir. Santral sinir sistemi
tizerindeki etkileri (Buzas et al, 1960) ve santral depresan etkileriyle birlikte
sempatolitik etkileri in vivo galigmalarla gosterilmistir (Credner, 1960; Credner
and Graebner, 1967). Credner tarafindan yapilan galismada, tastrominden ¢ok
tirevleri lizerinde ¢aligilmigtir. Bu g¢aliymada; kan basinct tizerindeki etkileri
bildiren bulgular  belirtilitken  ¢aligilan  tiirevler  arasinda  tastromin
gosterilmemistir. Farelerde LDso degeri 600mg/kg subkutan (s.c.) oldugu
bildirilmektedir. Son olarak Aydin ve arkadaslari tarafindan bir g¢aligma
yapilmustir. Ancak bu c¢aligmada da detaya inﬂmenﬁstir (Aydin et al, 1995).
Merck Index’in eski baskilaninda yer almis (Merck Index, 1983) fakat sonraki
Merck Indexlerde yer almadig goriilmiistiir (Merck Index, 1989).

CH 2CH 2N(CH 3),

CH(CH 3)2

H3C

TASTROMIN



2. LITERATUR BILGISi

2.1. Otonom Sinir Sistemi ve Adrenerjik Sistem

Sinir sistemi, organizmadaki biitiin organlarin ve fizyolojik olaylarn
diizenini ve birbiriyle uyum igerisinde ¢aligmasim saglar. Sinir sistemi esas olarak
iki anatomik boliime ayrilmigtir. Birinci boliim beyin ve omuriligin olusturdugu
santral sinir sistemi, ikinci béliim beyin ve omuriligin diginda bulunan ve santral
sinir sistemine giren ve gikan tiim néronlardan olugan periferik sinir sistemidir. Bu
siniflandirma gekil 1°de gosterilmektedir.

Periferik sinir sistemi de, uyarilart beyin ve omurilikten periferik dokulara
tagtyan afferent néronlar ile periferden santral sinir sistemine bilgi tagiyan efferent
noéronlardan olusur. Periferik sinir sisteminin efferent bolimi, somatik ve
otonomik sinir sistemi olarak iki fonksiyonel alt gruba ayrilabilir. Somatik sistem,
iskelet kaslarinin kasilmasi gibi istemli fonksiyonlar: saglar.

Otonom sinir sistemi fonksiyonlari, biling diizeyine ulagsmadan viicudun

giinliik ihtiyaglarini diizenler.

SINIR SISTEMI
|
.v v I v
PERIFERIK SANTRAL
SINIiR SISTEMI SINIR SISTEMI
EFFERENT AFFERENT
YOLLAR YOLLAR

OTONOM SOMATIK SINiR

SINIR SISTEMI | SISTEMI
1+— Parasempatik
Sempatik

Sekil 2.1. Sinir Sistemi Siniflandirmas: (Mycek, ef al., 1998)



2.1.1. Parasempatik Sinir Sistemi

Parasempatik sistemin birinci sira noronlari, sempatik bolimiin aksine
santral sinir sisteminde tek bir yerde kesintisiz bir gekilde toplanmamiglardir.
Mezensefelon, bulbus (medulla oblongata) ve omuriligin sakral kismi olmak tizere
ti¢ aynt yerde bulunurlar. Parasempatik sistemin kraniyal bélimiinden ¢ikan
birinci sira aksonlar, bag-boyun bolgesindeki organlarin (géz, tikrik bezleri ve
mukozalarin salg: bezleri gibi), gogis ve karin boslugundaki organlarin (kalp,
bronglar ve mide-barsak kanali ve ekleri gibi) ¢aligmasini diizenler. Bu aksonlar,
anilan organlanin  yaninda veya dokusu iginde bulunan parasempatik
gangliyonlarda sonlanir (Kayaalp, 1998, Goodman and Gillman’s 1996).

Parasempatik gangliyon olusturan parasempatik ikinci sira noéronlarin
aksonlar1 genellikle gok kisadirlar ve yaninda veya iginde bulunduklar: organlarin
effektor hiicreleri ile kavsak yaparlar. Parasempatik gangliyonlarin ¢ogu innerve
ettikleri organin iizerinde veya dokusu iginde yaygin bir pleksus yaparlar. Ornegin
mide ve barsaklarin diiz kaslarini innerve eden parasempatik gangliyonlar esas
olarak, bu yapilarin longitudinal ve sirkiiler diiz kas tabakalar1 arasinda yerlesmis
olan miyenterik pleksustan ibarettir (Kayaalp, 1998, Ganong, 1998).

Sempatik ve parasempatik sinir sistemi gogunlukla birbirini dengeleyecek
sekilde c¢aligirlar. Parasempatik sistem dinlenme ve sindirim durumlarinda
baskindir. Sempatik sistemden farkli olarak parasempatik sistem her bir organ
sistemini ayri ayr1 uyarabilecek gsekilde aktive olabilmektedir. Boylece;
parasempatik liflerin ayri ayri aktivasyonu, sistemin mide veya goz gibi spesifik

organlari ayr1 ayn etkileyerek galigmasini saglamaktadir (Mycek ef al., 1998).

2.1.1.1. Parasempatik Sistemin Sinaps, Kavsak ve Norotransmitterleri
Otonom sinir sisteminde hem sempatik hem de parasempatik
gangliyonlardaki sinaptik agirimdan sorumlu reseptorler nikotinik tipteki
kolinerjik reseptorlerdir ve impuls asirimindan sorumlu nérotransmitter
asetilkolindir (Ach). Parasempatik sistemde effektor hiicrelerdeki kolinerjik
reseptorler muskarinik tiptedir. Bu reseptdrler, muskarin alkaloidi tarafindan

aktive edilirler ama nikotinik reseptorler muskarinden etkilenmezler.



Norotransmitter: Ach, kolinerjik néronlarin terminal dugimlerindeki
kiigiik vezikiiller i¢inde yiiksek yogunlukta bulunur. Otonomik sinir lifleri
saliverdikleri norotransmitterin kimyasal yapisina goére iki gruba ayrlabilirler.
Iletiyi Ach sagliyorsa noron kolinerjik olarak adlandirilir. Ach hem sempatik hem
de parasempatik sinirlerin gangliyonlarinda iletiyi saglar. Ayrica adrenal
medullada norotransmitter Ach’dir. Parasempatik sisteminin postgangliyonik
sinirleri ile effektor hiicreler arasindaki iletiyide Ach saglar (Mycek et al, 1998,
Ganong, 1999).

Ach, kolinerjik sinir uglarindan kolinin enzimatik asetilasyonuyla
sentezlenir. Bu olay: kolin asetiltransferaz enzimi katalize eder. Asetil kaynag;,
sinir ucundaki mitokondirilerde sentezlenen asetilkoenzim A’dir. Kolin ise sinaps
aralifinda yikilan Ach’den olugan, diyetle alnan ve wviicutta yikilan
fosfolipidlerden elde edilir. Aktif transport suretiyle sinir ucuna alinir. Ach
eliminasyonu, sinaps veya kavsak aralifinda bol miktarda bulunan
asetilkolinesteraz enzimi tarafindan hidroliz edilerek asetik asit ve koline

donigtiriilerek gergeklestirilir (Ganong, 1999; Kayaalp, 1998).

Kolinasetil transferaz Asetilkolinesteraz

Kolin + Asetil-CoA ————p Asetilkolin —— . Kolin + Asetat

2.1.2.2, Parasempatik Sistem Reseptorleri ve Alttipleri

Kolinerjik Reseptorler; Kolinerjik reseptorler farmakolojik ozllikleri esas
alinarak iki ana tipe ayrilirlar. Ach’in otonom sinir sistemi ile ilgili noéronlar ve
efektor hiicreler tizerindeki etkisine, birbirinden ¢ok farkli yapida reseptorler olan
nikotinik ve muskarinik reseptodrler aracilik ederler. Amanita muscaria adli
mantardan elde edilen muskarin, otonom gangliyonlar tizerinde az bir etkiye sahip
olmasina ragmen diiz kaslar ve salgi bezlerinde Ach’nin uyarici etkisini taklit
eder. Bu nedenle Ach’in bu etkilerine aracilik eden reseptorlere muskarinik

reseptorler denir. Atropin Ach’nin bu etkilerini bloke eder.
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Sempatik gangliyonlarda az miktarda Ach postgangliyonik noronlar
uyaritken fazla miktardaki Ach pregangliyonik noéronlardan postgangliyonik
néronlara impuls aginmim bloke eder. Atropin ile degismeyen bu etkiler nikotin
tarafindan taklit edilir. Ach’nin bu etkilerine nikotinik etkiler ve bu etkilere
aracilik eden reseptorlere de nikotinik reseptorler denir.

Nikotinik reseptérler yapica ligandla agilip kapanan katyon kanallaridir.
Muskarinik reseptorler ise otonom sinir sistemi ile -iligkli o ve § adrenerjik
reseptorler gibi G proteini (GTP baglayan diizenleyici protein) ile kenetli
reseptorler siiperailesine aittir ve yapica 7 transmembranal segmentli bir
proteindir (Ganong, 1999, Kayalp, 1998).

Nikotinik Reseptorler ve Alt Tipleri: Nikotinik tipteki kolinerjik
reseptorlerin yapisi ilk olarak Electrophorus ve Torpedo tiirii elektrik baliklarinin
- elektrik organindan saflagtirilarak elde edilmesi sonucunda detayli bir gekilde
incelenmigtir. Sonrasinda ¢izgili kaslardaki, otonom gangliyonlardaki ve santral
sinir sistemi noronlarindaki nikotinik reseptor tiplerinin yapisi aydinlatilmis, alt
birimlerinin sentezini diizenleyen genlerin cDNA’s1 yapilmig ve alt-birimler
klonlanmigtir (Kayaalp,1998).

Nikotinik reseptor proteni 5 alt birimden meydana gelen pentamerik bir
yapiya sahiptir. Bu 5 alt birim hiicre diginda genis, hiicre zari icine girdikge
daralan bir kanal ¢evresinde hemen hemen simetrik yerlesirler. Bu kanal bir
katyon kanalidir. Aslinda Na*, Ca** ve K™u gegirmekle beraber Ach ile aktive
edilip agildiginda Na* kanali gibi caligir ve Na™ hiicre igine girisi depolarizasyona
yol agan bir potansiyel meydana getirir. Reseptdriin yerine ve tipine gore igerdigi
alt-birim tiirleri degiskenlik gosterir. Or: Gangliyonik nikotinik reseptorler a3 ve
[4 alt birimlerinden olugan bir pentamerdir.

Cizgili kaslarin noromuskiiler kavgaklardaki nikotinik reseptorlerin ve
otonomik gangliyonlarla adrenal medullanin kromafin hiicrelerindeki nikotinik
reseptorlerin belirli blokér ilaglara karsi duyarligimin farkli olmasina bakarak;
nikotinik reseptorlerin ¢izgili kas tipi ve gangliyon tipi nikotinik reseptorler olmak
tizere iki alttipi belirlenmigtir. Sonra santral sinir sistemi néronlarinda néronal
reseptorler ve o7 ndronal reseptorler tammlanmigtir (Kayaalp, 1998, Ganong,

1998).



Muskarinik Reseptorler ve Alt Tipleri: Periferde Ach salinimi ya
iyonotropik nikotinik reseptorlerin yada metabotropik muskarinik reseptorlerin
aktivasyonuna neden olur. Memeli santral sinir sistemi noronlarinda hem
nikotinik hem de muskarinik reseptor alttipleri mevcuttur. Muskarinik reseptorler,
diger etkilerinin yamsira periferde diiz kas kasilmasina, glandular sekresyona,
kardiak atim hizi ve kasilma giiciniin modiilasyonuna aracilik ederler. Santral
sinir sisteminde motor kontrol, sicaklik diizenlenmesi, kardiyovaskiiler regiilasyon
ve bellek fonksiyonlarinda muskarinik reseptorlerin rol oynadigina dair kanitlar
vardir. Alzheimer, Parkinson, astim hastaliklar1 idrar kesesi, kalp ve barsak
motilite bozukluklar ile analjezi gibi fizyopatolojik durumlar igin selektif
maddeler ile yapilan ilag gelistirme galigmalari, viicudun farkli boliimlerindeki
muskarinik reseptorlerin siniflandirma ¢alismalarini hizlandirmugtir. Barlow ve
arkadaglar1 (1976) ileal ve atrial muskarinik reseptérlerin farmakolojik
ozelliklerinde 6nemli farkhiliklar gostermislerdir. Ayrica, peptik iilser tedavisinde
pirenzepinin kullanilmas: muskarinik reseptér alttiplerinin aragtiriimasinda énemli
rol oynamugtir (Caulfield and Birosall, 1998, Eglen ef al., 1996).

Molekiiler klonlama teknikleriyle bes farkli gende beg tip muskarinik
reseptor klonlanmugtir. Selektif antikorlarin kullanimi, muskarinik reseptor alttip
proteinlerinin lokalizasyonuna izin vermistir. Muskarinik reseptér alttipleri M;,
M,, M3, My ve M;s olarak adlandinlmigtir. Biitiin muskarinik reseptorler G
proteinleri araciliftyla etki eden yedi transmembranal tipte reseptérlerdir.

Muskarinik reseptor alttiplerinin cDNA’lar1 belirlenmis ve farmakolojik
olarak M;, Ma, Ms ve My muskarinik reseptorler tanimlanmigtir. Ancak Ms gen
uruntinin farmakolojik olarak tanimlanmis reseptorlerle arasindaki iligki
agiklanmayi1 beklemektedir (Ganong, 1999, Caulfield and Birosall, 1998;
Goodman and Gillman’s, 1996).

M; reseptorler, gangliyonlar ve gesitli salgi bezlerinde, beyinde d6grenme
ve bellekle ilgili kolinerjik yolaklarin ucundaki sinapslarin postsinaptik
membraninda, sempatik ve parasempatik gangliyon hiicrelerinde ve ayrica mide-
barsak kanali duvarinda bulunurlar. Sempatik ve Parasempatik gangliyon
hicrelerinde de gangliyonik agiimi saglayan yavag depolarizasyondan

sorumludurlar. Pirenzepin ve Telenzepin selektif antagonistleriyken, selektif



agonisti yoktur. Arekolin, izoarekolin, oksotremorin, McNA-343 ve RS86
parsiyel agonisttidirler (Kayaalp, 1998, Caulfield and Birosall., 1998 ).

M; reseptorler, dominant olarak miyokardda ve diiz kas hiicrelerinde
bulunurlar. Ayrica atrial kas, sinus digumi, iletim sisteminde ve biitiin
muskarinik reseptor alttipleri gibi beyinde yer alir. Noroefektor kavsaklardaki
kolinerjik ve adrenerjik sinir uglarinda bulunan adrenalin ve noradrenalinin (NA)
saliiimini inhibe eden presinaptik reseptorierde birgok yerde M, reseptorlerinin
ozelliklerini gosterirler. Otonomik gangliyonlarda kolinerjik uglardan Ach
saliverilmesini frenleyen presinaptik otoreseptorler de M, reseptorlere benzer.
Kalpteki parasempatik kolinerjik uglarin otoreseptéri M; reseptorlerdir. Selektif
antagonistleri tripitramindir, selektif agonistleri ise yoktur. (Kayaalp, 1998;
TUPHAR 1998)

M; reseptorler, farkli duz kaslarda olduklari ileri stirilmektedir.
Zamifenasin ve darifenasin gibi maddelerie yapilan galigmalarda M3 muskarinik
reseptorlerin varligi trakeada, ileum ve mesane diiz kasi gibi gegitli dokularda
belirlenmigtir. Ekzokrin salgi bezi hiicrelerinde bulunurlar. Fakat beyin
noronlarindakilerin fonksiyonlarn halen bilinmemektedir. Selektif antagonisti
darifenasindir. Selektif agonisti ise yoktur. (Kayaalp O., 1998, Caulfield and
Birosall, 1998 )

M, reseptorlerin, tavsan anakoksigeus kasinda histaminle kasilmig kasta
muskarinik agonistlerle gevsetilmesine aracilik ettigi gosterilmigtir. Muskarinik
agonistler bu gevsemeyi inhibe eder. Otonomik gangliyonlarda ve 6nbeyinde
bulunmugtur. Selektif agonisti yoktur. Antagonisti ise PD102807 ve MT3’diir.
(Gross et al, 1997, Kayaalp,. 1998, IUPHAR, 1998)

M;s reseptorler, beyinde ve periferde mRNA’lart ve Ms proteinin
varligina dair kamtlar olmasina ragmen M;s reseptorlerin bulundugu dokularda
gostermek miimkiin olmamigtir. Ms reseptoriiniin  karakterizasyonu hala
tamamlanmamigtir. Heniiz selektif bir agonist veya antagonist bildirilmemigtir
(Kayaalp, 1998, IUPHAR 1998).

Transdiiksiyon Mekanizmalari; Kolinerjik muskarinik reseporler G
proteini aracilifi ile etki gosteren serpentin tip reseptorlerdir. G proteinleri

aracili ile adenilil siklaz, K™ kanallar veya fosfolipaz C ile eslesirler. M;, M3 ve



M alttipleri Gy tipi G proteinleriyle kenetlenirler. Gy tip G proteinler inositol
trifosfat (inositol-1,4,5-trifosfat=IP3) ve diagilgliseroli (DAG) aktive ederek etki
olustururlar. IP3, endoplazmik retikulumdaki Ca?* depolarindan intraseliiler Ca®*
salimmini aktive ederek bu reseptérlerin sekresyon ve diiz kaslarin kasilma
cevabina aracilik ederler. DAG ise proteinkinaz-C’yi aktive eder.

M, ve M, reseptorler farkh bir G proteine, Gi ve Go kenetlenirler. Bu grup
G proteinler, belirli hiicre tiplerinde voltaja-bagli Ca?* kanallarini baskilayarak ve
reseptor-igletimli K* kanallarim aktive ederek ve adenil siklazi inhibe ederek
etkiye aracihik ederler.

M, reseptorlerin aktivasyonu diiz kaslarda K' kondiiktansim arttirarak
yada voltaja-bagli Ca** kanallarini inhibe ederek ve adenil siklazi inhibe ederek
inhibisyona neden olur (Goodman & Gillman’s, 1996, Caulfield and Birosall,
1998, Kayaalp, 1998).

2.1.2. Sempatik Sinir Sistemi

2.1.2.1. Sempatik Sistem Sinaps ve Kavsaklari

Adrenerjik sistem olarak da adlandirilan sempatik sistem, ndronal ve
endokrin olmak tiizere iki bolimden olusur. Bu nedenle adrenerjik sisteme,
sempatoadrenal sistem de denir.

Sempatik sistemin birinci sira noéronlari, omurilikte birinci torasik
segmentten lumbar 2. veya 3. segmente kadar olan segmentlerin lateral
boynuzunda bulunur. Bu néronlarin 6n kokten g¢ikan aksonlar: spinal sinir
hizasinda ondan ayrilarak paravertebral veya prevertebral sempatik gangliyonlara
giderek orada gangliyon hiicreleri ile sinaps yaparak sonlanir. Gangliyon hiicreleri
sempatik sistemin ikinci swra noéronlarmmin somasini olugturur. Sempatik
gangliyonlardan ¢ikan ikinci sira ndron aksonlar1 hedef organlar ve yapilardaki
efektor hiicrelerde noroefektsr kavsak yaparak sonlanirlar,

Sempatik  sinir  sisteminde, birinci swra noronlarm  aksonlar
(pregangliyonik aksonlar) kisa, ikinci sira ndronlarin aksonlari (postgangliyonik

aksonlar) uzundur. Terminal gangliyonlar bir istisna olustururlar, bu gangliyonlar



pelviste tUrogenital sistem organlarmin yakininda veya dokusu igerisinde

yerlesmiglerdir.

Sempatik  sistemin endokrin bolimiinii ise adrenal medulla
olugturmaktadir. Sekresyonu sempatik pregangliyonik sinir lifleri tarafindan
kontrol edilen endokrin bir salgi bezi fonksiyonu goésteren adrenal medulla,
embriyolojik yt’)ndeﬁ ve innervasyonu bakimindan sempatik gangliyonlara
benzemektedir. Adrenal medullanin fonksiyonel hiicre olan kromafin hiicreleri,
parandron sayilirlar ve noronlar gibi elektriksel olarak uyarilirlar, fonksiyon
yoniinden ise endokrin hiicrelerdir. Bu hiicrelerde kromafin graniiller iginde
adrenalin ve noradrenalini (NA), ATP (adenozin trifosfat), kromograninler,
enkefalinlerle kompleks yapmig bir gekilde igerirler. Kromafin hiicrelerinin
icerdigi katekolaminin % 80’1 adrenalin ve % 19’u NA’ken, kiigiik miktarlarda
dopamin ve dopaminin NA’ne doniigimiinii saglayan dopamin f-hidroksilaz gibi

maddeler de igerirler (Kayaalp, 1998 ; Ganong, 1999, Vander, 1994).

2.1.2.2. Sempatik Sistem Norotansmitterleri ve Salinim

Sempatik ve parasempatik sinir sisteminin presinaptik aksonlarindan
salinan norotransmitter asetilkolindir. Sempatik sistemin norofektor kavsaklarinda
ise impuls aginmini saglayan norotransmitter noradrenalin’dir. NA, noroefektor
kavsaklarda, kavsak sonrasi membran uzerinde yerlesmis olan adrenerjik
reseptorleri aktive ederek impuls agirimini saglar. Adrenerjik reseptorlerin o ve
olmak iizere iki tipi, ayrica onlarin da gesitli alttipleri vardir.

Kalp, damar gibi bazi yapilarin noradrenerjik sinir uglarinda NA yanisira
ko-transmitter olarak noropeptid-Y’de bulunmaktadir. Diger bazi yapilarda (vas
deferens ve bazi damarlar vb.) noradrenerjik sinir uglarindan fonksiyonel bir ko-
transmitter olan ATP saliur. ATP, noradrenerjik sinir uglarinda NA
depolanmasinda da rol almaktadir.

NA, adrenalin ve dopamin, hepsi katekol halkasi ve bir amin grubu
igerirler ve bu nedenle katekolaminler olarak adlandirilirlar. NA, santral ve
periferik sinir sisteminde énemli rol oynar ve yaygin olarak yer alir. Buna karsilik

adrenalin, sinir sisteminde yaygin bir sekilde yer almaz. Fakat adrenal medulladan
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salinan esas hormon adrenalindir (Goodman & Gillman’s 1996, Kayaalp, 1998,
Vander ef al., 1994).

NA’nin tirozinden sentezlendigini 1939 da Blaschko ileri siirmiigtiir.

NA’nin biyosentez basamaklar1 su gekildedir:

TH o) DBH
TIROZIN —— DOPA —» DOPAMIN ——» NORADRENALIN

TH: Tirozin Hidroksilaz, DO: Dopadekarboksilaz,
DBH: Dopamin B-hidroksilaz

NA sentezinde tirozinin, tirozin hidroksilaz enzimi tarafindan
hidroksilasyonu hiz kisitlayici basamaktir. Sentezin kisa siireli kontrolii olugan
NA tarafindan yapilir. NA nin sitoplazmada konsantrasyonunun artmasi enzimin
inhibisyonuna neden olur ve sentezi yavaglatir.

NA, adrenerjik sinir uglarinda 6zel vezikiiller iginde depolanir. Bu
vezikiillerin bir kismi kiigiik bir kismu bilyiik vezikiillerdir. Kiigiik vezikiillerin
sayist daha fazladir ve NA daha gok bu vezikiiller igerisinde depolamir. Dort
molekil NA, bir molekil ATP ile kompleks yapmaktadir. Fonksiyonu
bilinmeyen kromogranin A adli protein ile de iligkilidirler. Adrenerjik sinir
uglarindaki biiytik vezikiillerde NA yaninda noropeptid Y ve diger peptidleride
igerdigi bazi sinirlerde gosterilmisgtir.

Adrenal medullada ve diger bazi yerlerde bulunan kromafin hiicrelerde de
NA sentezlenir. Bu hiicrelerde, adrenerjik sinir uglarindan farkli olarak NA’ni,
adrenaline geviren feniletanolamin N-metiltransferaz (FNMT) enzimi bulunur
ve sentezlenen NA, adrenaline dontstiiriiliir. Adrenal medullada sentezlenen NA
ve adrenalin hormon gorevi yaparlar (Ganong, 1999; Kayaalp, 1998).

Katekolaminler, otonomik sinirler ve adrenal medulla hiicrelerinden
ekzositozla salimrlar. Sinir ucunun depolarizasyonu, voltaja bagimli N tipi Ca*
kanallarim1 agarak ekstraseliiler Ca®* iyonu saliverilmeden sorumludur. Ca*

iyonunun sinir ucuna girmesi ve aktif noktalarda konsantrasyonunun hizla ve
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gegici bir siire artmasi bir dizi 6zgiil proteinlerin, kinazlarla fosforilasyon sonucu
kaskad geklinde etkilegsmeye yol agar ve ard arda gelisen, yanagma, hazirlama,
Ca?* baglanmasi, fiizyon ve porus olusumu olmak iizere bir dizi olay1 meydana
getirir.

Sinaptik aralifa salinan NA’nin etkisinin sona erdirilmesinde en 6nemli
mekanizma sinir ucu tarafindan geri alinmasidir (re-uptake). NA’nin uptake’i,
adrenerjik sinir ucundan yapilan néronal uptake ve diger hiicreler tarafindan
yapilan ekstranéronal uptake olmak tizere iki sekilde olmaktadir.

NA’in, sinaptik aralifa salindiktan sonra postsinaptik reseptorlere ve
presinaptik reseptorlere baglanir. Presinaptik reseptorler yada otoreseptorler
ndrotransmitter salimimin1 inhibe ederler. Adrenerjik otoreseptérler o, tipindedir
ve NA salinimini inhibe ederler.

Noronal uptake bir aktif transport olayidir. Bu olayr sitoplazma
membranina yerlesmis olan NA transportdrii yapar. Burada NA geri alinimi
adrenaline gore daha ytiksektir.

Ekstranoronal uptake ise bir gesit kolaylastinlmig difiizyon ile gergeklesir.
Bu tip geri alimda adrenalin ve izoproteranole olan afinite, NA’e olandan daha
fazladir.

NA’nin yikimi, sinapslar diizeyinde monoaminoksidaz (MAQO) ve
katekol-O-metiltransferaz (KOMT) adli iki enzim tarafindan gergeklestirilir.
MAO, noradrenalinin adrenerjik sinir ucunda yikilmasindan, KOMT ise
ektraseliiler sivida ve efektor hiicrelerdeki yikilmasindan sorumludur. (Ganong,
1999; Kayaalp, 1998; Goodman&Gillman’s, 1996).

2.1.2.3. Sempatik Sistem Reseptorleri ve Alttipleri

Adrenerjik reseptorler, adrenalin ve NA endojen agonistlerine cevap
veren, 7 transmembranal segmentli ve G proteini ile kenetli reseptor sliperailesine
ait hiicre membran reseptorleridir. Adrenerjik reseptor ailesi, izole dokularda
yapilan farmakolojik galigmalarla belirlendigi gibi o ve B-adrenerjik reseptorler
olmak iizere iki ana tipe ayrilir (Ahlquist, 1948, Docherty, 1998).

Bu siniflandirma a~ ve P-adrenerjik reseptorlerin gesitli agonistlere olan

afinitesine bakilarak ilk kez 1948’de Ahlquist tarafindan yapilmigtir. 1974’e kadar
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adrenerjik reseptor sinflandirmasinda onemli bir gelisme olmammstir. Fakat
Brown ve Gillespie (1957)'nin o-adrenerjik reseptor antagonisti dibenamin ve
fenoksibenzaminin kedi dalagindan nérotransmitter salmmum  arttirdifin
gosterdikleri ¢alisma ve 1934’de Bacq ve Frederico tarafindan yapilan benzer
gozlemler bu konudaki ilk ¢ahgmalardir. Bu bulgular, noronal NA
transpOrtorinin  blokajna bagh NA salmmmn potansiyeline gore agiklands,
fakat Starke ve arkadaglan (1971); o-adrenoseptor antagonisti fentolaminin,
uptake blokajindan farkl bir yolla NA salimminm stimiilasyonunu arttirdigim
gosterdi. o- adrenoseptér agonisti ksilazin (Heise ez al., 1971) ve klonidinin
bulunmasindan sonra adrenerjik sinir terminallerinden stimiilasyon sonucu NA
salmmim azalttifn bulunmustur. Bu o- agonist ve antagonistlerin etkilerine sinir
terminallerinde yer alan o-adrenoseptorlerin aracihk ettifi agiktir ve bunlar
presinaptik reseptorler olarak adlandirldilar. Pre- ve postsinaptik adrenoseptorler
arasinda farmakolojik karakteristik farklar oldugu agiktir (Starke et al., 1972,
Docherty, 1998; Langer, 1999).

Adrenerjik reseptorler farmakolojileri, yapilan ve sinyal mekanizmalan
agisindan Ui¢ ana gruba aynlabilirler. Herbir grubun ii¢ veya daha fazla alttipi
vardir ve G proteinine kenetli reseptér ailesinin iiyeleridirler (Bylund et al.;1994).

Simflandirma sekil 2°de 6zetlenmistir (Zhong, and Minneman, 1999).

Adrenerjik Reseptor Ailesi
(03] o2 Bi
(012, Qib, Q14) (@20, Q2b, O2¢) B1, B2, B3
Gq/11 Gi Gs
(Ca” arttinir) (adenilil siklaz1 inhibe eder)  (adenilil siklaz: stimiile eder)

Sekil 2. 2. Adrenerjik reseptérlerin sematik simiflandirmast
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Ahlquist’in, adrenerjik reseptérleri a ve B olarak siniflandirmasindan sonra
elde edilen esas kamt parsiyel agonist dikloroizoprenalinin B-adrenerjik
reseptorlerin aracilik ettifi cevaplari antagonize ettifinin gosterilmesidir. Lands
ve ¢aligma arkadaslannin ¢aligmalariyla 1967°de P adrenoseptorlerin iki alt tipi
oldugu sonucuna ulagildi. B;-adrenoseptorler, kalp ve adipoz dokuda dominant
olarak bulunur, NA ve adrenaline esit miktarda duyarlidir. Oysa ;-
adrenoseptorler vaskiiler, uterus ve brongiyal diizkaslarin gevsemesinden
sorumiudur ve NA’ne, adrenalinden daha az duydrlldlrlar (Powell and Slater,
1957., Moran and Perkins, 1958, Bylund ef al., 1994).

Daha sonra B-adrenoseptorler, fonksiyon g¢aligmalari, reseptor baglama ve
genetik teknikler kullanilarak simiflandirildilar. Boylece PB-adrenerjik reseptor
ailesi P1, P2 ve atipik Ps adrenerjik reseptorler olarak ii¢ gruba ayrilmigtir
(Strosberg and Pietri-Rouxel, 1996). Ilave olarak, kardiak dokuda putative, atipik
olarak siiflandirilan Bs- adrenerjik reseptor alttipi tanimlanmigtir (Kauman,

1997).

o-Adrenerjik reseptor alttipleri; Katekolaminlerin farkli etkilerini ve
bunlarla ilgili sempatomimetik ajanlari anlamak, farkli tipteki adrenerjik
reseptorlerin 6zelliklerini anlamakla mimkiindiir. Bu resepttiﬂerin ozelliklerinin
ve kontrol ettikleri biyokimyasal ve fizyolojik yolaklarin bilinmesi,
katekolaminlerin gegitli organ sistemlerine olan deZigik ve birbirinden farkl
etkilerinin anlagilmasina katkida bulunmaktadir (Goodman & Gillman’s, 1996,
Starke et al., 1974).

o-~Adrenerjik reseptorler, Ahlquist’in 1948°de adrenerjik reseptorleri ilk
olarak a-ve B-adrenerjik reseptorler olmak iizere iki alt tipe ayrilmustic. Bu
anatomik siniflandirma o-adrenerjik reseptorlerin farmakolojik farklitiklarimin
tanimlanmasina neden olmustur. Farmakolojik olarak farkli o;-adrenoseptor
alttipleri icin ilk giigli kamt [*H]-prazosin ile sigan beyin membraninda yapilan
¢aligmalarla ortaya konmustur (Morrow and Creese, 1986).

Morrow and Creese (1986), iki farkli o- adrenerjik reseptor alttipini [*H]-
prazosinle isaretleyerek, WB4101 ve fentolamin igin yiiksek afinite gosteren

bolgeleri o4 ve dier bolgeleri oyp olarak isimlendirdiler. Kloroetilklonidine
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duyarli olmayan bolgelerin, WB4101 igin yiiksek afinite gosteren bolgelerle
iliskili oldugu gosterilmigtir. Selektiviteleri WB4101’den yiiksek olan o4 selektif
antagonistler belirlendi ve bunlar o4 ve oyp-adrenerjik reseptor alttiplerinin
varligini kanitlamigtir (Minneman ef al., 1988, Gros ef al., 1988, Boer ef al., 1989,
Zhong and Minneman, 1999).

Gelisen radyoligand baglama ve molekiiler klonlama teknikleri sayesinde
en az li¢ oj-adrenerjik reseptér alttipi bulundufu belirlenmigtir. Daha 6nce
belirtildigi gibi, o-adrenerjik reseptor alttipi 6zellikle WB4101 ve prazosinin
afiniteleri ve CEC’nin (kloroetilklonidin) oig’yi inaktive edip oa’y1 etmemesi
temel alinarak o4 ve oyp olarak ayrilmigtir (Docherty, 1998). Bu siniflandirma
altinda sigan vas deferensindeki kasilmalara aya’min, sigan dalagindaki kasilma
cevaplarina ise o;p’nin aracilik ettigi belirlendi (Han, ef al., 1987).

oy-Adrenerjik reseptér alttiplerinden ilk olarak op alttipi hamster diiz kas
hiicre kiiltiiriinden klonlanmigtir (Cotecchia ef al., 1988). Daha sonra klonlananlar
sigan o, (Lomasney ef al., 1991), sigir oy (Schwinn ef al.,1990) ve sigan o4
(Perez et al.,, 1991) dir. Ancak o, ve oiq klonlarinin %99.8 aym tip oldugu
gosterilmigtir. Simdi o/ong klonlarimn yeni o~ adrenerjik reseptor alttipi oyp
oldugu agiktir ve o;c’nin a4 oldugu agikga gosterilmigtir. Bu reseptor klonlar
TUPHAR tarafindan fonksiyonel olanlar ile kargilagtirarak gruplanmasi suretiyle
tekrar isimlendirilmigtir (Docherty, 1998; Hieble and Ruffolo, 1996).

Selektif ajp—antagonisti BMY 7378 tamimlanmigtir ve sigan aortasinda
yiiksek afiniteye sahip oldugu gosterilmistir (Saussy ef al., 1994; Kenny ef al.,
1995). o¢-klonuna 100 kat daha duyarli olan BMY 7378 kullanilarak ayq-klonu,
O Ve agp ile kargilagtirilmigtic,. BMY 7378’in sigan aortasinda kompetitif bir
antagonizmaya sahip oldugu gosterilirken, sigan vas deferensinin epididimal
kismiyla, dalak ve insan prostatinda yapilan g¢alismalarda daha digiik afinite
gosterdigi belirlenmistir (Fa;gura et al., 1997; Burt, ef al., 1995; Marshall ef al.,
1995).

BMY 7378, damarlardaki o-adrenerjik reseptor karakterizasyonu igin
onemli bir maddedir. Marshall ve Hussain (1997), sigan torasik aorta, mesenterik

ve pulmoner arterde BMY 7378 ve diger antagonistlerin afinitelerini
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degerlendirmiglerdir ve BMY 7378 en yiiksek afiniteyi aortada gostermigtir.
Degisik agonistlerin ve antagonistlerin o-adrenoseptorlere afiniteleri Tablo-1 ve

2’de gosterilmistir.

Tablo 2. 1. a,;-Adrenerjik reseptorlerin agonistlere afiniteleri (Langer, 1999)

MADDELER pKi Degerleri

(Agonistler) Ol1a Ol1p Ol1a
adrenerjik
reseptor

(-)Noradrenalin 6.00 6.15 7.36

Methoxamine 5.22 4,01 492

Oxymetazoline 8.17 6.49 6.40

Tablo 2. 2. a,;-Adrenerjik reseptorlerin antagonistlere afiniteleri (Langer, 1999)

MADDELER pKi Degerleri
(Antagonistler) Ol1a Ol1b Ol1a
Alfuzosin 8.42 8.93 8.58
Prazosin 9.71 9.60 10.18
5-Methilurapidil 9.05 7.41 8.00
(+)Niguldipin 9.13 6.66 7.40
KMP 3213 10.44 7.68 8.70
Tamsulosin 10.50 9.20 10.00
BMY 7378 6.60 7.20 9.40

En yeni fonsiyonel o;-adrenerjik reseptér sumflandirmalarindan biri
prazosin igin diisiik veya yiiksek afinite gistermelerine gore yapilan on ve oy
dir (Flavahan and Vanhoutte, 1986). Muramatsu ve arkadaglari (1990) bu
siniflandirmay: daha ileri gotiirerek, kan damarlarinda prazosine, WB4101’e ve
HV723’¢ olan afinitelerini temel alarak om, oun ve oy olarak ¢ alt gruba
ayirmiglardir. on, prazosine diigiik afinite gosterip HV723’e afinite gosteren bir

diger gruptur. o, p-adrenerjik reseptorleri prazosin igin yliksek afiniteye sahiptirler
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ve o4, 0B ve oyp alt siiflaniyla eslestikleri goriilmektedir (Muramatsu, ef al.,
1995).

Bu smiflandirmanin 1siginda ve prazosine diigikk afinite esas alinarak,
tavsan aortunda, mezenterik ve karotid arterlerde, kobay aortunda, insan
prostatinda, sigan anokoksigeus kasinda, tavsan mesane boynunda, tavsan ciltalti
rezistans arterlerinde ve kiigik mezenterik arterlerde ayi—adrenerjik
reseptorlerinin - bulundugu bildirilmistir. Fakat simdiye kadar gen yapisi
belirlenememigtir. Sigan vas deferensinde, hem endojen hem ekzojen NA
kasilmalarina aracilik eden o4’ya ilaveten oyr, bulundugu rapor edilmistir (Ford
et al., 1994; Docherty, 1998; IUPHAR 1998).

al-Adrenerjik reseptor alt siniflandirmasi yeni bilgilerle tekrar yapildi.
Prazosine yiiksek afinite gosteren auu, klonlanip-tanimlanmig ve farmakolojileri
iyl bilinenler (o, oup, Oup) ve prazosine diigiik afinite gosteren, heniiz

klonlanmamig olan oy -adrenoseptor alttipidir (Langer, 1999).

o-adrenerjik reseptor

[ [
OlL1 prazosine oL prazosine
yiiksek afiniteli dustik afiniteli

I
1A OB Oup

Sekil 2.3 Bir diger a;-adrenerjik reseptor altsiniflandirmasi

ai—Adrenerjik reseptér agonist ve antagonistleri; o,—Adrenerjik
reseptor altipleri igin ilaglarin (drug) afinite ve selektiviteleri, tamimlanmis olan
rekombinant alttiplerde radyoligand baglanma yontemi i¢in kompetitif olarak
belirlenmigtir. o;-Adrenerjik reseptor selektif antagonisti prazosin prototipi olan
antagonistlerin ¢ogu bilinen li¢ aj—adrenerjik reseptor alttipleri arasinda ya az
yada hi¢ selektivite gostermezler. Ancak cesitli ilaglarin, degisik derecelerdeki

seletiviteleri belirlenmistir.
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aua—Adrenerjik reseptor selektif antagonistlerindeki geligmeler oldukga
bagarihidir. Ik o a—adrenerjik reseptor antagonisti olarak WB4101 belirlenmistir
(Zbong&Minneman,1999, Morrow and Creese, 1986). Bunu takiben 5-
metilurapidil (Gross et al., 1988) ve (+)-niguldipine (Boer ef al., 1989) selektif
aa-adrenerjik reseptor antagonistleri olarak belirlenmistir. o;a—Adrenerjik
reseptorler icin belitilen en son selektif antagonistler; KMD 3213, (+)
Niguldipine, SNAP 5089, RS17053 ve SNAP 5272°dir (TIPS-2000 Receptor &
Ion Channel nomenclature supplement). Bu antagonistlerden 5-metilurapidil
serotonin 5-HT;s reseptdr, niguldipin ise bir dihidropiridin Ca®* kanal
antagonistidir.

SNAP 5089, aja—adrenerjik reseptor yiiksek selektivite gosterirken voltaja
bagli Ca®" kanallarina diisiik afinite gosterir. Bu ilaglar genellikle oy ve oup
alttiplerine oranla disiik afinite gosterirler. Bu oa—adrenerjik reseptor
antagonistlerinin bening prostatik hipertrofisinin tedavisinde ©nemli rolleri
olabilir. Orta dereceli o s—adrenerjik reseptor selektif antagonisti olan tamsulosin
bu amagla kullamma sunulmugtur (Wetzel ef al.,, 1995, Foglar ef al., 1995,
Nagarathnam ef al., 1998, Zhong&Minneman, 1999).

ous ve o a—adrenerjik reseptor igin selektif antagonistlerin bulunmasi daha
gi¢c olmustur. CEC, oyp-adrenerjik reseptér selektif alkilleyici ajan olarak
belirlenmistir (Han ez al.,1987). CEC, op alttipine o;4’dan daha fazla afinite
gosterir. Ancak ap alttipine ise benzer etki gosterdigi igin non-selektif olarak
adlandirilmigtir (Robinson and Hudson 1998). TIPS-2000 Receptor & Ion channel
nomenclature supplement’ta oyp alttipi igin AHI1110A adhi madde selektif
antagonist olarak belirtilmektedir.

oip igin orta dereceli kompetitif spiperon ve siklazosin gibi baz
antagonistler rapor edilmigtir. Ancak, bu maddeler altsimflandirma igin gok az
ipucu vermektedir (Hancock, 1996, Zhong&Minneman, 1999).

Ayrica, serotonin SHTa resept6ér parsiyel agonisti BMY 7378 oua—
adrenerjik reseptor alttipi igin selektif antagonist oldugu gosterilmistir. Bu madde
aup alttipine o4 ve ayp’den 100 kez daha fazla afinite gostermektedir. Ayrica bu

ilag oyp alttipinin fonksiyonel rollerinin agiklanmasinda 6nemli rol oynamistir
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(Goetz et al., 1995, Piascik et al,1995). Ayrica, ayp—adrenerjik reseptdr igin
SKF105854 de selektif bir antagonist olarak bildirilmektedir (Ruffolo, ef al.,
1995).

Agonistlerin afinitelerinin ve selektivitelerinin radyoligand baglama ve
fonksiyonel ¢aligmalarla belirlenmesi antagonistlere gore zor olmugtur.
Oksimetazolin, yapilan radyoligand baglanma ¢aliymalarinda oua’ya oup ve
o1p’den daha fazla afinite gostermistir (Minneman ef al., 1988, Hancock, 1996).

Oksimetazolin ve metoksamin, os’ya oyp‘den daha fazla selektivite
gostermigtir. Oksimetazolin ve sirazolinin rekombinant o;s—adrenerjik reseptér
alttipinde selektivite gosterdigi bilinmektedir (Horie ef al., 1995 a, b). Diger
bildirilen os—adrenerjik reseptor selektif agonistleri, SDZ NVI 085 (Hancock,
1996) ve A61603 (Knepper ef al., 1995) dir.

Caligmalar NA ve adrenalinin her ti¢ oa—adrenerjik reseptor alttipini
benzer potansiyelde aktive etmektedir. Fakat yapay agonistler alttiirler arasinda

onemli selektiviteler gdstermistir (Zhong & Minneman, 1999).

oy—Adrenerjik  reseptorlerin  sinyal iletim  mekanizmalari
oy—Adrenerjik reseptér stimiilasyonu en azindan dort efektér sistemin
regulasyonuna neden olur. Bu sinyal iletim mekanizmalarinin ilki G proteinleridir.
oy—Adrenerjik reseptorler G proteinlerinin  Gg1;  familyasina baglanarak
fosfolipaz-C araciligl ile IP; ve DAG olusumunu aktive ederler.

oi—Adrenerjik reseptorlerin kullandigi diger ikinci haberci sistemler ise
Ca®* girisi (influx), arakidonik asid saliumi ve fosfolipaz-D aktivasyonudur.
(Goodman&Gillman’s, 1996, Zhong&Minneman, 1999).

ouy—Adrenerjik reseptorlerin cevaplarina G proteinleri (Gg1) aracilik eder.
Bitiin alttipler fosfolipaz-C ile baglanir. Fosfolipaz-C nin aktivasyonuyla hiicre
membranina bagli polifosfoinozitidlerin hidrolizi sonucu inozitol 1, 4, 5-trifosfat
(IPs) ve diagilgliserol (DAG) ikinci habercilerin olusumuna yol agar.

Gg11 familyas: dort o—alt Ginitesi igerir. Cogu hiicrede bir arada bulunan o,
ve o alt tiniteleri ile daha sinirhi dagilim gosteren o4 ve o alt tniteleridir. Ug

oy-adrenerjik reseptor alt tiplerinin hepsi oq ve o tizerinden fosfolipaz-C ile

P 1.C. YOKSEKOGRETIM KURULI
DOKUMANTASYON MERKEZ]



baglanabilir. Sadece aya ve ayp alttipleri o4 ile birlesir ve sadece o adrenerjik
reseptOr alt tipi o ile eglesir (Wu ez al., 1992).

Ayrica her ii¢ al-adrenerjik reseptor alttipi Gq ve Gy, ile kenetlenebilirler
(Wise et al., 1995). DAG, potent bir proteinkinaz-C aktivatoriiyken, IP3 bir
spesifik reseptor aracihiyla intraseliiler depolardan Ca®" salimmm stimiile eder.
Diiz kaslarin pek gogunda intraseliiler Ca>* konsantrasyonunun artmasi, miyozin
hafif zincir kinaza bagli kalmodilin gibi Ca®* duyarl kinazlann aktivasyonunu
saglar. Gerilimin geligmesiyle baglantih olarak miyozin hafif zincirin
fosforilasyonunun  sonucunda kasilmayla sonuglanir (Goodman&Gillman’s,
1996).

NIy

fatin 43 2on

IR PIP, ;
@3)((%) ]PLc-;jk
P, DAG
X
a2+

Sekil 2. 4. o,;—Adrenerjik reseptorlerin sinyal iletim mekanizmalari
IPs: Inositol trifosfat, DAG: Diagilgliserolii, PLC: Fosfolipaz-C,
PKC: Proteinkinaz-C, PIP,: Fosfoinositol-2-fosfat

Fosfolipaz-C, IP; ve DAG’ii olugturduktan sonra IP3 endoplazmik
retikuluma sizar ve buradan Ca’"un sitoplazma igerisine salinmasm tetikler.
DAG ise proteinkinaz-C’yi aktive eder, proteinkinaz ise iyon kanallari, pompalar

ve iyon-degisim proteinleri (Ca’’-ATPaz) gibi membran proteinlerinide igeren
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pekgok substrati fosforile ederek hiicre cevabini olusturmaktir. Bu etkiler,
muhtemelen ¢esitli iyon degisimlerini diuzenlemektedir. Bu bilgilerden yola
gikilarak, Ca®* kanallarii dihidropridinlerle bloke ederek yada ekstraseliiler
Ca?"un hiicre igine girigini engelleyerek, izole vaskiiler diiz kaslarda veya
hepatositlerdeki Ca®* girigine oya’min aracilik ettifi kasilma cevabmin inhibe
edildigi bulundu (Minneman, 1988; Goodman&Gillman’s, 1996).

Bu c¢aligmalar esas alinarak o-adrenerjik reseptorlerin voltaja bagli Ca®*
kanallar1 aracilifiyla fosfolipaz-C/IP3 mekanizmas: tizerinden cevaplarini
olusturdugu ileri stirtilmiigtiir (Minneman, 1988).

Cok gesitli sinyal yolaklarinin o-adrenerjik reseptorler tarafindan aktive
edildigi bilinmektedir. Daha oncede belirtildigi gibi bunlar Ca®* girisi, arakidonik
asit salimimi ve fosfolipaz-D aktivasyonudur. Belirli oy-adrenerjik reseptor alt
tiplerinin farmakolojik olarak varliginin kabul edilmesinden sonra 1987 Han ef al.
o1 4 alt tiirintin diiz kastaki voltaja-bagli Ca®* kanalina selektif olarak baglandigim
ileri stirdi. Ancak daha sonraki galigmalar bu tiir cevaplarin sadece tek bir o;-
adrenerjik reseptor alt tipine 6zgii olamayacagini gosterdi. o;-adrenerjik reseptor
aktivasyonunu takiben Ca®>* girisindeki mekanizmalar1 halen agiklanamamigtir
(Zhong&Minneman, 1999).

Diger sinyal yolaklarinada o-adrenerjik reseptorler tarafindan aktive
edildigi gosterilmigtir. Bunlardan fosfolipaz-Az’nin  oj-adrenerjik reseptor
stimiilasyonu, bioaktif prostaglandinler ve 16kotrienlerin yolaginda siklooksijenaz
ve lipoksijenaz aracilifi ile metabolize edilen serbest aragidonatin salinimina
neden oldugu memeli COS-hiicre kiltiriinde gosterilmistir (Zhong&Minneman,
1999, Perez et al., 1993).

oy-Adrenerjik reseptor stimiilasyonuyla, fosfolipaz-D’nin aktivasyonu
sonucu arakidonik asid salinimi sigan kuyruk arterinde (Gu ef al., 1992) ve sigan
fibroblastlarinda (Ruan ef al., 1998) ve ayrica cAMP iretimine Onciiliik
edebilecegi gosterilmigtir (Ruan ef al., 1998, Perez et al., 1993).

Fosfolipaz-D, fosfatidilkolini hidrolize eder ve bunun sonucunda fosfatidik
asid olusur. Fosfatidik asid intraseliler depolardan Ca®* salmimina neden olan bir
ikinci haberci gibi davranmasina ragmen diagilgliserol tarafindan metabolize

edilir. Son g¢aligmalar fosfolipaz-D’nin, ADP-ribozilleyici faktdér igin efektor
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oldugunu ve membrandan iyon giris-gikisinda (trafficking) rol oynayabilecegi
gosterilmistir (Goodman&Gillman’s, 1996).

oz-Adrenerjik reseptorler ve alttipleri; Adrenerjik reseptorlerin en gok
incelenen bir diger grubu op-adrenerjik reseptérlerdir. Ik o-adrenerjik reseptor
siniflandirilmas: bir seri agonist ve antagonistin presinaptik ve postsinaptik a-
adrenerjik reseptorler Uzerine farkli etkilerinin olmasi o-adrenerjik reseptor
altsimflandirmasinin  oy-postsnaptik ve o;-presnaptik olarak yapilmasina yol
agmustir (Langer, 1974, Docherty, 1998). o-Adrenerjik reseptorler santral ve
periferik sinir sisteminde inhibit6r rol oynadiklan pre ve postsinaptik néronlarda
yer alirlar (French, 1995). oy-adrenerjik reseptérler molekiiler klonlama ve
radyoligand baglanma yontemleriyle o,a, O Ve opc alttiplerine ayrilmugtir
(Lorenz et al., 1990, Bylund, 1992).

Sigan opp-adrenerjik reseptorii, insan oia-adrenerjik reseptor ile ortolog
turdir. Bu iki reseptoriin birbirinden farkli olmadifi kabul edildi (Lanier ef
al., 1991, Harrison ef al, 1991, Simmoneaux ef al., 1991). oyp-Adrenerjik
reseptdr, oksimetazoline diisiik afinite gdstermistir ve insandan klonlanmigtir
(Weinshank, et al., 1990).

Daha yakin bir zamanda , liglincii op-adrenerjik reseptor alitipi olan oic-
adrenerjik reseptortiniin varhig: ileri siirildi (Bylund, 1988). Bu alttip OK (keseli
sigan) hiicre kiiltiirlerinde belirlendi (Murphy and Bylund, 1988) ve insan
retinoblastoma Y79 hiicre kiltirlerinde benzer farmakolojik karakteristikler
bulunmustur (Gleason and Hieble, 1992). |

oizc-Adrenerjik reseptor alttipi insan bobreginden klonlanmistir (Regan, et
al., 1988). Bu alttip, oyp-alttipi gibi prazosine ve ARC239, spiroksatrine oranla
yiksek afinite gosteritken oksimetazoline diigiik afinite gostermesiyle
farmakolojik olarak opp’den ayrilir. Ancak rauwolsine daha yiiksek afinite
gosterir.

Dérdiincti alttip olarak ileri striillen opp-adrenerjik reseptér ile ortolog
oldugu anlagilan, sigir pincal, sigan submaksillar bezinde ve sigan pankreatik ada

hiicre tiimdrlerinden hazirlanan RINmSF hiicrelerinde bulunmustur. Bu alttip [°H]
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rauwolsine diger alttiplerden daha diusiik, oz4 gibi prazosin, sproksatrine ve
ARC2397a da diigiik afinite gostermektedir (Simonneaux ef al., 1991, Michel et
al., 1989).

Sonra, oz-adrenerjik reseptor’lerin postsinaptik olarak da konumlandigina
dair kanitlar bulunmaya bagland: ve oy-adrenerjik reseptorlerin vaskiiler diiz
kaslarda vazonstriktor aracilik ettifi gosterildi (Drew and Whiting, 1979,
Docherty and McGrath, 1980).

oy-adrenerjik reseptor selektif antagonisti olan prazosinin farkl: afiniteleri
temel alinarak yapilan radyoligonal baglanma c¢aligmalan ilk olarak iki farkli olp-
adrenerjik reseptor alttipinin varligini ortaya koymustur. Insan platelet hiicre
reseptorlerinde prozasine diigiik afinite gOsteren o4 ve prazosine yiiksek afinite
gosteren yenidoZan sigan akcigerinde opp-alttipi belirlendi. (Chemng, et al, 1982
Ruffolo et al., 1991).

Opa-alttipi insan trombositleri diginda HT29-hiicre kiiltiirlerinde, oip-
alttipinde neonatal (yenidogan) sigan akcigeri disinda NG108-hiicre kiiltiirlerinde
gosterilmigtir (Bylund, 1988, Bylund, ef al, 1988, Remaury and Paris, 1992,
Bylund, et al, 1994). a,p-adrenerjik reseptor alttipi rattan klonlanmistir (Lanier, ef
al., 1991, IUPHAR).

oz-Adrenerjik reseptor-agonist ve antagonistleri; o,-adrenerjik reseptor
alttipleri arasinda aganist ve antagonistlere duyarlilik farks vardir. Bundan
yararlanarak alttipleri prazosine olan duyarlilik eksikligine gore altsiniflandirmaya
gidilmigtir (Hieble and Ruffolo ef al, 1996).

az-Adrenerjik reseptor alttiplerine Adrenalin, NA’den daha fazla ya da esit
etkinlik gosterir. Oksimetazolin o’lere diger alttiplere gore daha selektiftir. o
icin diger selektif agonistler; o-metilnoradrenalin, klonidin, UK14304,
deksmedetomidin ve guanfasin olarak belirtilmigtir TUPHAR, Kayaalp, 1988)
Antagonisti olarak ise BRL444408 ve BRIL48962 belirtilmigtir (Beely, ef al.,
1995, Young, ef al., 1989).

opa-Adrenerjik reseptériin - yohimbine olan afinitesi karakteristiktir

(Robinson and Hudson, 1998).
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opp-Adrenerjik reseptor alttipi, prazosine opap alttipinden daha yiiksek
afinite gostermigtir. Selektif bir agonisti olmamakla birlikte, o-metil-
noradrenalin, klonidin ve UK14304 agonistik etkilidir.

opp igin selektif antagonist imiloksandir (TUPAR 1998, Kayaalp,1998,
MICHEL, et al., 1990). Ayrica antagonist ARC239 da selektivite gostermektedir
(Ho, et al;1997; Bylund, et al., 1988).

ozc-Adrenerjik reseptor alttipi prazosin igin yiiksek, oksimetazolin igin ise
dugsik afinite gosterir. Radyoligand baglanma galigmalarinda antagonist MK912,
opc-adrenerjik reseptor alttipine parsiyel selektivite gostermigtir (Uhlen, ef al.,
1992, Ublen, ef al., 1997).

Rauwolsin, opc-adrenerjik reseptor alttipine digerlerinden 10-20 kat daha
fazla selektivite gosterir. Selektif agonisti yoktur (Robinson and Hudson, 1998;
Kayaalp, 1998; TIPS Nomanclature 2000).

Bu ligandlar, oj-adrenerjik reseptér alttiplerinin bir dokuda var olup
olmadigin1  belirlemek  igin  radyoligand  baglanma  galigmalarinda
kullanilabilmesine ragmen, selektiviteleri bu reseptorlerin fonksiyonu ve

karakterizasyonunu belirlemek igin yeterli degildir (Robinson and Hudson, 1998).

oz-Adrenerjik reseptorlerin sinyal iletim mekanizmalari; o,-adrenerjik
reseptor de oaj-adrenerjik reseptorler gibi G proteiniyle kenetlenen reseptor
ailesine aittir. Onlarin fonksiyonlarina Gi/Go’nun dahil oldugu G proteinleri
aracilik eder. Biitlin alttipler adenilat siklaza negatif baglanirlar. Adenilat siklaz
hiicre igerisinde siklik-AMP’yi (cAMP) etkiler. cAMP (siklik adenozin 3', 5'
monofosfat), adenilat siklazin etkisiyle ATP’den tretilir ve fosfodiesteraz enzimi
araciligi ile inaktif olan 5'-AMP’a ¢evrilir. cAMP, proteinkinaz-C gibi proteinlerin
fosforilasyonunu katalize eden, bunlarin yerlerini degistirerek aktivitelerinde
degisiklik yapan proteinkiﬁaz—A’yx aktive eder.

Stimtilator bir reseptore uygun ligand baglandiginda Gs proteininin o alt
birimi adenilat siklaz: uyarir, inhibit6r bir reseptére uygun ligand baglandiginda
Gr'nin a altbirimi adenilat siklazi inhibe eder (Robinson and Hudson, 1998;

Ganong, 1999).
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Biitiin alttipler adenilat siklazi inhibe ederek cAMP tiretimini azaltarak
inhibisyon olustururlar. Ayrica az-adrenerjik reseptorlerin Ca?* girigini uyarmast,
K" kanallarimin aktivasyonu, fosfolipaz-A, ve NA'/H' alig-verisiyle (exchange)
iligkili olduguna dair kamitlar vardir (Katzung, 1997; Robinson and Hudson,
1998).

oz-Adrenerjik reseptorler, G-proteine bagli galisan K* kanallarmi aktive
ederek membran hiperpolarizasyonuna neden olur. Bazi durumlarda (miyenterik
plexustaki kolinerjik noronlar gibi) bu Ca?*a bagh olabilir, oysa diger durumlarda
(atrial miyositlerdeki muskarinik asetilkolin reseptorleri gibi) Ca®* bagh degildir
ve dogrudan G-proteini aracilifryla K kanallarina bagli reseptorlerle kenetlenir.

oz-adrenerjik reseptorler Go proteinleri aracilifiyla voltaja-bagli Ca®*
kanallarini inhibe edebilmektedir.

Diger ikinci haberci sistemler, aj-adrenerjik reseptorlerin aktive ettigi
NA'/H' alig-veriginin (exchange) hizlandirilmasi, fosfolipaz-C-B, aktivitesinin
uyarilmas: ve arakidonik asid mobilizasyonu, polifosfoinozitid fosforilasyonunun
hizlandiriimas: ve intraseliler Ca?“’un arttirilmasidir (Goodman and Gillman’s,
1996).

op-adrenerjik reseptorler pre- ve postsinaptik olmak iizere anatomik
olarakta smiflandirilmuglardir  (Docherty, 1988). Presnaptik o;-adrenerjik
reseptorler ya Ca®* kanallarm (N veya P/Q) inhibe ederek, ya presnaptik K*
kanallarin1 aktive ederek ya da dogrudan vezikil salan aparatusun
komponentlerini modiile ederek presnaptik inhibisyon olugtururlar (Miller, 1988).

Postsinaptik o,-adrenerjik reseptorlerin aracilik ettigi kasilmalara ise hiicre
icinde Ca** akigin (influx) artmasi, muhtemelen voltaja bagli Ca®* kanallan
aktive olur ve pertusis toksine duyarli G proteinleri aracilik etmektedir. oy-
adrenerjik reseptorlerin aksine o,-adrenerjik reseptorler fosfolipaz-C ile
kenetlenmezler bunun yerine baz: hiicrelerde fosfolipaz-A2 ile kenetlenebilirler
(Parkinson et al., 1995; Docherty, 1988).

o1 ve oz-Adrenerjik reseptorlerin dagihmi; o; ve op-adrenerjik

reseptorler santral ve periferal sinir sisteminde yer alirlar. Her ikisinin de hem
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presnaptik hem de postsnaptik membranda yer aldiklar1 bilinmektedir (Kayaalp,
1990; Docherty, 1998).

o;-Adrenerjik reseptorler santral sinir sisteminde biiyilk ¢ogunlukla
uyarict (eksitator) bir role aracilik ettikleri postsinaptik bolgede yeralirlar. o-
adrenerjik reseptor alttiplerinin klonlanmasini takiben, mRNA caligmalan, o-
adrenerjik reseptor mRNA’larimin  hippokampus ve kortekste oldugunu
gostermektedir. (Bylund, 1992)

Periferik oj-adrenerjik reseptorlerin aktivasyonuyla kasilan non-vaskiiler
ve vaskiiler diiz kaslarin her ikisinde de bulunurlar. Prostat, lireter ve mesane
boynundaki diiz kas kasilmalarindan sorumludurlar (Robinson and Hudson, 1998,
Docherty, 1998).

oua-Adrenerjik reseptorlerin, beyin, prostat, vas deferens, kalp ve kan
damarlarinda dagilim gosterdigi ve bu dokularda diiz kas ve miyokardial
kasilmalara aracilik ettikleri bilinmektedir (IUPHAR). Sigan karacigerinde
¢ogunlukla (predominantly) o,a alttipi gorillirken, insan karacigerinde olp-
adrenerjik reseptor alttipi bulunmaktadir (Zhong and Minneman 1999; Rokosh,. et
al., 1994; Price, et al., 1994).

oup-Adrenerjik reseptor alttipi sigan dalak ve karacigerinin yanisira
bobrek, beyin, kalp ve kan damarlarinda yer almaktadir. Bu dokulardaki diiz kas
kasilmasindan sorumludur. Ayrica fare dalaginda (Yu and Han, 1994), tavsan
karpus kavernosum ve tavsan cilt direng arterinde (Noble, ef al., 1997, Yang and
Endoh, 1997) ve insan prostatinda a4 alttipiyle beraber gorilmektedir (Tehg, ef
al., 1994; Zhong and Minneman, 1999, JTUPHAR, 1998).

oyp-Adrenerjik reseptor alttipi ise sigan aortasinda, beyinde ve diger
bliyik damar yataklarinda bulunmakta ve diiz kas kasimalarina aracilik
etmektedir (Zhong and Minneman, 1999; JUPHAR, 1988).

Sigan mezenterik arter ve pulmoner arterde de aupler ¢ogunluktadr
(Hussain and Marshall, 1997), sican renal arterinde o 4‘larla birlikte ve karotid
arterinde (Villalobos-Molina; ef al., 1997, Villalobos-Molina and.Barra, 1996)
tavsan aortasinda ve ventrikiilinde de bulunmaktadir (Fagura ef al., 1997; Yang
and Endoh, 1997)
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oz-adrenerjik reseptérler, santral ve preferik sinir sisteminde inhibitér rol
oynadiklari pre- ve postsinaptik noronlarda yer alular. Farkli reseptorlerin
anatomik yerlerine gore rollerini belirlemek igin yapilan fonksiyonel galigmalar,
selektif agonist ve antagonistlerin ve ayrica DSP-4 toksini gibi maddelerle
presinaptik sinir terminallerinin yok edildigi lezyonlama deneyleri kullanilarak
bagarilmigtir (French, 1995, Heal ef al., 1995).

Bu reseptdrler, santral sinir  sisteminde nonadrenerjik  sinir
terminallerindeki otoreseptorler ve diger sinir terminallerinde bulunan
heteroreseptorler aracilifiyla nérotransmitler saliniminin dizenlenmesinde 6nemli
rol oynarlar. Bu reseptorierin NA ve serotonin salimmmm diizenlenmesindeki
Onemi, depresyon tedavisinde kullamlan idazoksan gibi o;-antagonistlerin
aragtirihip-gelistirilmesi ile sonuglanmigtir (Robinson and Hudson, 1998).

oza-adrenerjik reseptor alttipi insan trombositlerinde (prazosine distik
afinite) app-alttipi ise yenidogan (neonatal) sigan akcigerinde (prazosine yiiksek
afinite gosterir) belirlenmistir (Bylund et al, 1994).

Trombositlerin yanisira opa-alttipi, insan beyninde, omuriliinde ve
adipoz dokusunda yer alirken , sigan beyninde, dalaginda, aortasinda ve
bobreklerinde de bulunmaktadir (Van der Graaf, ef al., 1996, [UPHAR).
opa-adrenerjik reseptorlerin santral hipotansiyona aracilik ettigi, osp-adrenerjik
reseptorlerin ise periferal basing cevabina aracilik ettigi “knock-out fareler”
kullanilarak gosterilmistir (MacMillan,. ef al., 1996; Link, ef al., 1996).

Non-mutant farelerde, o,-adrenerjik reseptor agonisti deksmedetomidin
op-alttipinden yoksun mutant farelerde antinosiseptif (Stone ef al., 1997), sedatif
ve hipotermik etkilere yol agan, fakat o ve opc knock-out farelerde
deksmedetomidinin etkilerinden nispeten etkilenmemistir (Hunter et al., 1997,
Docherty, 1998).

opa-mutant farelerde, morfinin analjezik etkisi azalmigtir (Stone ef al.,
1997). oac-adrenerjik reseptorin hipotermik etkiye aracilik edebilecegi
belirtilmektedir (Sallinen, J. ef al. 1997)

Vaskiilar diiz kaslarin kontraksiyonu, adipoz dokusunda bulunan op-

adrenerjik reseptorler Uzerinden olusan lipoliz inhibisyonu ve sempatik
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gangliyonlarda  hiperpolarizasyonu, oj-adrenerjik reseptorlerin  periferik

etkilerindendir (Robinson and Hudson, 1998).

B-Adrenerjik Reseptorler ve Alttipleri; Lands ve arkadaglani 1967 ‘de
bir seri endojen ve sentetik agonistlerin etki giiglerini temel alarak B-adrenerjik
reseptorleri B; ve B olmak tlizere iki alt gruba ayirdilar (Bylund ef al, 1994).
Kuslara ait B-adrenerjik reseptorler iizerinde yapilan galigmalar 6zellikle hindi
eritrositlerinde, memeli B-adrenerjik reseptorleri ile karsiagtirildiginda
benzerliklerin yam sira 6nemli farkhiliklar da gostermektedir. Yillarca toplanan
kanitlar, bilinen ve kullanilan B-antagonistlere duyarsiz bir $-adrenerjik reseptor
alttipinin varligim gostermektedir. “Atipik B-adrenerjik reseptor” olarak
adlandirilan bu reseptor, selektif agonistlerin belirlenmesiyle B3-adrenerjik
reseptor olarak tanimlanmgtir (Neve, ef al., 1986; Bylund et al, 1994).

Bi-ve Bz-adrenerjik reseptorlerin arasindaki birincil fark katekolaminlere
gosterdikleri etki kuvvetleridir. B;-adrenerjik reseptorler NA ve adrenaline esit
etki giicii gosterirken, B,-adrenerjik reseptorler adrenaline NA’e gére 100 kat daha
fazla selektivite gosterirler.Bunlarin aksine NA, [Bs-alttipine adrenalinden daha
fazla etki gosterir. Sentetik bir katokolamin olan izoprenalin biitiin beta-adrenerjik
reseptorlere etkilidir (Katzung, 1998, Bylund et al. 1994).

Ilk iki alttipin belirlenmesini takiben, alttiplere selektif maddeler
geligtirilmistirt Bi-adrenerjik reseptorlerin  selektif antagonistleri; metoprolol,
praktolol, atenolol, betaksolol, CGP20712A ve B,-adrenerjik reseptorlerin selektif
antagonistleri butoksamin ve ICI118551, B-adrenerjik reseptorler igin selektif
sentetik agonistleri (Or; Terbutalin, salbutamol, salmeterol, zinterol) bulunmustur
Fakat Bj-adrenerjik reseptor agonistleri (Or; denopamin, RO 363, ksamoterol)
daha sonra belirlenmistir. Ps-adrenerjik reseptorler igin de selektif agonist (Or;
BRL 37344, CGP 12177) ve antagonistler (SR59230A) belirlenmigtir (IUPHAR,
Katzung 1998, ef al., 1994)

Farmakolojik kanitlar, ¢esitli tiirlerin kardiyak dokusunda dordiincii bir B-
adrenerjik reseptoriin varliini isaret etmektedir. Ps-adrenerjik reseptor olarak

adlandirilan bu reseptor, adrenalin ve NA’ne diisiik afinite gosterirken bupranolol
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ve CGP20712a gibi antagonistler tarafindan bloke edilmektedir (Kaumann, 1997,
Sarsero, et al., 1998; Gallitzky, ef al., 1997)

B-Adrenerjik Reseptor Agonist ve Antagonistleri; [;-adrenerjik
reseptor’iin  selektif agonistleri denopamin ve ksametoroldiir. Selektif
antagonistleri ise atenolol, bisoprolol, betaxolol, praktolol ve CGP20712A’dir
(TUPHAR-98, Bylund ef al., 1994, IUPHAR-73).

B-adrenerjik reseptor icin selektif agonistler, terbutalin, salbutamol,
salmeterol, formoterol ve fenoterol olarak bildirilmektedir. Selektif antagonisti
ICI118551°dir (TUPHAR-98, TIPS Nomenclature 2000).

Bs-adrenerjik reseptor igin belirtilen selektif agonistler BRL 37344,
CGP12177, CL316243, selektif antagonisti ise SR59230A’dir.

Bs-adrenerjik reseptor igin belirlenen selektif agonist ve antagonistler
yoktur. Ancak NA ve adrenaline dusiik afinite gosterirken, B-adrenerjik reseptére
antagonistleri, bupranolol ve CGP20712A ile bloke olurlar (Kaumann, 1997,
Sarsero ef al, 1998).

B-Adrenerjik Reseptorlerin Sinyal Iletim Mekanizmalary; B-adrenerjik
reseptorler, alfa adrenerjik reseptorler gibi G proteinlerine ve hiicre igi ikinci
haberci sistemlere baglidirlar. Biitiin $-adrenerjik reseptorler Gs tipi G proteinleri
aracillify ile adenilat siklaza baglanmakta ve ATP ‘nin cAMP doniigimiini
arttirmaktadir (Bylund et al. 1994, Katzung, 1998). B-adrenerjik reseptérler igin
esas ikinci haberci cAMP dir. Reseptoriin uyarilmasiyla artan cAMP, cAMP ‘ye
bagli proteinkinazlar1 aktive eder ve onlarin fosforilasyonu sonucu gok sayida
hiicre i¢i proteinin fonksiyonu diizenlenir. Ornegin, pek ¢ok tiirde karacigerdé yer
alan beta adrenerjik reseptorler cAMP sentezini arttirarak glikojen fosforilazin
aktivasyonunda rol alan olaylarin tetiklenmesine aracilik etmektedir.

Ayrica beta adrenerjik reseptorler stimulan G-proteini (Gs) aracilii ile
iskelet -ve kalp kasi plazma membranlarinda voltaja baglhi Ca®* kanallarim
etkilemektedir. Kalpte, beta adreneseptorlerin aktivasyonu hiicre membranindan

Ca?* akistnt arttirir ve hiicre igerisinde birikir.
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B2 ve Bs-adrenerjik reseptdr uyarim sonucu adenilat siklaz aktive olur ve cAMP

olusumu artar (Katzung 1998, Goodman and Gillman’s 1996, Bylund ef al.,1994).

B-Adrenerjik Reseptorlerin Lokalizasyon ve Fonksiyonlar; B; ve B-
adrenerjik reseptorlerin in situ hibridizasyon yontemleri kullanilarak santral sinir
sisteminde farkli Orneklerde dagilima (pattern) sahip oldugu belirlenmigtir
(Nicholas, ef al,1996).

Bi—adrenerjik reseptorler biiyilkk oranda striatum da bulunurlar ve
Huntington koresinde bu reseptorlerin ¢ok sayida selektif bir gekilde azalamalan
aragtirilmaktadir (Robinson and Hudson, 1998; Waeber ef al., 1991).

B-adrenerjik reseptorler hiicre yiizeyinde uyarildiktan sonra Gs aracilig ile
cAMP’nin olusumunu tetikleyerek sitoplazmada cAMP birikimine neden olurlar.
cAMP ikinci ulak olarak sitoplazmadaki proteinkinaz A’nin aktivasyonunu saglar.
Proteinkinaz-A ise hiicre tipine gore farkli substratlara sahiptir ve farkli olaylara
neden olur.

Bi-adrenerjik reseptorlerin aktivasyonu kalbin atim giiclinli ve hizim
arttirir.  Proteinkinaz-A miyokardda fosforilaz kinazi aktive ederek inaktif
fosforilaz-b’yi aktif fosforilaz-a’ya dontstiriir. [;-adrenerjik reseptorlerin
aktivasyonu sonucu renin salinimi uyarilir, koroner arterler ve gastrointestinal diiz
kaslarda gevseme goriilir (Bylund ef al. 1994; Robinson and Hudson, 1998;
Kayaalp 1990).

B2-adrenerjik resept6r ise solunum yollari, uterus ve pekgok damarda
olmak iizere diiz kaslarda gevseme cevabina aracilik etmektedir. Ayrica sempatik
sinir terminallerinden NA salimimini diizenleyen B-adrenerjik reseptorler de [Ba-
adrenerjik reseptorlerin karakteristik 6zelliklerini gostermektedir (Bylund et al,,
1994; Robinson and Hudson, 1998).

Atipik Bs-adrenerjik reseptorler yaygin bir sekilde (predominantly) yag
dokusunda yer alirlar. Bs-adrenerjik reseptor, beyaz yag dokusunda lipolize ve
kahverengi yag dokusunda termojenezise neden olmaktadir. Yag dokusu
hiicrelerinde proteinkinaz-A, lipazi fosforile ederek aktive olmasina neden olur.
Bunlarin yanisira [33-adrenerjik reseptor, pankreasin endokrin hiicrelerinden

instilin salimmini uyardigina, iskelet kaslarinda glikojen sentezini arttirdifina ait
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kanitlar bulunmaktadir. Bu ozelliklerinden faydalanilarak Ps-adrenerjik reseptér
agonistleri obezite tedavisinde kullanilabilmektedir ( Kaumann, 1997; Kayaalp,
1998; Bylund ef al., 1994; Robinson and Hudson, 1998).

Bs-adrenerjik reseptor alttipin varlifi ise kalpte miyokard ve sinoatriyal
digiimde gosterilmistir (Kayaalp 1998). Insan yag dokusu hiicrelerinde PBs-
adrenerjik reseptorler, CGP12177’nin lipolitik etkilerine aracilik eder. Oysa sigan
yag dokusunda Bs—ve B4-adrenerjik reseptor tipleri bir arada bulunur (Gallitzky, et
al., 1997).
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

Izole organ bayosu (Ugo Basil, Italy, cat.4050)
Kaydedici (Ugo Basil, Gemini, Italy, cat. 7070)
Izometrik transducer (Ugo Basil, Italy, )
izotonik transducer (Ugo Basil, Italy)

Kan Basinci Transducer (Ugo Basil, Italy, cat. 7016)
Su banyosu

Kronometre

Cerrahi Malzemeler

NaCl (Merck)

NaHCO3; (Merck)

MgS04.7H,0 (Merck)

KH,PO,4 (Merck)

KCL (Merck)

CaCl (Merck)

Glukoz (Merck)

Tastromin (Anadolu Universitesi Eczacihik Fakiiltesi Farmasotik Kimya
A B.D.’da sentezlenmistir)

Noradrenalin (Sigma)

Prazosin (Sigma)

Propranolo] (Sigma)

Desipramin (Sigma)

WB4101 (Sigma)

Kloroetilklonidin (Sigma)

BMY 7378 (Tocris)

Uretan (Sigma)

Serum Fizyolojik

Heparin
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3.2. YONTEM
3.2.1. In vitro Deneyler

3.2.1.1. Izole Organ Banyosu Deneyleri:

Erkek albino siganlar servikal dislokasyon ile 6ldiriildiikten sonra, aorta,
vas deferens, dalak ve ileum izole edilerek 37°C’de, %5 CO; ve %95 O, ile
gazlandinlmig Krebs-Henseleit fizyolojik ¢6zeltisi (NaCl 112mM, KCL 5.9,
MgCl; 1.2, CaCl; 2, NaHCO5 25, NaPO4 1.2mM) igine konuldu. Bir grup aorta ve
vas deferens deneylerinde literatiirde belirtildigi gibi Krebs ¢ozeltisi igerisine
10°M propranolol ve 10”M desipramin ilave edildi ve deneyler bu maddelerin
varliginda tekrarlands.

Sican Aorta

Albino siganlardan torasik aorta alindi. 3-5Smm uzunlufunda alinan sigan
izole aorta endotelinden anndirmak i¢in hassas bir sekil de siirterek temizlendi.
Daha sonra izole organ banyosunda 1g gerilim uygulanarak izometrik transducera
baglandi. Organ asildiktan sonra bir saat siiresince inkiibasyona birakildi. Bu siire
icinde organ 15 dakikada bir yikandi. Aoﬂ endotelinin tamamen temizlendiginden
emin olmak igin doku 10uM NA ile kastirilip ortama 10uM asetilkolin verildi.
Daha sonra organ yikandi. Banyo sivist 15 dakikada bir degistirildi. Deneylerde
kontrol olarak NA ve KCl doz-cevap egrileri alindi. Tastrominin ii¢ farkli dozda
(10%, 5x107, 10*M) kullanldi. Bu tastromin dozlannin varliginda NA ve KCl
cevaplann alindi. ayp-adrenerjik reseptor antagonisti BMY 7378, literatiirde
belirtilen 10° ve 10”M konsantrasyonlarda kullamldi. BMY 7378 organa
verildikten 30 dakika sonra NA doz cevaplan alind:i (Aboud, et al., 1993, Fagura,
etal., 1997).

Vas deferens
Erkek albino siganlardan biitiin (whole) vas deferens almp 0.5g gerilim
altinda izotonik olarak asildi. Kontrol olarak NA ve KCl kullaniddi. Tastrominin

yukanda belirtilen dozlan varliginda NA ve KCl cevaplan yinelendi. oa-
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adrenerjik reseptér antagonisti oldugu bilinen WB4101 kullaniddi. Literatiirde
belirtilen 10° ve 10”"M dozlar kullamidi. Belirtilen WB4101 dozlan
uygulandiktan 30 dakika sonra NA doz-cevabi tekrarlandi (Burt, ef al., 1995,
Aboud, et al., 1993).

Dalak

Siganlardan izole edilen dalaktan longitudinal bir parga alinarak 0.8-1g
gerilim altinda izometrik transducera bagh banyoya asildi.

Organ pargalan asildiktan sonra 15 dakika ara ile yikanarak bir saat
inkiibasyona birakildi. Daha sonra, deneylere ve segilen organa uygun olarak
belirlenen alfa adrenerjik reseptér agonisti NA ve bir dier kontrol olarak KCl ile
doz-cevap egrisi ¢ikanldi. Her madde uygulamasindan sonra organ pargalar
yikanip 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra aym doz cevap egrileri tastromin
varliginda alindi. Deneyler tastrominin ii¢ degisik dozuyla tekrarlandi.

oup-adrenerjik reseptor antagonisti oldugu bilinen CEC 10° ve 10™*M
dozlarda kullamldi. Literatiire gore organ CEC’ne 40 dakika siiresince maruz
brrakiddiktan sonra NA doz-cevabi alindi. Aynica tastrominin dalak tizerindeki
kastiric1 etkileri nedeniyle tastromin doz-cevap egrisi (5x10%, 107, 5x107, 107,
5x10™ 10°M tastromin dozlan kullamilarak) cikanld: (Burt, ef al., 1995, Eltze,
1996).

Ileum

Sican ileum galigmalarinda alinan parga 1g gerilim altinda izotonik olarak
asildi. Kontrol olarak Ach ve KCl cevaplart alindi. Bu cevaplar tastrominin daha

once belirtilen iig dozu varlginda tekrarland:.

3.2.2. In vivo Deneyler
3.2.2.1. Kan Basinci Deneyleri:

Her iki cinsten albino sicanlar alimp %20’lik iretan ile anesteziye
edildiler. Anesteziye edilen deney hayvanlarmin carotid arter ve jugular venleri
PE-100 polietilen kateter aracih@iyla kaniile edildi. Arter basinci transducer
aracilig ile kaydediciye aktarilarak kagida yazdirildi. Operasyon tamamlandiktan

sonra en az bir saat deney hayvamnin stabilizasyonu igin beklendi. Operasyon
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baglangicinda koagulasyonu Onlemek amactyla %0.9 NaCl igerisinde 100iw/L
heparin intravendz olarak uygulandi. Stabilizasyon siiresi tamamlaninca once
tastrominin @i¢ degisik dozu (1.25x10°, 1.25x10? ve 6.25x10 mg/kg) verilerek
hayvanin kan basincindaki degismeler yazictya kaydedildi (The Staff of
Edinburgh).

3.2.2.2. Analjezi Deneyleri

Analjezi testi i¢in albino 25-30g afirhiginda fareler kullanildi. Daha
onceden tammlanms yontemler esas alinarak yapildi. Farelerde once , ‘tail-flick’
sonra ‘tail-immersion’ testi uygulandi (D’Amour, ef al, 1941, Scmauss, et al,
1984, Aydin, S., et al, 1998)

Bu test igin beg hayvandan olugan gruplar hazirland. ilk énce gruba 0.1ml
%0.9’luk serum fizyolojik wverildi ve kontrol degerleri alindi. Dahba sonra
tastrominin 100, 200 ve 400mg/kg’lik dozlani 0.1ml olarak hayvanlara enjekte
edildi. Enjeksiyonlardan 20 dakika sonra once ‘tail-flick’ testi ardindan da ‘tail-
immersion’ testi uygulandi. ‘Tail-flick’ testinde bir damar pensi (Bull clamp)
aracih@ ile basing uygulanarak hayvanlanin agn olugsumuna cevap verme siireleri
olgiildi. “Tail-immersion’ testinde ise farelerin kuyruklari 52°C sicakliktaki suya

sokuldu ve reaksiyon zamanlar: 6lgilda.

3.2.2.3. Akut Toksisite Deneyleri

Akut toksisite deneyleri igin her bir grupta iiger adet Swiss albino fareden
olusan ¢ ayn grup kullamldi. Tastrominin ii¢ ayn dozu farelere 0.1ml olarak
enjekte edildi ve hayvanlar 48 saat gozlem altinda tutuldu.

Birinci gruba; 100mg/kg, ikinci gruba 200mg/kg, tigincii gruba 400mg/kg
tastromin intraperitoneal olarak enjekte edildilerek ve litaratiire uygun olarak
degerlendirildi (Lorke, 1983, Scales, M.D.C., 1992).

3.2.3. Istatistik ve Veri Analizi
Hayvanlardan elde edilen tim degerler, tek tek deneysel verilerin
aritmetik ortalamasidir. Ayrica bu ortalamamn standart hatasi hesaplanmu§ ve bu
grafiklerde hata ban olarak ve tablolarda + deger bi¢iminde gosterilmigtir. Her bir
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deneyde kullamilan hayvan sayisi “n“ olarak belirtilmigtir. Kontroller ve test
maddesi uygulanan hayvanlar arasinda goriilen farkliliklar Student t-testi ve
varyans analizi uygulanarak istatistiksel agidan kargilagtirnlmustir. Farkli dozlara
kars1 alman yanitlann doza bagimhlik derecelerini saptamak igin lineer regresyon
analizi uygulanmigtir. Agonist afinite konstanti (pD2y nonkompetitif antagonist
afinite konstanti(pD’;)ve kompetitif antagonist afinite konstanti (pA;) asagida
verilen formiillere gére hesapland: (Ariens and Van Rossum, 1957; Arunlakshana
and Schild, 1959). Schild egimi ise artan saga kaymalar kaybolup maksimumlar

diistiigi igin hesaplanamadi.

Agonist afinite konstant:

pD2= -log [ECs0]

ECso: Maksimum yanitin %50’sini herhangi bir dokuda ortaya ¢ikaran
agonist molar derigimi. Bu deger regresyon dogrusundan hesaplanarak deneysel
olarak bulundu.

Non-kompetitif antagonist afinite konstant1:

pD'y = pD'x + Log [Ean/Espa-1]

pD'x: Agonist maksimum yamtlaninda %50’ye yakin diijgme olugturan
antagonist molar konsantrasyonunun (-) logaritmasi. Bu deger deneysel olarak
bulundu.

Eam: Agonist kontrol maksimum yamt: (mm yada % olarak)

Eapm: Belli bir konsantrasyonda antagonist varlifinda agonist ile elde

edilen maksimum yanit.

Kompetitif antagonist afinite konstant:

pA;= pAy+ log [Cam/ Capm—1]

PAx: Agonistin ¢ift birim olan bir dozunun etkisini tek birimdeki etkisine
digirmek icin gerekli antagonist molar konsantrasyonunun (-) logaritmasidir. Bu
deneysel olarak bulundu.

Cam: Ortamda antagonist yokken maksimum yamti veren agonist molar

konsantrasyonudur.
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Cabm: Ortamda pA,’i belirleyen konsantrasyonda antagonist varken

maksimum yanit1 veren agonist molar derigimidir.
Deney sonuglan ve elde edilen tiim verilerin istatistik analizi igin IBM

bilgisayarda igletilen ve BASIC programlama dilinde yazilmg bir hesaplama
programu kullamldi. Tezde kullanilan grafikler Excel programinda gizildi.
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4. BULGULAR
4.1 in vitro Deneyler

4.1.1. Izole Organ Banyosu Deneyleri

4.1.1.1. Aorta Deneyleri

Sigan aortunda agonist olarak NA ve KCI kullamld: ve bu agonistlere kars
doza bagimli kontraktil yanitlar elde edildi. Her iki agonist i¢in hesaplanmig olan
agonist afinite konstantlar: tablo 4.1’de verilmigtir. Sigan torasik aortasi tizerinde
yaptlan deneylerde tastrominin NA ve KCl doz-cevaplarini etkiledigi gézlendi
(Sekil 4.1 ve 4.2). Bu inhibisyonlara iligkin antagonist afinite konstantlari tablo
4.2°de verilmigtir. Normal Krebs kullamilarak yapilan deneylerle propranolol ve
desipramin ilave edilmig Krebs ¢ozeltisi ile yapilan deneyler arasinda anlamli bir
farkhlik gorulmedi (Sekil 4.3). Her iki deneysel durum igin agonist (NA) afinite
konstantlar1 gekil 4.3’de yer almaktadir. 10°-10*M konsantrasyon araliginda
tastrominin aortadaki NA ve cevaplan tizerindeki etkisi doza bagimli bir gekilde
ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 4.1 ve 4.2). Propranolol ve desipramin ilave edilmis
Krebs ortaminda tastrominin NA kargi antagonistik etkisi degigskenlik
gostermemektedir (Sekil 4.4). Spesifik o;p-adrenerjik reseptor antagonisti BMY
7378 gibi, tastromin de sigan aortu NA yamitlarini inhibe etmektedir (Sekil 4.5).
Ancak tastromin ve BMY 7378’in esit konsantrasyonlarda NA vyanitlari
tizerindeki inhibitor etki siddeti aym gdzikmemektedir (Sekil 4.1, 4.5 ve Tablo
4.4). Ustelik BMY 7378 NA egrisini paralel bir bicimde saga kaydirmaktadir
(Sekil 4.5). Tastrominin 10°M konsantrasyonda gosterdigi etki BMY 7378’in
107M ’da gosterdigi etkiye kismen benzemektedir (Sekil 4.1 ve 4.5). Tastromin
10*M konsantrasyonda ise NA cevaplarini (propranolol+desipramin varliginda ve
yoklugunda) olduk¢a diigirmektedir (Sekil 4.1 ve 4.4). Ancak tastrominin
ozellikle NA cevaplari lizerine yaptig: etki grafiklerde de goriildugii gibi non-
kompetitif bir etki olarak degerlendirilebilir.
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4.1.1.2. Vas deferens Deneyleri

Sican vas deferensinde agonist olarak NA ve KCl kullanidi ve bu
agonistlere kargt doza bagimli kontraktil yamtlar elde edildi. Her iki agonist igin
hesaplanmis olan agonist afinite konstantlan tablo 4.1’de verilmigtir. Albino
sicanlardan alman izole vas deferens iizerinde de NA ve tastrominin aortada
uygulanan dozlan kullamildi. Vas deferensde, tastromini 10°M dozda NA doz-
cevabim saga kaydirmaktadir. Tastrominin sigan vas deferensinde 5x10° ve 10*M
konsantrasyonlardaki etkisinin ise non-kompetitif oldugunu diigiindiirmektedir
(Sekil 4.6). Bu farmakolojik etkilegmeler igin antagonist afinite konstantlan tablo
4.1’de goriilmektedir. Propranolo! ve desipramin varliginda alinan NA yamtlarinda
tastrominin yiiksek dozlarindaki non-kompetitif etki daha belirgin olarak
goriilmektedir (Sekil 4.7). Propranololtdesipramin varliginda sigan vas
deferensindeki kontraktii NA yamtlanmn o6nemli dizeyde degismedigi
anlagiimaktadir (Sekil 4.8). Her iki deneysel durum igin agonist afinite konstantlan
tablo 4.5’de verilmigtir.

aa-adrenerjik reseptor antagonisti WB4101%in 10® ve 10”M dozlaninin
varhifinda da NA doz-cevaplari alindi(Sekil 4.9). 10°M WB4101 varliginda NA
doz-yanit egrisini saga kaydirmaktadir. Bu agidan bakildiinda tastrominin 10°M
konsantrasyonuyla, WB4101’in 10*M konsatrasyonu benzerlik gostermektedir
(Sekil 4.6). WB4101’in sigan vas deferensindeki bu inhibitor etkisine iligkin
afinite konstantlan tablo 4.4’de yer almaktadr.

Vas deferensde, tastromin varhfinda KCl cevaplarimda doza bagh olarak
belirgin bir gekilde azaltmaktadir (Sekil 4.10). Bu etkilesime ait antagonist afinite
konstanti tablo 4.10°da gosterilmigtir.

4.1.1.3. Dalak Deneyleri

Sigan dalaginda agonist olarak NA ve KCl kullanildi ve bu agonistlere kars:
doza bagiml kontraktil yanitlar elde edildi. Her iki agonist igin hesaplanmig olan
agonist afinite konstantlar1 tablo 4.1°de verilmistir. Dalakta tastromin varhginda
NA ve KCl yanitlann alindi. Tastromin doza bagh olarak KCl cevaplarim yiiksek
oranda azaltirken (Sekil 4.11), NA yamtlanimi ancak en yiiksek dozunda
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azaltmaktadir (Sekil 4.12). Bu inhibisyonlara ait antagonist afinite konstantlan
tablo 4.2’de verilmigtir.

Tastromin varhinda KCl cevaplanmin non-kompetitif olarak etkilendigi
gorildii (Sekil 4.11). NA doz-yamt egrisi ise 10° ve 5x10°M konsantrasyondaki
tastromin dozlan varliinda safa kayma gosterirken, 10-4M tastromin varhfinda
non-kompetitif antagonizma gozlendi (Sekil 4.12).

oup-adrenerjik reseptor antagonisti olarak bilinen CEC varliginda da NA
yantlann ahndi. CEC 10° ve 10*M konsantrasyonlarda kullanldi. 10°M
konsantrasyonda CEC, NA yantlanm ¢ok az etkilerken 10*M konsantrasyon
non-kompetitif olarak antagonize etmektedir (Sekil 4.13). Bu inhibisyona ait
afinite  konstantlan tablo 4.4’de belirtilmektedir. Tastrominin  10-4M
konsantrasyondaki inhibitor etki kalibimin, 10-4M CEC inhibisyon kalibina
benzedigi goriilmektedir (Sekil 4.12).

Ayrica tastrominin bu organa uygulanmas: sirasinda, organda kontraksiyona
neden oldugu  belirlendi. Buradan hareketle tastrominin bes degisik
konsatrasyonuyla doz-cevap egrisi ¢ikanldi. Bu doz-cevap egrileri prazosin
varhiginda tekrarlandi (Sekil 4.14). Tastrominin bu organdaki agonist afinite
konstant: tablo 4.1°de prazosinin tastromin yanitlanina karsi antagonistik etkisine
iligkin afinitekonstanti tablo 4.6’da goriilmektedir.

4.1.1.4. Tlleum Deneyleri

Sigan ileumunda agonist olarak Ach ve KCl kullamldi ve bu agonistlere
kars1 doza bagimh kontraktil yamtlar elde edildi. Her iki agonist i¢in hesaplanmms
olan agonist afinite konstantlar1 tablo 4.1°de verilmistir. Siganlardan alinan izole
ileum iizerinde denenen tastromin dozlar gevsemeye neden olmaktadir. Diger
organlarda kullamlan 107, 5x10° ve 10™*M tastromin dozlan varhfinda Ach
cevaplan alindi. Biitin tastromin dozlarinda, Ach cevaplaninin belirgin bir sekilde
dugtigi belirlendi (Sekil 4.15). Bu inhibisyona iligkin afinite konstanti tablo
4.2’de verilmigtir.

Bu deneyler KCl iginde tekrarlandi. Sekil 4.16’da goriildiigu gibi KCl
cevaplarim non-kompetitif olarak etkiledigi sonucuna varilabilir (Tablo 4.2).
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4.2. In vivo Deneyler

4.2.1. Kan Basinci Deneyleri

Disi ve erkek siganlarda yapilan kan basinci deneylerinde tastrominin
1.25x1073, 1.25x.10'2 ve 6.25x102mg/kg, dozlar1 denendi. Daha yitksek dozlarda
hayvanlar kan basinglarinin diigmesi sonucu 6ldiiler. Denedigimiz dozlarda ise
kan basincinda doza bagh bir diigiiy gozlendi(Sekil 4.17). Deney hayvamna
propranolol (1mg/kg) verildikten sonra alinan sonuglarda bir farklilik goriilmedi.

4.2.2. Analjezi Deneyleri

Albino fareler kullamlarak yapilan analjezi deneyleri tastrominin 100, 200
ve 400mg/kg’lik dozlarinda denendi. Biitiin tastromin dozlarinda hayvanlarda
agin1 derece tansiyon dugikligi, tagikardi ve halsizlik gérildi. Bu nedenle
hayvanlar aciy: hissetmelerine ragmen doéntip damar pensini 1siramadilar. Sadece
100mg/kg’lik hayvanlarda reaksiyon alabildik ama bu cevaplarda anlamli degildi.

4.2.3. Akut Toksisite

Farelerde, tastrominin 100, 200 ve 400mg/kg’lik dozlarin akut toksisiteleri
denendi. Bu deneylerde de butiin dozlarda haylarda tansiyon diigiiklugi, tagikardi
ve halisizlik goriildi. 400mg/kg grubundaki biitiin hayvanlar 6ldii. 100 ve
200mg/kg doz denenen gruplarda ise sadece 1’er hayvan o6ldi. LDso degeri
210mg/kg olarak bulundu (Tablo 4.7).
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Sekil 4.1 Sican aortasinda tastromin (10'5M, 5x10°M, 10™*M) varliginda
noradrenalin yamtlar1 (Diigey barlar standart hatay: gostermektedir)
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Sekil 4.2 Sigan aortasinda tastromin (10°M, 5x10°M, 10'4M) varhginda KCl
yanitlar1 (Diisey barlar standart hatay1 géstermektedir)
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Sekil 4.3 Sigan aortasinda propranolol (10°) + desipramin (10”7) varhiginda ve
yoklugunda noradrenalin yamtlan (Diigey barlar standart hatay
gostermektedir)

120

100 A

o)
o
I

—e&— Kontrol
—4—+10-5 M Tast
—— +5x10-5 M Tast
—6— +10-4 M Tast.

Kasiima (%)
o)
o

I
o
1

20 -

Sekil 4.4 Sigan aortasinda propranolol (10°) + desipramin (107) ve tastromin
(10°M, 5x10°M, 10*M) varliginda ve yoklugunda noradrenalin
yanitlan (Diigey barlar standart hatay: gostermektedir)
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Sekil 4.5 Sigan aortasinda BMY 7378 varhginda (107M, 10°M) varliginda
noradrenalin yanitlan (Diigey barlar standart hatayr gostermektedir)
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Sekil 4.6 Sigan vas deferensinde tastromin (10°M, 5x10°°M, 10*M) varliginda
noradrenalin yanitlan (Diigey barlar standart hatay1 gostermektedir)
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Sekil 4.7 Sigan vas deferensinde propranolol (10°) + desipramin (107) ve
tastromin (10°M, 5x10°M, 10*M) varlginda ve yoklugunda
noradrenalin yanitlari (Diigey barlar standart hatayr gostermektedir)
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Sekil 4.8 Sigan vas deferensinde propranolol (10°®) + desipramin (107) varhginda

ve yoklugunda noradrenalin yamtlan (Diigey barlar standart hatayr
gostermektedir)

45



120

100 -

80 -
§ —&— Kontrol
@ 60 - —&—+10-8 M WB4101
E —&—+10-7 M WB4101
[2)
< 40 1

20 A

0 .

Sekil 4.9 Sigan vas deferensinde WB4101 (10*M, 10"M) varhginda noradrenalin
yanitlan (Diigey barlar standart hatayr gostermektedir)
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Sekil 4.10 Sigan vas deferensinde tastromin (10°M, 5x10°M, 10™*M) varliginda
KCl yanitlan (Duisey barlar standart hatayr gostermektedir)
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Sekil 4.11 Sigan dalaginda tastromin (10°M, 5x10°M, 10*M) varliginda KCl
yamitlant (Diisey barlar standart hatayr géstermektedir)
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Sekil 4.12 Sigan dalaginda tastromin (10°M, 5x10°M, 10*M) varhginda NA
yamtlan (Diigey barlar standart hatay1 gostermektedir)

47



120

100 -

80 A

—&—Kontrol
—a&—+10-6 M CEC
—8—-+10-4 M CEC

60 -

Kasiima (%)

40 -

20 -

9 8 7 6 5 4 3
-log[C]

Sekil 4.13 Sigan dalaginda kloroetilklonidin(CEC) (10°M, 10*M) varligmnda
noradrenalin yanitlar: (Diigey barlar standart hatay: gostermektedir)
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Sekil 4.14 Sigan dalaginda prazosin(10'M, 10°M) varhiginda tastromin yanitlan
(Dugey barlar standart hatayr gostermektedir)
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Sekil 4.15 Sigan ilumunda tastromin (10°M, 5x10°M, 10™*M) varliginda Ach
yamtlan (Dugey barlar standart hatay: géstermektedir)
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Sekil 4.16 Sigan ileumunda tastromin (10°M, 5x10°M, 10™*M) varhginda KCl
yamtlan (Diigey barlar standart hatay: gostermektedir)
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Sekil 4.17 Siganlarda tastrominin meydana getirdigi kan basinci degisimi (Diisey
barlar standart hatay1 géstermektedir)
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Tablo 4.1 Agonistlerin sigan aorta, vas deferens, dalak ve ileumundaki afinite
konstantlan (pD; degerleri + SEM, n: deney sayis1)

Deney
Grubu NA KCl Ach Tastromin
Aorta 6.72+0.11 1.49+0.03 ) _
n:s n:s
Vas deferens 5.91:1.:0.10 1.87+0.03 ) )
n:s n:s
Dalak 5.60:f:0.19 1.70:?:0.01 ) 4.48:.I:0.10
n:6 n:s ns
. 2.20+0.05 7.35+0.29
Ileum - i -
n:s5 n:5

Tablo 4.2 Tastromin’in gesitli agonistlere karg s1§an aorta, vas deferens, dalak
ve ileumundaki inhibitér etkisi i¢in afinite konstantlan (+ SEM, n: 5)

Deney
Grubu (pD%) NA KCl Ach
Aorta pD'2=3.71+0.29 -

pD',=3.86+0.19

Vas deferens

pA2=5 .00
pD'=3.9840.15

pD',=4.87+0.10

Dalak

pD',=3.98+0.15

pD%,=4.11£0.11

fleum

pD%-5.210.11

pD',;=4.90:£0.22

51



Tablo 4.3 Sigan aortunda Propranolol (10) + Desipramin (107) varliginda ve
yoklugunda NA agonist afinite konstantlan

Deney Grubu pD2
Kontrol 6.72+0.11
Desipramin+Propranolol 6.81+0.23

Tablo 4.4 TUPHAR’in reseptér smiflandirmasina gore deney orgam olarak
secilen organlarda alt reseptorlere spesifik antagonistlerin etkilerine

iligkin afinite konstantlar
Organ/Antagonist Afinite Konstant1
Aorta/BMY 7378 PA=6.27
pA,=8.00
Vas deferens/WB4101 pD', =6.87+0.14
Dalak/CEC pD'; =4.03+0.16

Tablo 4.5 Sigan vas deferensinde Propranolol (10®)+Desipramin (107)
varhiginda ve yoklugunda NA agonist afinite konstantlan

Deney Grubu pD:
Kontrol 5.91+0.10
Desipramin+Propranolol 6.13£0.12
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Tablo 4.6 Sigan dalaginda kontraktil tastromin yamtlarina karsi prazosinin
antagonistik etkisine iligkin afinite konstanti(pD,+SEM, n:5)

Deney (pD'2) Tastromin

Dalak 6.54+0.23

Tablo 4.7 Tastrominin farelerde akut toksisite sonuglar

Stire .
Grup n (saat) Dozlar(mg/kg) Mortalite
1 3 48 100 1
2 3 48 200 1
3 3 48 400 3
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5. TARTISMA

Eski yillarda ilag olarak geligtirmek amaciyla incelenen bir madde olan
tastromin giiniimiizde herhangi bir terapotik kullamma sahip degildir. Gegmigte bu
madde sempatik (adrenerjik) sistem {izerine etkileri nedeniyle aragtilmmg bu
maddenin son yillarda deZisen adrenerjik reseptor bilgileri iifinda farmakolojik
yonden arastirilmast bu tez kapsaminda amaglanmgtir. Bu tiir bir degerlendirme
farmakoloji agisindan yeni degildir.Gegmiste uyku ilaci olarak kullanihip
mutajenik ve teratojenik etkileri nedeniyle terapétik kullanmmuna son verilen
talidomidin de bu tarz bir farmakolojik incelemesi yapilmug ve birazda tesadif
eseri yeni bir terap6tik kullamm alam bulunmusgtur.

Talidomidin uzun yillar sonra immiinomodiilator ozellikleri saptanmig ve
lepra komplikasyonlarmin tedavisi amaci ile terapotik kullammu giindeme
gelmigtir (Medical Science Bulletin).

Farmakolojik bir degerlendirme (reevaluation) g¢aligmas: olan bu tez
kapsaminda tastrominin gesitli izole organlardaki etkileri ile bazt in vivo deney
sistemlerindeki aktiviteleri ele alimmugtir. Izole organlann segiminde organlann
a-adrenerjik reseptor baskinhfi goz oniine ahnmugtir. Soyleki; sican aortu oup-
adrenerjik reseptor (Aboud, et al.,1993), vas deferens oja-adrenerjik reseptor
(Burt, et al, 1995) ve dalak oyp-adrenerjik reseptér (Burt, er al, 1995)
bakimindan zengin dokular oldugu i¢in bu ¢aligmada kullamimgtir,

Tastromin’in adrenerjik reseptérler tizerindeki etkisinin spesifitesini
belirlemek i¢in; KCI’de tipki NA gibi bu dokularda agonist olarak kullantlmigtir.

Bilindigi gibi,izole diiz kas preparatlannda KCl ile olusan kasilmalara
herhangi bir reseptor aracilik etmemekte, ancak bu kasiimalar voltaj-igletimli Ca”*
kanallarinin uyanlmas: ile hiicre igine giren Ca®* tarafindan olusturulmaktadir.

Bulgularimiza gore; tastromin spesifik bir adrenerjik reseptor blokeri gibi
gozikmemektedir.Cinki yukarida belirtilen izole organlanin hi¢ birinde NA ile
kompetitif bir etkilesim gdstermemistir. Yalmzca vas deferensde 10° M dozda NA
doz yanit egrisini saga kaydirmug ancak artan tastromin dozlaninda bu kayma
kaybolmugtur (Sekil 4.6). Bu noktadan hareketle tastrominin daha ¢ok non-
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spesifik bir etkiye sahip oldugunu ve ¢ok biiyiik bir olastlikla da bu non-spesifik
etkinin hiicre i¢i Ca®" metabolizmas: ile iligkisi oldugu anlagilmaktadir.

Aslinda o-adrenerjik blokorlerle Ca®* girisi arasinda siki bir baglant:
dikkat gekmektedir. Daha 6nce yapilmig bir ¢alismada non-spesifik a-adrenerjik
antagonistler olan tolazolin ve fentolaminin izole duedonum preparatinda Ca®*
antagonistik etkileri saptanmigtir. .Bu nedenle tastrominin Ca** antagonistik etkisi
stirpriz olarak kabul edilmemelidir.

NA’nin tiim bu izole organlarda a,-adrenerjik reseptorler araciig: ile
olusturdufu etkilerde sinyal iletim mekanizmasindan sorumlu ortak ana
mekanizma hiicre i¢i serbest Ca®* konsantasyonlarnm artmasidir (Zhong and
Minneman, 1999). Ancak tastrominin hiicre i¢i Ca®* metabolizmas: tizerindeki
mubhteme] etkisi yapilacak ilave deneylerle desteklenmelidir.

Tastromin’in ilging bir o6zellifi de izole dalak preparati ile yapilan
deneyler sirasinda ortaya ¢iknustir. Her ne kadar bu preparatta NA’e karg
antagonistik etkiler gosterdiyse de (Sekil 4.12) tek basina bu preparatta kontraktil
aktivite de gostermigtir (Sekil 4.14). Non-spesifik bir a—adrenerjik blokér olan
(Langer, 1999, Kayaalp, 1998) prazosin bu kasilmalan antagonize etmektedir.
Izole dalakta elde edilen bu bulgularin timii birlikte degerlendirildiginde
tastrominin oyp—adrenerjik reseptorler tizerine (belirli diizeyde intrinsik) agonistik
aktivite gosterdigi, yani parsiyel agonist gibi davrandif1 anlagitmaktadir.

Son  yillarda  yapilan  c¢aligmalar  o—adrenerjik  reseptorlerin
nosiseptif/antinosiseptif etkilerde rol oynadifim ortaya koymugstur (Dickenson,
and Besson, 1997). Bu noktadan hareketle ¢aligmamizda ’tail-klip’’ ve “’tail-
immersion’’ yontemleriyle tastrominin nosiseptif/antinosiseptif etkilerinin olup
olmadigim aragtirdik. Ancak, bu maddenin s6zii edilen etkileri tasimadigim
gordiik. Bu deneyler sirasinda daha bagka santral ve refleksif etkilerin gézitkmesi
tastrominin agn ve analjezi mekanizmalarindan daha farkli noktalar etkiledigini
gostermektedir,

Bu denli non-spesifik ve nispeten toksisitesi yiltksek bir maddenin
olusturdugu bu etkilerde sasirtici degildir. Ayrica, bekledigimiz gibi siganiarda

kan basinci tizerinde hipotansif etkiler goriildii.
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Sonug olarak, tastrominin deneysel farmakoloji agisindan ilging etkilerinin
bulunmasina kargin, akut letal toksisitesinin de diigik olmamasi nedeniyle
terapétik agidan yeni bir indikasyon alanimin olamiyacafim sdyleyebiliriz.
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