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OZET

Doktora Tezi

TASTROMIN’IN FARMAKOLOJIK ETKILERI
RANA BEIS

Anadolu Universitesi
Saghik Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Yusuf OZTURK
2000

Gegmigte tastrominin, sempatik (adrenerjik) sistem tizerine etkileri
nedeniyle incelendigi bilinmektedir. Ancak adrenerjik sistemdeki spesifitesi belirli
degildir. Son yillarda degisen adrenerjik reseptor bilgileri 1s18inda tastrominin
farmakolojik etkilerinin aragtirilmasi bu tez kapsaminda amaglanmgtir.

Bu tez kapsaminda tastrominin ¢esitli izole organlardaki etkileri ile bazi in -
vivo deney sistemlerindeki aktiviteleri ele almmustir. Bu c¢alismada kullamlan
izole organlar o -adrenerjik reseptér baskinhifina gore oy a-adrenerjik reseptor igin
sican vas deferens, oup-alttipi igin sigan dalak ve ayp-adrenerjik reseptor alttipi
icin ise sican aortasi olarak secildi. Bu organlanin disinda ileumla da g¢aligilds.
Tastromin’in adrenerjik reseptorler Uzerindeki spesifitesini  belirlemek igin;
KCrI’de tipki NA gibi bu dokularda agonist olarak kullanildi.

Bulgularimiza gore; tastromin spesifik bir adrenerjik reseptor blokeri gibi
gozikmemektedir. Cunkii yukarida belirtilen izole organlann hig birinde NA ile
kompetitif bir etkilesim gostermemistir. Tastromin’in NA cevaplarin: oldugu gibi
tim g¢aligtlan dokularda KCI ve ileumda Ach yamtlanm da disiirmesi etkisinin
non-spesifik oldugunu disiindirmektedir. Ayrica tastromin’in sigan dalaginda
kontraktil yamtlara neden oldugu goérilmektedir. Yapilan analjezi deneylerinde
tastrominin agrn ve analjezi mekanizmalanndan daha farkli noktalan etkiledigi
goriildii. Akut toksisitest ise nispeten yitksek bulundu.

Sonug olarak, tastrominin deneysel farmakoloji agisindan ilging etkilerinin
bulunmasina karsin, akut letal toksisitesinin de dasik olmamasi nedeniyle
terapétik agidan yeni bir indikasyon alammn olamiyacag soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Tastromin, o;-adrenosept6r, aorta, vas deferens, dalak
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

PHARMACOLOGICAL EFFECTS OF TASTROMINE
RANA BEIiS

Anadolu University
Graduate School of Health Sciences
Pharmacology Program

Supervisor: Prof. Dr. Yusuf OZTURK
2000

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 oy-adrenoceptor predominancy,
isolated organs used in this study were selected as rat vas deferens, spleen and
aorta for aya-, aus- and oyp-adrenoceptors, respectively. In addition to these
tissues, rat ileum was also employed. Like NA, KCl 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 mterestmg effects in terms of

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

implication since it does not have a low toxicity.

Keywords: Tastromine, a;-adrenoceptor, aorta, vas deferens, spleen
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GIRIS VE AMAC

Kalp-damar hastabklarn giinimiizin en yaygin saglk problemlerinden
birisidir. Cesitli bilesikler kalp-damar hastaliklarinin tedavisi igin sentezlenmekte
ve ila¢ haline getirilmektedir. Her gecen gin kalp-damar hastabklarnnm tedavisi
icin yeni maddeler sentezlenmekte ve gelistirilmeye c¢alhigilmaktadir. Ayrica
kullanimdan kalkmmg bazi kimyasal maddeler ve ilaglar giiniimiizdeki geligmelerin
isiginda  tekrar  degerlendirmeye  alinmaktadir  (reevaluation).  Yeniden
degerlendirme ¢aligmasi, kullanimdan kalkan ilaglarin yeniden kazamilmasma
imkan vermekte ve yapi-etki iligkileri ile yeni ilaglarin gelistirilmesine olanak
saglamaktadir. Omnegin bir uyku ilaci olan Talidomid teratojenik etkisi nedeniyle
1960°h yillarda piyasadan gekilmistir, ancak 1990’lann sonlarma dogru lepré
komplikasyonlarimn  tedavisinde 6nemli bir yeri oldugu gergeklestirilen
‘reevaluation’ ¢aligmalanyla anlagilmugtir (Medical Science Bulletin). Tez konusu
olan tastromin de gegen zaman igerisinde kullanimu ortadan kalkmis bir maddedir.

Kullanimda oldugu yillarda yapilan galigmalarda tastrominin kan basmcim
diigtiren bir bilesik oldugu disinilmistiir. Tastrominin bu etkiyi alfa-adrenerjik
reseptorleri etkileyerek sempatolitik etki ortaya ¢tkaran ve bu yolla kan basinciu
digtiren bir bilesiktir. Tastrominin il'k‘ incelendigi willarda alfa-adrenerjik
reseptorler hakkindaki bilgiler oldukca siurhydi. Son on yil icinde alfa-adrenerjik
reseptorlerin klasifikasyonu ve farmakolojisi hakkinda biiyiik gelismeler olmus ve
alt reseptor klasifikasyonu geniglemistir (Vargas and Gorman 1995, Graham
1996, TUPHAR 1998). Ancak tastrominin bu klasifikasyondaki durumu
belirsizdir.

Bu calismada ile tastrominin ¢agdas alfa-adrenerjik reseptor
klasifikasyonundaki yeri belirlenmeye galigilacak ve yeniden bir degerlendirme
potansiyeli dogacaktir.  Belirtilen amag¢ dogrultusunda alt  reseptor
klasifikasyonunda kullanilan maddeler (WB4101, CEC, BMY 7378 vb.) test
edilecektir. Etkiler bulunduktan sonra kantitatif doz-etki iliskisi kurularak, daha
ileri bir karakterizasyon saglanmaya c¢aligilacaktir. Bu cahigma ilag gelistirme

asamasinin ilk basamagim olugturacaktir.

frzcow Universifes
Wierkez Kuttphane



1.1 Tastrominle Onceden Yapilmis Cahsmalar

Tastromin (N, N-dimetil-2(2-isopropil-5-metilfenoksi)etilamin), ik kez
Japon arastinicilar tarafindan sentezlenmis ve ergotamin benzeri etkili oldugu
bulunmugtur (Okazaki, 1932). In vivo ¢ahgmalarda, tavsanlarda adrenalinin dalak
kastirici 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) go6rilmiigtiir. Santral sinir sistemi
uzerindeki etkileri (Buzas et al, 1960) ve santral depresan etkileriyle birlikte
sempatolitik etkileri in vivo ¢aligmalarla go6sterilmigtir (Credner, 1960; Credner
and Graebner, 1967). Credner tarafindan yapilan galigmada, tastrominden c¢ok
tirevleri tizerinde caliglmugtir. Bu c¢aligmada; kan basinci tizerindeki etkileri
bildiren  bulgular  belirtilitken  ¢aligtlan  tiirevler  arasinda  tastromin
gosterilmemistir. Farelerde LDsy degeri 600mg/kg subkutan (s.c.) oldugu
bildirilmektedir. Son olarak Aydin ve arkadaslan tarafindan bir ¢aligma
yapilmigtir. Ancak bu caligmada da detaya inilmemigtir (Aydin et al, 1995).
Merck Index’in eski baskilannda yer alms (Merck Index, 1983) fakat sonraki
Merck Indexlerde yer almadit goriilmiistiir (Merck Index, 1989).

OCH >,CH 2N(CH 3)2

CH(CH 3)3

TASTROMIN



2. LITERATUR BILGISIi

2.1. Otonom Sinir Sistemi ve Adrenerjik Sistem

Sinir sistemi, organizmadaki biitin organlarin ve fizyolojik olaylarin
diizenini ve birbiriyle uyum igerisinde galigmasin1 saglar. Sinir sistemi esas olarak
iki anatomik bolime ayrilmigtir. Birinci boliim beyin ve omuriligin olugturdugu
santral sinir sistemi, ikinci bélim beyin ve omuriligin disinda bulunan ve santral
sinir sistemine giren ve gikan tiim néronlardan olugan periferik sinir sistemidir. Bu
sintflandirma gekil 1°de gosterilmektedir.

Periferik sinir sistemi de, uyarilar1 beyin ve omurilikten periferik dokulara
tagtyan afferent noronlar ile periferden santral sinir sistemine bilgi tagiyan efferent
noronlardan olugur. Periferik sinir sisteminin efferent bolimi, somatik ve
otonomik sinir sistemi olarak iki fonksiyonel alt gruba ayrilabilir. Somatik sistem,
iskelet kaslarinin kasilmast gibi istemli fonksiyonlar1 saglar.

Otonom sinir sistemi fomksiyonlari, biling diizeyine ulasmadan viicudun

giinliik ihtiyaglarini diizenler.

SINIR SISTEMI
|
.v O l W
PERIFERIK SANTRAL
SINIR SISTEMI SINIR SISTEMI
EFFERENT AFFERENT
YOLLAR YOLLAR
OTONOM SOMATIK SINIR
SINIR SISTEMI SISTEMI
Parasempatik
Sempatik

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



2.1.1. Parasempatik Sinir Sistemi

Parasempatik sistemin birinci siwra noronlari, sempatik bolimiin aksine
santral sinir sisteminde tek bir yerde kesintisiz bir gekilde toplanmamuglardir.
Mezensefelon, bulbus (medulla oblongata) ve omuriligin sakral kismi olmak tizere
u¢ ayrt yerde bulunurlar. Parasempatik sistemin kraniyal bolimiinden cikan
birinci sira aksonlar, bag-boyun bolgesindeki organlarin (goz, titkritk bezleri ve
mukozalarin salgi bezleri gibi), gogiis ve karin boslugundaki organlarin (kalp,
bronglar ve mide-barsak kanali ve ekleri gibi) ¢alismasini diizenler. Bu aksonlar,
anilan organlarin yaminda veya dokusu iginde bulunan parasempatik
gangliyonlarda sonlanir (Kayaalp, 1998, Goodman and Gillman’s 1996).

Parasempatik gangliyon olusturan parasempatik ikinci sira noronlarin
aksonlar1 genellikle ¢ok kisadirlar ve yaninda veya i¢inde bulunduklari organlarin
effektor hiicreleri ile kavsak yaparlar. Parasempatik gangliyonlarin gogu innerve
ettikleri organin tizerinde veya dokusu i¢inde yaygin bir pleksus yaparlar. Ornegin
mide ve barsaklarin diiz kaslarini innerve eden parasempatik gangliyonlar esas
olarak, bu yapﬂafm longitudinal ve sirkﬁler diiz kas tabakalar1 arasinda yerlesmis
olan miyenterik pleksustan ibarettir (Kayaalp, 1998, Ganong, 1998).

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

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

2.1.1.1. Parasempatik Sistemin Sinaps, Kavsak ve Norotransmitterleri
Otonom sinir sisteminde hem sempﬁtik hem de parasempatik
gangliyonlardaki sinaptik asirimdan sorumlu reseptorler nikotinik tipteki
kolinerjik reseptérlerdicr ve impuls agiimindan sorumlu noérotransmitter
asetilkolindir (Ach). Parasempatik sistemde effektor hiicrelerdeki kolinerjik
reseptorler muskarinik tiptedir. Bu reseptorler, muskarin alkaloidi tarafindan

aktive edilirler ama nikotinik reseptérler muskarinden etkilenmezler.

4 anadolu Universtes
Werkez Kitdohans



Norotransmitter: Ach, kolinerjik noronlarin terminal diigiimlerindeki
kiigiik vezikiiller iginde yilksek yogunlukta bulunur. Otonomik sinir lifleri
saliverdikleri norotransmitterin kimyasal yapisina gore iki gruba ayrilabilirler.
Iletiyi Ach sagliyorsa néron 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 kaynagi,
sinir ucundaki mitokondirilerde sentezlenen asetilkoenzim A’dir. Kolin ise sinaps
arabiginda yikilan Ach’den olusan, diyetle alinan ve viicutta yikilan
fosfolipidlerden elde edilir. Aktif transport suretiyle sinir ucuna almir. Ach
eliminasyonu, sinaps veya kavsak araliginda bol miktarda bulunan
asetilkolinesteraz enzimi tarafindan hidroliz edilerek asetik asit ve koline

donugtiirtlerek gerceklestirilir (Ganong, 1999; Kayaalp, 1998).

Kolinasetil transferaz Asetilkolinesteraz

Kolin + Asetil-CoA ————p Asetilkolin — 3 Kolin + Asetat

2.1.2.2. Parasempatik Sistem Reseptorleri ve Alttipleri

Kolinerjik Reseptorler; Kolinerjik reseptorler farmakolojik 6zllikleri esas
alinarak iki ana tipe ayrlirlar. Ach’in otonom sinir sistemi ile ilgili néronlar ve
efektor hiicreler tizerindeki etkisine, birbirinden ¢ok farkli yapida reseptorler olan
nikotinik ve muskarinik reseptorler araciik ederler. Amanita muscaria adli
mantardan elde edilen muskarin, otonom gangliyonlar iizerinde azvbir etkiye sahip
olmasina ragmen diz 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.



Sempatik gangliyonlarda az miktarda Ach postgangliyonik noronlari
uyarirken fazla miktardaki Ach pregangliyonik noronlardan postgangliyonik
noronlara impuls asirimini 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 reseptorler yapica ligandla agilip kapanan katyon kanallaridir.
Muskarinik reseptorler ise otonom sinir sistemi ile iligkli o ve P adrenerjik
reseptorler gibi G proteini (GTP baglayan dizenleyici protein) ile kenetli
reseptorler siiperailesine aittir ve yapica 7 transmembranal segmentli bir
proteindir (Ganong, 1999, Kayalp, 1998).

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

Nikotinik reseptor proteni 5 alt birimden meydana gelen pentamerik bir
yapiya sahiptir. Bu 5 alt birim hiicre diginda genis, hiicre zar icine girdikge
daralan bir kanal g¢evresinde hemen hemen simetrik yerlegirler. Bu kanal bir
katyon kanalidir. Ashinda Na*, Ca®* ve K*u gegirmekle beraber Ach ile aktive
edilip agildiginda Na* kanali gibi caligir ve Na™ hiicre icine girisi depolarizasyona
yol agan bir potansiyel meydana getirir. Reseptoriin yerine ve tipine gore igerdigi
alt-birim tiirleri degiskenlik gosterir. Or: Gangliyonik nikotinik reseptorler oz ve
B34 alt birimlerinden olugan bir pentamerdir.

Cizgili kaslarin noéromuskiiler kavsaklardaki nikotinik reseptorlerin ve
otonomik gangliyonlarla adrenal medullanin kromafin hiicrelerindeki nikotinik
reseptorlerin belirli blokor ilaglara karst duyarligmin farkli olmasina bakarak;
nikotinik reseptorlerin ¢izgili kas tipi ve gangliyon tipi nikotinik reseptorler olmak
iizere iki alttipi belirlenmigtir. Sonra santral sinir sistemi noronlarinda noéronal

reseptorler ve o7 noronal reseptorler tammlanmustir (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 néronlarinda hem
nikotinik hem de muskarinik reseptor alttipleri mevcuttur. Muskarinik reseptorler,
diger etkilerinin yamsira periferde diiz kas kasilmasmna, glandular sekresyona,
kardiak atim hiz1 ve kasilma giiciiniin modiilasyonuna aracilik ederler. Santral
sinir sisteminde motor kontrol, sicaklik diizenlenmesi, kardiyovaskiiler regiilasyon
ve bellek fonksiyonlarinda muskarinik reséptbrlerin rol oynadigina dair kanitlar
vardir. Alzheimer, Parkinson, astim hastaliklari idrar kesesi, kalp ve barsak
motilite bozukluklar1 ile analjezi gibi fizyopatolojik durumlar igin selektif
maddeler ile yapilan ilag geligtirme c¢aligmalari, viicudun farkli boliimlerindeki
muskarinik reseptorlerin siniflandirma galigmalarini hizlandirmigtir. Barlow ve
arkadaglar1 (1976) ileal ve atrial muskarinik reseptorlerin farmakolojik
ozelliklerinde 6nemli farkliliklar gostermiglerdir. Ayrica, peptik tilser tedavisinde
pirenzepinin kullanilmas: muskarinik reseptor alttiplerinin arastirilmasinda 6nemli
rol oynamigtir (Caulfield and Birosall, 1998, Eglen et al., 1996).

Molekiiler klonlama teknikleriyle bes farkli gende bes tip muskarinik
reseptor klonlanmugtir. Selektif antikorlarin kullanimi, muskarinik reseptor alttip
proteinlerinin lokalizésyonuna izin vermigtir. Muskarinik reseptdr alttipleri Mj,
M;, M3, My ve Ms olarak adlandirilmigtir. Butiin muskarinik reseptorler G
proteinleri araciligiyla etki eden yedi transmembranal tipte reseptorlerdir.

- Muskarinik reseptor alttiplerinin cDNA’lar1 belirlenmis ve farmakolojik
olarak M;, M,, M3 ve M4 muskarinik reseptorler tanimlanmigtir. Ancak Ms gen
uriiniinin farmakolojik olarak tanimlanmis reseptorlerle arasindaki iligki
agiklanmayr beklemektedir (Ganong, 1999, Caulfield and Birosall, 1998;
Goodman and Gillman’s, 1996).

M, reseptorler, gangliyonlar ve gesitli salgi bezlerinde, beyinde 6grenrhe
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
hiicrelerinde de gangliyonik asirimi  saglayan yavag depolarizasyondan

sorumludurlar. Pirenzepin ve Telenzepin selektif antagonistleriyken, selektif
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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 dugimi, iletim sisteminde ve biitiin
muskarinik reseptor alttipleri gibi beyinde yer alir. Noroefektér kavsaklardaki
kolinerjik ve adrenerjik sinir uglarinda bulunan adrenalin ve noradrenalinin (NA)
salinimini inhibe eden presinaptik reseptorlerde birgok yerde M, reseptorlerinin
ozelliklerini gosterirler. Otonomik gangliyonlarda kolinerjik uglardan Ach
saliverilmesini frenleyen presinaptik otoreseptorler de M, reseptérlere benzer.
Kalpteki parasempatik kolinerjik uglarin otoreseptorii M; reseptorlerdir. Selektif
antagoniétleri tripitramindir, selektif agonistleri ise yoktur. (Kayaalp, 1998;
TUPHAR 1998)

M; reseptorler, farkli diiz kaslarda olduklari ileri strilmektedir.
Zamifenasin ve darifenasin gibi maddelerle yapilan ¢aligmalarda M; muskarinik
reseptorlerin varligi trakeada, ileum ve mesane diiz kasi gibi gesitli dokularda
belirlenmigtir. Ekzokrin salgi bezi hiicrelerinde  bulunurlar. Fékat beyin
noronlarindakilerin fonksiyonlar1 halen bilinmemektedir. Selektif antagonisti
darifenasindir. Selektif agonisti ise yoktur. (Kayaalp O., 1998, Caulfield and
Birosall, 1998 )

M, reseptorlerin, tavsan anakoksigeus kasinda histaminle kasilmis kasta
muskarinik agonistlerle gevsetilmesine aracilik ettifi gosterilmistir. Muskarinik
agonistler bu gevsemeyi inhibe eder. Otonomik gangliyonlarda ve oOnbeyinde
bulunmugtur. Selektif agonisti yoktur. Antagonisti ise PD102807 ve MT3’diir.
(Gross et al, 1997, Kayaalp,. 1998, TUPHAR, 1998)

Ms reseptorler, beyinde ve periferde mRNA’lar1 ve Ms proteinin
varligina dair kanitlar olmasina ragmen Ms reseptorlerin bulundugu dokularda
gostermek mimkiin olmamigtir. Ms reseptériinin karakterizasyonu hala
tamamlanmamigtir. Hentiz selektif bir agonist veya antagonist bildirilmemjstir
(Kayaalp, 1998, IUPHAR 1998). ‘

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

aracilig1 ile adenilil siklaz, K™ kanallar: veya fosfolipaz C ile eslesirler. M;, M3 ve



M; alttipleri Gyn1 tipi G proteinleriyle kenetlenirler. Gy tip G proteinler inositol
trifosfat (inositol-1,4,5-trifosfat=IP3) ve diagilgliserolii (DAG) aktive ederek etki
olustururlar. IP3, endoplazmik retikulumdaki Ca?* depolarindan intraseliiler Ca**
salimmini aktive ederek bu reseptorlerin sekresyon ve diuz kaslarin kasilma
cevabina aracilik ederler. DAG ise proteinkinaz-C’yi aktive eder.

M, ve My reseptorler farkli bir G proteine, Gi ve Go kenetlenirler. Bu grup
G proteinler, belirli hiicre tiplerinde voltaja-bagli Ca®* kanallari baskilayarak ve
reseptor-iletimli K™ kanallarin1 aktive ederek ve adenil siklazi inhibe ederek
etkiye aracilik ederler.

M, reseptorlerin aktivasyonu diiz kaslarda K* kondiiktanstni arttirarak
yada voltaja-bagli Ca** kanallarim 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 Kavsaklan

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

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

Sempatik  sinir  sisteminde, birinci siwra noronlarin  aksonlari
(pregangliyonik aksonlar) kisa, ikinci sira noronlarin aksonlan (postgangliyonik

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



pelviste urogenital sistem organlarinin yakminda 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 gosteren adrenal medulla,
embriyolojik yonden 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 icinde
adrenalin ve noradrenalini (NA), ATP (adenozin trifosfat), kromograninler,
enkefalinlerle kompleks yapmig bir gekilde icerirler. Kromafin - hiicrelerinin
icerdigi katekolaminin % 80’1 adrenalin ve % 19°u NA’ken, kiigiik miktarlarda
dopamin ve dopaminin NA’ne dontsiiminii saglayan dopamin -hidroksilaz gibi

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

2.1.2.2. Sempatik Sistem Norotansmitterleri ve Salinimi

Sempatik ve parasempatik sinir sisteminin presinaptik aksonlarindan
salinan norotransmitter asetilkolindir. Sempatik sistemin norofektor kavsaklarinda
ise impuls asirimint saglayan nérotransmitter noradrenalin’dir. NA, noroefektor
kavsaklarda, kavsak sonrasi membran tzerinde yerlesmis olan adrenerjik
reseptorleri aktive ederek impuls agirimini saglar. Adrenerjik reseptorlerin o ve 8
olmak tizere iki tipi, ayrica onlarin da gesitli alttipleri vardur.

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 salinir. ATP, noradrenerjik sinir uglarinda NA
depolanmasinda da rol almaktadir.

NA, adrenalin ve dopamin, hepsi katekol halkas: ve bir amin grubu
icerirler ve bu nedenle katekolaminler olarak adlandirilirlar. NA, santral ve
periferik sinir sisteminde 6nemli rol oynar ve yaygin olarak yer alir. Buna kargihik

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

NA’nin tirozinden sentezlendigini. 1939 da Blaschko ileri siirmiistiir.

NA’nin biyosentez basamaklar1 su sekildedir:

TH DO DBH
TIROZIN ——» DOPA ——» DOPAMIN ———5» NORADRENALIN

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

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

NA, adrenerjik sinir uglarinda 6zel vezikiller iginde depolanir. Bu
vezikiillerin bir kismi kiiglik bir kismu biyiik vezikillerdir. Kiigiik vezikiillerin
sayist daha fazladir ve NA daha ¢ok bu vezikiller igerisinde depolamir. Dort
molekil NA, bir molekil ATP ile kompleks yapmaktadir. Fonksiyonu
bilinmeyen kromogranin A adli protein ile de iligkilidirler. Adrenerjik sinir
uglarindaki buyiik vezikiillerde NA yaninda noropeptid Y ve diger peptidleride
icerdigi bazi sinirlerde gosterilmistir.

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

Katekolaminler, otonomik sinirler ve adrenal medulla hiicreierinden
ekzositozla salinirlar. Sinir ucunun depolarizasyonu, voltaja bagimli N tipi Ca*
kanallarim acarak ekstraseliiler Ca®* iyonu saliverilmeden sorumludur. Ca**

‘iyonunun sinir ucuna girmesi ve aktif noktalarda konsantrasyonunun hizla ve
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gegici bir slire artmast bir dizi 6zgiil proteinlerin, kinazlarla fosforilasyon sonucu
kaskad seklinde etkilesmeye yol agar ve ard arda gelisen, yanasma, hazirlama,
Ca®" baglanmasi, fiizyon ve porus olusumu olmak iizere bir dizi olay: meydana
getirir.

Sinaptik aralifa salinan NA’nin etkisinin sona erdirilmesinde en Gnemli
mekanizma sinir ucu tarafindan geri alinmasidir (re-uptake). NA’nin uptake’i,
adrenerjik sinir ucundan yapilan noronal uptake ve diger hiicreler tarafindan
yapilan ekstrandronal uptake olmak tizere iki sekilde olmaktadur.

NA’in, sinaptik aralifa salindiktan sonra postsinaptik reseptorlere ve
presinaptik reseptorlere baglanir. Presinaptik reseptorler yada otoreseptorler
norotransmitter salimumini inhibe ederler. Adrenerjik otoreseptorler oy tipindedir
ve NA salinimnt inhibe ederler.

Noronal uptake bir aktif transport olayidir. Bu olay: sitoplazma
membranina yerlesmis olan NA transportorii  yapar. Burada NA geri aliumi
adrenaline gore daha yiiksektir.

Ekstranoronal uptake ise bir ¢esit kolaylagtirilmig diftizyon ile gerceklegir.
Bu tip geri alimda adrenalin ve izoproteranole olan afinite, NA’e olandan daha
fazladir. |

NA’nin yikimi, sinapslar diizeyinde monoaminoksidaz (MAO) ve
katekol-O-metiltransferaz (KOMT) adli iki enzim tarafindan gergeklestirilir.
MAQO, noradrenalinin adrenerjik sinir ucunda yikilmasindan, KOMT ise
ektraseliller 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 siiperailesine
ait hiicre membran reseptorleridir. Adrenerjik reseptor ailesi, izole dokularda
yapilan farmakolojik ¢aligmalarla belirlendigi gibi o ve B-adrenerjik reseptorler
olmak tizere iki ana tipe ayrilir (Ahlquist, 1948, Docherty, 1998).

Bu siniflandirma o- ve B-adrenerjik reseptorlerin cesitli agonistlere olan

afinitesine bakilarak ilk kez 1948’de Ahlquist tarafindan yapilmistir. 1974’e kadar
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adrenerjik reseptdr smiflandirmasinda 6nemli bir gelisme olmamustir. Fakat
Brown ve Gillespie (1957)’nin o-adrenerjik reseptér antagonisti dibenamin ve
fenoksibenzaminin kedi dalagindan norotransmitter salmumini  arttirdigim
gosterdikleri ¢alisma ve 1934’de Bacq ve Frederico tarafindan yapilan benzer
gozlemler bu konudaki ilk g¢aligmalardir. Bu bulgular, noéronal NA
transportoriinin  blokajina bagh NA salmmimin potansiyeline gore agiklands,
fakat Starke ve arkadaglan (1971); o-adrenoseptdér antagonisti fentolaminin,
uptake blokajindan farkh bir yolla NA salinummmn stimilasyonunu arttirdigint
gosterdi. a- adrenoseptor agonisti ksilazin (Heise ef al., 1971) ve klonidinin
bulunmasindan sonra adrenerjik sinir terminallerinden stimiilasyon sonucu NA
salmmim azalttig bulunmugtur. Bu o- agonist ve antagonistlerin etkilerine sinir
terminallerinde yer alan o-adrenoseptorlerin aracilik ettifi agiktir ve bunlar
presinaptik reseptorler olarak adlandirildilar. 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 reseptor ailesinin tiyeleridirler (Bylund ef al.;1994).

Siflandirma gekil 2°de 6zetlenmistir (Zhong, and Minneman, 1999).

Adrenerjik Reseptor Ailesi

(4] | o2 P
(@12, O1b, O1d) (024, 021, O2c) B1, B2, B3
Gq/11 : Gi Gs
(Ca®™ arttirir) (adenilil siklazi inhibe eder)  (adenilil siklaz1 stimiile eder)

Sekil 2. 2. Adrenerjik reseptorlerin sematik simflandirmasi
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Ahlquist’in, adrenerjik reseptorleri o ve f olarak siniflandirmasindan sonra
elde edilen esas kanit parsiyel agonist dikloroizoprenalinin B-adrenerjik
reseptorlerin aracilik ettigi cevaplar antagonize ettiginin gosterilmesidir. Lands
ve caligma arkadaglarinin galigmalariyla 1967°de P adrenoseptorlerin iki alt tipi
oldugu sonucuna ulasildi. PB;-adrenoseptorler, kalp ve adipoz dokuda dominant
olarak bulunur, @ NA ve adrenaline esit miktarda duyarlidic. Oysa -
adrenoseptorler vaskiiler, uterus ve brongiyal diizkaslarin gevsemesinden
sorumludur ve NA’ne, adrenalinden daha az duyarlidirlar (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 siniflandirildilar. Boylece B-adrenerjik reseptor
ailesi Bl, B2 ve atipik Ps adrenerjik reseptorler olarak Ug¢ gruba ayrilmigtir
(Strosberg and Pietri-Rouxel, 1996). Ilave olarak, kardiak dokuda putative, atipik
olarak smiflandirilan Bs- adrenerjik reseptor alttipi tammlanmustir (Kauman,

1997).

o~Adrenerjik reseptor alttipleri; Katekolaminlerin farkli etkilerini ve
bunlarla ilgili sempatomimetik ajanlari anlamak, farkli tipteki adrenerjik
reseptorlerin ozelliklerini anlamakla mtmkiindiir. Bu reseptorlerin 6zelliklerinin
ve kontrol ettikleri biyokimyasal ve fizyolojik yolaklarin bilinmest,
katekolaminlerin cesitli organ sistemlerine olan degisik ve birbirinden farkh
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 tzere iki alt tipe ayrimugstir. Bu
anatomik smiflandirma o-adrenerjik reseptorlerin farmakolojik farkliliklarinin
tanimlanmasina neden olmustur. Farmakolojik olarak farkli oy-adrenoseptor
alttipleri i¢in ilk giicli kanit [3H]—prazosin’ ile sican beyin membraninda yapilan
caligmalarla ortaya konmugtur (Morrow and Creese, 1986).

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

bolgeleri a1a ve diger bolgeleri op olarak isimlendirdiler. Kloroetilklonidine
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duyarlt olmayan bolgelerin, WB4101 igin yiiksek afinite gosteren bolgelerle
iligkili oldugu gosterilmigtir. Selektiviteleri WB4101’den yiiksek olan o4 selektif
antagonistler belirlendi ve bunlar oua ve ajp-adrenerjik reseptor alttiplerinin
varligini kanitlamistir (Minneman ef al., 1988, Gros ef al., 1988, Boer ef al., 1989,
Zhong and Minneman, 1999).

Geligen radyoligand baglama ve molekiiler klonlama teknikleri sayesinde
en az U¢ oy-adrenerjik reseptor alttipi bulundugu belirlenmigtir. Daha once
belirtildigi gibi, oy-adrenerjik reseptor alttipt ozellikle WB4101 ve prazosinin
afiniteleri ve CEC’nin (kloroetilklonidin) o;s’yi inaktive edip o14’y1 etmemesi
temel alinarak o4 ve oyp olarak ayrilmigtir (Docherty, 1998). Bu smuflandirma
altinda sigan vas deferensindeki kasilmalara oja’nin, sican dalagindaki kasilma
cevaplarina ise o;p’nin aracilik ettigi belirlendi (Han, ef al., 1987).

oi-Adrenerjik reseptor alttiplerinden ilk olarak a;p alttipi hamster diz kas
hiicre kulttiriinden klonlanmigtir (Cotecchia ef al., 1988). Daha sonra klonlananlar
sigan o1a (Lomasney ef al., 1991), sigir o (Schwinn ef al.,1990) ve sigan olig
(Perez ef al., 1991) dir. Ancak 0. ve oug klonlarmin %99.8 aym tip oldugu
gosterilmistir. Simdi oya/ota klonlarimin yeni o- adrenerjik reseptor alttipi op
oldugu agiktir ve oic’nin o4 oldugu agikga gosterilmistir. Bu reseptor klonlari
TUPHAR tarafindan fonksiyonel olanlar ile kargilagtirarak gruplanmasi suretiyle
tekrar isimlendirilmistir (Docherty, 1998; Hieble and Ruffolo, 1996).

Selektif o;p—antagonisti BMY 7378 tamumlanmugtir ve sigan aortasinda
yiksek afiniteye sahip oldugu gosterilmigtir (Saussy ef al., 1994; Kenny ef al.,
1995). aq-klonuna 100 kat daha duyarli olan BMY 7378 kullanilarak o4-klonu,
o1 ve op ile karsilagtinlmigtir,. BMY 7378’in sigan aortasinda kompetitif bir
antagonizmaya sahip oldugu gosterilirken, sigan vas deferensinin epididimal
kismiyla, dalak ve insan prostatinda yapilan galigmalarda daha disiik afinite
gosterdigi belirlenmigtir (Fagura ef 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 gostermistir.
Degisik agonistlerin ve antagonistlerin o;-adrenoseptorlere afiniteleri Tablo-1 ve

2’de gosterilmistir.

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

MADDELER pKi Degerleri

(Agonistler) Ola Ol1b 014
adrenerjik
reseptor

(-)Noradrenalin 6.00 6.15 7.36

Methoxamine 5.22 4.01 4.92

Oxymetazoline 8.17 6.49 6.40

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

MADDELER pKi Degerleri
(Antagonistler) a Ol1b 01a
Alfuzosin 8.42 8.93 8.58
Prazosin 9.77 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 reseptdr siniflandirmalarindan biri
prazosin ic¢in diisik veya yiksek afinite gostermelerine gore yapilan aug ve oup
dir (Flavahan and Vanhoutte, 1986). Muramatsu ve arkadaglart (1990) bu
siniflandirmay1 daha ileri gotiirerek, kan damarlarinda prazosine, WB4101’e ve
HV723’e olan afinitelerini temel alarak o;m, oyn ve oy olarak ii¢ alt gruba
ayirmuglardir. oy, prazosine diigiik afinite gosterip HV723’e afinite gosteren bir

diger gruptur. og-adrenerjik reseptorleri prazosin igin yiiksek afiniteye sahiptirler
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ve oa, o ve ayp alt smiflaniyla eslestikleri gorilmektedir (Muramatsu, ef al.,
1995).

Bu simiflandirmanin 1s1ginda ve prazosine diigiik afinite esas alinarak,
tavsan aortunda, mezenterik ve karotid arterlerde, kobay aortunda, insan
prostatinda, sigan anokoksigeus kasinda, tavgan mesane boynunda, tavsan' ciltalts
rezistans arterlerinde ve kiigiilk mezenterik arterlerde oy —adrenerjik
reseptorlerinin  bulundugu bildirilmigtir. Fakat gimdiye kadar gen yapisi
belirlenememistir. Sigan vas deferensinde, hem endojen hem ekzojen NA
kasilmalarina aracilik eden a4’ya ilaveten o,g bulundugu rapor edilmigtir (Ford
et al., 1994; Docherty, 1998; TUPHAR 1998).

ol-Adrenerjik reseptor alt stmflandirmas: yeni bilgilerle tekrar yapildi.
Prazosine yiiksek afinite gosteren oy, klonlanip-tanimlanmig ve farmakolojileri
iyi bilinenler (oa, ous, oup) ve prazosine dugik afinite gosteren, hentiz

klonlanmamis olan o ~adrenoseptor alttipidir (Langer, 1999).

ou-adrenerjik reseptor

OL1E prazosine oLir prazosine
yiiksek afiniteli - distk afiniteli

{
1A OB OiD

Sekil 2.3 Bir diger o;-adrenerjik reseptor altsiniflandirmass

oy—Adrenerjik reseptor agonist ve antagonistleri; o;—Adrenerjik
reseptor altipleri icin ilaglarin (drug) afinite ve selektiviteleri, tanimlanmis olan
rekombinant alttiplerde radyoligand baglanma yontemi igin kompetitif olarak
belirlenmistir. o;-Adrenerjik reseptor selektif antagonisti prazosin prototipi olan
antagonistlerin ¢ogu bilinen Ui¢ oy—adrenerjik reseptor alttipleri arasinda ya az
yada hig selektivite gostermezler. Ancak gesitli ilaglarin, degisik derecelerdeki

seletiviteleri belirlenmigtir.
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oa—Adrenerjik reseptor selektif antagonistlerindeki gelismeler oldukga
basarihidir. Tk oy a—adrenerjik reseptor antagonisti olarak WB4101 belirlenmistir
(Zbong&Minneman,1999, Morrow and Creese, 1986). Bunu takiben 5-
metilurapidil (Gross ef al., 1988) ve (+)-niguldipine (Boer ef al., 1989) selektif
oya—adrenerjik reseptér antagonistleri olarak belirlenmistir. oy 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, o s—adrenerjik reseptor yiiksek selektivite gosterirken voltaja
bagh Ca® kanallarina dusiik afinite gosterir. Bu ilaglar genellikle oy ve oup
alttiplerine oranla diisiik afinite gosterirler. Bu oya—adrenerjik reseptor
antagonistlerinin bening prostatik hipertrofisinin tedavisinde 6nemli rolleri
olabilir. Orta dereceli oija—adrenerjik reseptor selektif antagonisti olan tamsulosin
bu amagla kullantma sunulmugtur (Wetzel er al, 1995, Foglar ef al., 1995,
Nagarathnam ef al., 1998, Zhong&Minneman, 1999).

oup ve oy a—adrenerjik reseptor igin selektif antagonistlerin bulunmas: daha
gic olmustur. CEC, oyg—adrenerjik reseptor selektif alkilleyici ajan olarak
belirlenmistir (Han ef al.,1987). CEC, oyp alttipine o;4’dan daha fazla afinite
gosterir. Ancak ayp alttipine ise benzer etki gosterdigi i¢in non-selektif olarak
adlandirilmistir (Robinson and Hudson 1998). TIPS-2000 Receptor & Ion channel
nomenclature supplement’ta oyp alttipi icin AHI1110A adli madde selektif
antagonist olarak belirtilmektedir.

ouyp igin orta dereceli kompetitif spiperon ve siklazosin gibi bazi
antagonistler rapor edilmigtir. Ancak, bu maddeler altsiniflandirma igin ¢ok az
ipucu vermektedir (Hancock, 1996, Zhong&Minneman, 1999).

" Ayrica, serotonin 5HT;s reseptor parsiyel agonistti BMY 7378 oa—
adrenerjik reseptor alttipi igin selektif antagonist oldugu gosterilmistir. Bu madde
aip alttipine a4 ve ayp’den 100 kez daha fazla afinite gostermektedir. Ayrica bu

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

Agonistlerin afinitelerinin ve selektivitelerinin radyoligand baglama ve
fonkstyonel c¢aligmalarla belirlenmesi antagonistlere gore zor olmugtur.
Oksimetazolin, yapilan radyoligand baglanma caligmalarinda o;’ya oyp ve
oyp’den daha fazla afinite gostermistir (Minneman ef al., 1988, Hancock, 1996).

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

Calismalar NA ve adrenalinin her {i¢ oja—adrenerjik reseptor alttipini
benzer potansiyelde aktive etmektedir. Fakat yapay agonistler alttiirler arasinda

onemli selektiviteler gostermistir (Zhong & Minneman, 1999).

oi—Adrenerjik  reseptorlerin  sinyal iletim = mekanizmalari;
oy—Adrenerjik  reseptor stimiilasyonu en azindan dort efektor sistemin
regulasyonuna neden olur. Bu sinyal iletim mekanizmalarinin ilki G proteinleridir.
oy—Adrenerjik reseptoérler G proteinlerinin Gy familyasina  baglanarak
fosfolipaz-C aracilig1 ile IP3 ve DAG olusumunu aktive ederler.

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

o;—Adrenerjik reseptorlerin cevaplarina G proteinleri (Gy11) aracilik eder.
Biitin alttipler fosfolipaz-C ile baglanir. Fosfolipaz-C nin aktivasyonuyla hiicre
membranina bagli polifosfoinozitidlerin hidrolizi sonucu inozitol 1, 4, 5-trifosfat
(IP5) ve diagilgliserol (DAG) ikinci habercilerin olugumuna yo!l agar.

Gg11 familyas: dort o—alt tinitesi igerir. Cogu hiicrede bir arada bulunan o,
ve o alt tiniteleri ile daha sinirh dagilum gosteren o4 ve o6 alt niteleridir. Ug

ay-adrenerjik reseptor alt tiplerinin hepsi aq ve o tizerinden fosfolipaz-C ile
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baglanabilir. Sadece a4 ve aup alttipleri o4 ile birlesir ve sadece aup adrenerjik
reseptor alt tipi o¢ ile eslesir (Wu et al., 1992).

Ayrica her ti¢ al—adrenerjik reseptér alttipi Gq ve Gy ile kenetlenebilirler
(Wise et al,, 1995). DAG, potent bir proteinkinaz-C aktivatorityken, IPs bir
spesifik reseptor aracilifiyla intraseliller depolardan Ca®" salmumm stimiile eder.
Diiz kaslarin pek gogunda intraseliller Ca®* konsantrasyonunun artmast, miyozin
hafif zincir kinaza bagh kalmodilin gibi Ca®* duyarh kinazlarn aktivasyonunu
saglar. Gerilimin gelismesiyle baglantit olarak miyozin hafif zincirin
fosforilasyonunun sonucunda kasimayla sonuglamir (Goodman&Gillman’s,

1996).
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Sekil 2. 4. o;—Adrenerjik reseptorlerin sinyal iletim mekanizmalar
IPs: Inositol trifosfat, DAG: Diagilgliseroli, PLC: Fosfolipaz-C,
PKC: Proteinkinaz-C, PIP,: Fosfoinositol-2-fosfat

Fosfolipaz-C, IP; ve DAG’i olusturduktan sonra IP3; endoplazmik
retikuluma sizar ve buradan Ca®“’un sitoplazma igerisine salnmasmu tetikler.
DAG ise proteinkinaz-C’yi aktive eder, proteinkinaz ise iyon kanallari, pompalar
ve iyon-degigim proteinleri (Ca®’-ATPaz) gibi membran proteinlerinide igeren
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pekcok substrat1 fosforile ederek hiicre cevabini olusturmaktir. Bu etkiler,
muhtemelen cesitli iyon degisimlerini diizenlemektedir. Bu bilgilerden yola
cikilarak, Ca®" kanallarim dihidropridinlerle bloke ederek yada ekstraseliiler
Ca*"un hiicre igine girisini engelleyerek, izole vaskiiler diiz kaslarda veya
hepatositlerdeki Ca?" girisine o;2’min aracilik ettigi kasilma cevabinin inhibe
edildigi bulundu (Minneman, 1988; Goodman&Gillman’s, 1996).

Bu ¢aligmalar esas alinarak o-adrenerjik reseptorlerin voltaja bagli Ca®*
kanallar1 araciligiyla fosfolipaz-C/IP; mekanizmasi tUzerinden cevaplarin
olugturdugu ileri strilmigtir (Minneman, 1988).

Cok gesitli sinyal yolaklarinin o-adrenerjik reseptorler tarafindan aktive
edildigi bilinmektedir. Daha 6ncede belirtildigi gibi bunlar Ca®" girisi, arakidonik
asit salimmi ve fosfolipaz-D aktivasyonudur. Belirli o;-adrenerjik reseptor alt
tiplerinin farmakolojik olarak varliginin kabul edilmesinden sonra 1987 Han ef al.
oL14 alt tiiriiniin diiz kastaki voltaja-bagli Ca®* kanalina selektif olarak baglandigim
ileri sirdi. Ancak daha sonraki ¢aligmalar bu tiir cevaplarin sadece tek bir oy-
adrenerjik reseptor alt tipine 6zgli olamayacagint gosterdi. oj-adrenerjik reseptor
aktivasyonunu takiben Ca®* girisindeki mekanizmalari halen agiklanamamigtir
(Zhong&Minneman, 1999).

Diger sinyal yolaklarinada oy-adrenerjik reseptorler tarafindan aktive
edildigi gosterilmigtir. Bunlardan fosfolipaz-A,’nin  o;-adrenerjik  reseptor
stimiilasyonu, bioaktif prostaglandinler ve l6kotrienlerin yolaginda siklooksijenaz
ve lipoksijenaz araciligi ile metabolize edilen serbest arasidonatin salinimina
neden oldugu memeli COS-hiicre kiiltiriinde gosterilmistir (Zhong&Minneman,
1999, Perez ef al., 1993).

o;-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 gosterilmistir (Ruan ef al., 1998, Perez ef al., 1993).

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

edilir. Son c¢aligmalar fosfolipaz-D’nin, ADP-ribozilleyici faktor igin efektor
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oldugunu ve membrandan iyon girig-gikiginda (trafficking) rol oynayabilecegi

gosterilmistir (Goodman&Gillman’s, 1996).

ox-Adrenerjik reseptorler ve alttipleri; Adrenerjik reseptorlerin en ¢ok
incelenen bir dier grubu op-adrenerjik reseptorlerdir. Ilk o-adrenerjik reseptor
siniflandirilmasi bir seri agonist ve antagonistin presinaptik ve postsinaptik o-
adrenerjik reseptorler tizerine farkli etkilerinin olmasi o-adrenerjik reseptor
altsiniflandirmasinin  o-postsnaptik ve op-presnaptik olarak yapilmasma yol
agmugtir (Langer, 1974, Docherty, 1998). o,-Adrenerjik reseptorler santral ve
periferik sinir sisteminde inhibitér rol oynadiklar: pre ve postsinaptik néronlarda
yer alirlar (French, 1995). oy-adrenerjik reseptorler molekijlef klonlama ve
radyoligand baglanma yontemleriyle ona, O ve dac alttiplerine ayrilmigtir
(Lorenz et al., 1990, Bylund,1992).

Sigan agp-adrenerjik reseptorii, insan apa-adrenerjik reseptor ile ortolog
turdir. Bu iki reseptoriin birbirinden farkli olmadigi kabul edildi (Lanier ef
al.,1991, Harrison ef al, 1991, Simmoneaux et al, 1991). opp-Adrenerjik
reseptor, oksimetazoline diigtik afinite gostermistir ve insandan klonlanmigtir
(Weinshank, ef al., 1990).

Daha yakin bir zamanda , \i¢lincii o-adrenerjik reseptor alttipi olan otzc-
adrenerjik reseptoriinin varlig: ileri strildi (Bylund, 1988). Bu alttip OK (keseli
sican) hiicre kiiltirlerinde belirlendi (Murphy and Bylund, 1988) ve insan
retinoblastoma Y79 hiicre kaltiirlerinde benzer farmakolojik karakteristikler
bulunmugtur (Gleason and Hieble, 1992).

oc-Adrenerjik reseptor alttipi insan bobreginden klonlanmigtir (Regan, ef
al., 1988). Bu alttip, opp-alttipi gibi prazosine ve ARC239, spiroksatrine oranla
yitksek afinite gosterirken oksimetazoline disik afinite gostermesiyle
farmakolojik olarak opp’den ayrilir. Ancak rauwolsine daha yiiksek afinite
gosterir.

Dérdiincii alttip olarak ileri siirillen ogp-adrenerjik reseptér ile ortolog
oldugu anlagilan, sigir pincal, sigan submaksillar bezinde ve sigan pankreatik ada

hiicre tiimorlerinden hazirlanan RINmSF hiicrelerinde bulunmustur. Bu alttip [’H]
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rauwolsine diger alttiplerden daha diisiik, oa gibi prazosin, sproksatrine ve
ARC2397a da dugik afinite gostermektedir (Simonneaux ef al., 1991, Michel et
al., 1989).

Sonra, az-adrenerjik reseptor’lerin postsinaptik olarak da konumlandigina
dair kanitlar bulunmaya bagland: ve op-adrenerjik reseptérlerin vaskiler diiz
kaslarda vazonstriktér aracilik ettigi gosterildi (Drew and Whiting, 1979,
Docherty and McGrath, 1980).

o-adrenerjik reseptor selektif antagonisti olan prazosinin farkli afiniteleri
temel alinarak yapilan radyoligonal baglanma caligmalan ilk olarak iki farkli o-
adrenerjik reseptor alttipinin varhi@mi ortaya koymustur. Insan platelet hiicre
reseptorlerinde prozasine diigiik afinite gosteren oza ve prazosine yiksek afinite
‘gosteren yenidoBan sigan akcigerinde ozp-alttipi belirlendi. (Chemng, ef al, 1982
Ruffolo ef al., 1991).

oza-alttipi insan trombositleri diginda HT29-hiicre kiiltiirlerinde, opp-
alttipinde neonatal (yenidogan) sigan akcigeri diginda NG108-hiicre kiltiirlerinde
gosterilmigtir (Bylund, 1988, Bylund, e al, 1988, Remaury and Paris, 1992,
Bylund, et al, 1994). ayp-adrenerjik reseptor alttipi rattan klonlanmigtir (Lanier, ez

al., 1991, TUPHAR).

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

opx-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 belirtilmistic (IUPHAR, Kayaalp, 1988)
Antagonisti olarak ise BRL444408 ve BRL48962 belirtilmistir (Beely, ef al.,
1995, Young, ef al., 1989).

opa-Adrenerjik  reseptériin  yohimbine olan afinitesi karakteristiktir

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

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

oiac-Adrenerjik reseptor alttipi prazosin igin yiiksek, oksimetazolin igin ise
digtik éﬁnite gosterir. Radyoligand baglanma ¢aligmalarinda antagonist MK912,
opc-adrenerjik reseptér alttipine parsiyel selektivite gostermigstic (Uhlen, ef al.,
1992, Uhlen, ef al., 1997).

Rauwolsin, apc-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 reseptor alttiplerinin bir dokuda var olup
olmadigim  belirlemek  igin  radyoligand  baglanma  caligmalarinda
kullanilabilmesine ragmen, selektiviteleri bu reseptorlerin  fonksiyonu ve

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

oz-Adrenerjik reseptorlerin sinyal iletim mekanizmalar; oz-adrenerjik
reseptor de oy-adrenerjik reseptorler gibi G proteiniyle kenetlenen reseptor
ailesine aittir. Onlarin fonksiyonlarina Gi/Go’nun dahi! oldugu G proteinleri
aracilik eder. Butiin 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 uretilir ve fosfodiesteraz enzimi
aracihigl ile inaktif olan 5'-AMP’a cevrilir. cAMP, proteinkinaz-C gibi proteinlerin
fosforilasyonunu katalize eden, bunlarin yerlerini degistirerek aktivitelerinde
degisiklik yapan proteinkinaz-A’y1 aktive eder.

Stimiilator bir reseptore uygun ligand baglandiginda Gs proteininin o alt
birimi adenilat siklazi uyarir, inhibitor bir reseptére uygun ligand baglandiginda
Gr'nin o altbirimi adenilat siklazi inhibe eder (Robinson and Hudson, 1998;

Ganong, 1999).
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Bitiin alttipler adenilat siklaz: inhibe ederek cAMP iiretimini azaltarak
inhibisyon olustururlar. Ayrica o-adrenerjik reseptorlerin Ca* girisini uyarmast,
K" kanallarinin aktivasyonu, fosfolipaz-A; ve NA'/H" alig-verisiyle (exchange)
iligkili olduguna dair kanitlar vardir (Katzung, 1997, Robinson and Hudson,
1998).

o-Adrenerjik reseptorler, G-proteine bagh calisan K kanallarini aktive
ederek membran hiperpolarizasyonuna neden olur. Bazt durumlarda (miyenterik
plexustaki kolinerjik néronlar gibi) bu Ca?*'a baglt olabilir, oysa diger durumlarda
(atrial miyositlerdeki muskarinik asetilkolin reseptorleri gibi) Ca®* bagl degildir
ve dogrudan G-proteini araciliiyla K* kanallarina bagli reseptorlerle kenetlenir.

op-adrenerjik reseptorler Gy proteinleri ara0111g1yia voltaja-bagh Ca®*
kanallarini inhibe edebilmektedir.

Diger ikinci haberci sistemler, op-adrenerjik reseptorlerin aktive ettigi
NA'/H' alig-veriginin (exchange) hizlandirilmasi, fosfolipaz-C-B, aktivitesinin
uyarilmasi ve arakidonik asid mobilizasyonu, polifosfoinozitid fosforilasyonunun
hizlandirilmast ve intraseliiler Ca*”un arttrlmasidir (Goodman and Gillman’s,
1996).

op-adrenerjik reseptorler pre- ve postsinaptik olmak tizere anatomik
olarakta simflandirilouglardir  (Docherty, 1988). Presnaptik op-adrenerjik
reseptorler ya Ca®* kanallaniu (N veya P/Q) inhibe ederek, ya presnaptik K
kanallarini  aktive ederek ya da dogrudan Veiikul salan aparatusun
komponentlerini modiile ederek presnaptik inhibisyon olustururlar (Miller, 1988).

Postsinaptik o,-adrenerjik reseptorlerin aracilik ettigi kasilmalara ise hiicre
icinde Ca** akisinin (influx) artmasi, muhtemelen voltaja bagli Ca** kanallar
aktive olur ve pertusis toksine duyarlt G proteinleri aracilik etmektedir. o-
adrenerjik reseptorlerin aksine o-adrenerjik reseptorler fosfolipaz-C ile
kenetlenmezler bunun yerine bazi hiicrelerde fosfolipaz-A2 ile kenetlenebilirler

(Parkinson et al., 1995; Docherty, 1988).

o; ve dz-Adrenerjik reseptorlerin dagihm; oy 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 aldiklan bilinmektedir (Kayaalp,
1990; Docherty, 1998).

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

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

oya-Adrenerjik reseptorlerin, beyin, prostat, vas deferens, kalp ve kan
damarlarinda dagilim gosterdigi ve bu dokularda diz kas ve miyokardial
kasilmalara aracilik ettikleri bilinmektedir (IUPHAR). Sigan karacigerinde
¢ogunlukla (predominantly) o alttipi gorilirken, insan karacierinde op-
adrenerjik reseptor alttipi bulunmaktadir (Zhong and Minneman 1999; Rokosh,. ef
al., 1994; Price, ef al., 1994).

oyp-Adrenerjik reseptor alttipl 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 o4 alttipiyle beraber goriilmektedir (Tehg, ef
al., 1994; Zhong and Minneman, 1999, IUPHAR, 1998).

op-Adrenerjik reseptor alttipi ise sigan aortasinda, beyinde ve diger
biiyiik damar yataklarinda bulunmakta ve diiz kas kasilmalarina- aracilik
etmektedir (Zhong and Minneman, 1999; ITUPHAR, 1988).

Sican mezenterik arter ve pulmoner arterde de oupler gogunluktadir
(Hussain and Marshall, 1997), sican renal arterinde o a‘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 reseptorler, santral ve preferik sinir sisteminde inhibitor rol
oynadiklari pre- ve postsinaptik noéronlarda yer alirlar. Farkli reseptorlerin
anatomik yerlerine gore rollerini belirlemek i¢in yapilan fonksiyonel ¢aligmalar,
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 reseptorler, santral sinir sisteminde nonadrenerjik  sinir
terminallerindeki otoreseptorler ve diSer sinir terminallerinde bulunan
heteroreseptorler aractligiyla norotransmitler salimminin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynarlar. Bu reseptorlerin NA ve serotonin saliumumin diizenlenmesindeki
onemi, depresyon tedavisinde kullanilan idazoksan gibi op-antagonistlerin
aragtirillip-gelistirilmesi ile sonuglanmigtir (Robinson and Hudson, 1998).

oiza-adrenerjik reseptor alttipi insan trombositlerinde (prazosine diigiik
afinite) opp-alttipi ise yenidogan (neonatal) sigan akcigerinde (prazosine yiksek
afinite gosterir) belirlenmistir (Bylund et al, 1994).

Trombositlerin yanisira opa-alttipi, insan beyninde, omuriliginde ve
adipoz dokusunda yer aluken , sigan beyninde, dalaginda, aortasinda ve
bobreklerinde de bulunmaktadir (Van der Graaf, ef al., 1996, IUPHAR).
opa-adrenerjik reseptorlerin santral hipotansiyona aracilik ettigi, o,p-adrenerjik
reseptorlerin ise periferal basing cevabina aracilik ettigi “knock-out fareler”
kullamlarak gosterilmistir (MacMillan,. ef al., 1996; Link, ef al., 1996).

Non-mutant farelerde, o,-adrenerjik reseptor agonisti deksmedetomidin
o-alttipinden yoksun'mutan‘t farelerde antinosiseptif (Stone ef al., 1997), sedatif
ve hipotermik etkilere yol agan, fakat o ve onc knock-out farelerde
deksmedetomidinin etkilerinden nispeten etkilenmemistir (Hunter ef al., 1997,
Docherty, 1998).

opa-mutant farelerde, morfinin analjezik etkisi azalmugtir (Stone ef al.,
1997). oc-adrenerjik  reseptoriin  hipotermik etkiye aracilik edebilecegi
belirtilmektedir (Sallinen, J. et al. 1997)

Vaskiilar diiz kaslarin kontraksiyonu, adipoz dokusunda bulunan oi-

adrenerjik reseptorler Uzerinden olusan lipoliz inhibisyonu ve sempatik

27



gangliyonlarda  hiperpolarizasyonu, op-adrenerjik reseptorlerin  periferik

etkilerindendir (Robinson and Hudson, 1998).

B-Adrenerjik Reseptorler ve Alttipleri; Lands ve arkadaglari 1967 ‘de
bir seri endojen ve sentetik agonistlerin etki giiglerini temel alarak [-adrenerjik
reseptorleri 1 ve B, olmak tizere iki alt gruba ayirdilar (Bylund ef al., 1994).
Kuglara ait fB-adrenerjik reseptorler tizerinde yépﬂan caligmalar Ozellikle hindi
eritrositlerinde, memeli [B-adrenerjik reseptorleri ile kargilagtirldiginda
benzerliklerin yam sira 6nemli farkliliklar da gostermektedir. Yillarca toplanan
kanitlar, bilinen ve kullamlan B-antagonistlere duyarsiz bir -adrenerjik reseptor
alttipinin varligini gostermektedir. “Atipik [B-adrenerjik reseptér” olarak
adlandirilan bu reseptor, selektif agonistlerin belirlenmesiyle [s-adrenerjik
reseptor olarak tammlanmigstir (Neve, ef al., 1986; Bylund et al, 1994).

B-ve Po-adrenerjik reseptorlerin arasindaki birincil fark katekolaminlere
gosterdikleri etki kuvvetleridir. f;-adrenerjik reseptorler NA ve adrenaline esit
etki giicii gosterirken, B;-adrenerjik reseptorler adrenaline NA’e gore 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
gelistirilmigtir. f;-adrenerjik reseptorlerin selektif antagonistleri; metoprolol,
praktolol, atenolol, betaksolol, CGP20712A ve [3,-adrenerjik reseptorlerin selektif
antagonistleri butoksamin ve ICI118551, P,-adrenerjik reseptorler igin selektif
sentetik agonistleri (Or; Terbutalin, salbutamol, salmeterol, zinterol) bulunmustur
Fakat [3;-adrenerjik reseptdr agonistleri (Or_; denopamin, RO 363, ksarﬁoterol)
daha sonra belirlenmistir. Bs-adrenerjik reseptorler igin de selektif agonist (Or;
BRL 37344, CGP 12177) ve antagonistler (SR59230A) belirlenmistir (IUPHAR,
Katzung 1998, ef al., 1994)

Farmakolojik kanitlar, gesitli tirrlerin kardiyak dokusunda dordiinci bir -
adrenerjik reseptoriin varligini isaret etmektedir. Ps-adrenerjik reseptor olarak

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

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

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

Bs-adrenerjik reseptor igin belirtilen selektif agonistler BRL 37344,
CGP12177, CL316243, selektif antagonisti ise SR59230A’d1r.

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

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

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

Ca®" akigim arttirir ve hiicre igerisinde birikir.
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B2 ve Bs-adrenerjik reseptor 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 Fonksiyonlary; ; ve ;-
adrenerjik reseptorlerin in situ hibridizasyon yontemleri kullanilarak santral sinir
sisteminde farkli 6rneklerde dagilima (pattern) sahip oldugu belirlenmigtir
(Nicholas, ef al,1996).

Bi—adrenerjik reseptorler buyilk oranda striatum da bulunurlar ve
Huntington koresinde bu reseptorlerin ¢ok sayida selektif bir sekilde azalamalari
aragtirilmaktadir (Robinson and Hudson, 1998; Waeber et al., 1991).

[B-adrenerjik reseptorler hiicre yizeyinde uyarildiktan sonra Gs araciligi 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 gliciinii ve hizim
arttirir.  Proteinkinaz-A miyokardda fosforilaz kinazi aktive ederek inaktif
fosforilaz-b’yi aktif fosforilaz-a’ya doniistiriir. Bj-adrenerjik reseptorlerin
aktivasyonu sonucu renin salinimi uyarilir, koroner arterler ve gastrointestinal diiz
kaslarda gevseme goriliir (Bylund ef al. 1994; Robinson and Hudson, 1998,
Kayaalp 1990).

B2-adrenerjik reseptor ise solunum yollari, uterus ve pek¢ok damarda
olmak iizere diiz kaslarda gevseme cevabina aracilik etmektedir. Ayrica sempatik
sinir terminallerinden NA salinimini diizenleyen B-adrenerjik reseptorler de .-
adrenerjik reseptorlerin karakteristik ozelliklerini gostermektedir (Bylund ef 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 yamsira PBs-adrenerjik reseptor, pankreasin endokrin hiicrelerinden

insiilin salimimini uyardigina, iskelet kaslarinda glikojen sentezini arttirdiina ait
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kanitlar bulunmaktadir. Bu 6zelliklerinden faydalanilarak Bs-adrenerjik reseptor
agonistleri obezite tedavisinde kullanilabilmektedir ( Kaumann, 1997; Kayaalp,
1998; Bylund ef al., 1994; Robinson and Hudson, 1998).

Bs-adrenerjik reseptor alttipin varhigt ise kalpte miyokard ve sinoatriyal
digiimde gosterilmistir (Kayaalp 1998). Insan yag dokusu hiicrelerinde Bs-
adrenerjik reseptorler, CGP12177’nin lipolitik etkilerine aracilik eder. Oysa sican
yag dokusunda Bs—ve Bs-adrenerjik reseptor tipleri bir arada bulunur (Gallitzky, ef
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 Basinct Transducer (Ugo Basil, Italy, cat. 7016)
Su banyosu

Kronometre

Cerrahi Malzemeler

NaCl (Merck)

NaHCO3; (Merck)

MgS04.7H,0 (Merck)

KH,PO,; (Merck)

KCL (Merck)

CaCl (Merck)

Glukoz (Merck)

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

Noradrenalin (Sigma)

Prazosin (Sigma)

Propranolol (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 oldiiriildiikten sonra, aorta,
vas deferens, dalak ve ileum izole edilerek 37°C’de, %5 CO, ve %95 O, ile
gazlandinimis Krebs-Henseleit fizyolojik ¢ozeltisi (NaCl 112mM, KCL 5.9,
MgCl; 1.2, CaCl, 2, NaHCO; 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

varhginda tekrarlandi.

Sican Aorta

Albino siganlardan torasik aorta alindi. 3-5mm uzunlugunda alinan sigan
izole aorta endotelinden arindirmak icin hassas bir gekil 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 yikand. Aort endotelinin tamamen temizlendiginden
emin olmak icin doku 10pM 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 ti¢ farkli dozda
(107, 5x10°, 10*M) kullamldi. Bu tastromin dozlarnmn varligimda NA ve KCI
cevaplant alindi. ojp-adrenerjik reseptor antagonisti BMY 7378, literatiirde
belirtilen 10° ve 10"M konsantrasyonlarda kullanild. BMY 7378 organa
verildikten 30 dakika sonra NA doz cevaplan alind: (Aboud, et al., 1993, Fagura,
etal., 1997).

Vas deferens
Erkek albino siganlardan biitiin (whole) vas deferens aliip 0.5g gerilim
altinda izotonik olarak asildi. Kontrol olarak NA ve KCI kullamuld:. Tastrominin

yukanida belirtilen dozlan varhiginda NA ve KCl cevaplant yinelendi. oa-
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adrenerjik reseptér antagonisti oldugu bilinen WB4101 kullamldi. Literatiirde
belirtilen 10° ve 10”M dozlar kullamldi Belirtilen WB4101 dozlan
uygulandiktan 30 dakika sonra NA doz-cevabi tekrarlandi (Burt, et al., 1995,
Aboud, et al., 1993).

Dalak

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

Organ pargalant asildiktan sonra 15 dakika ara ile yikanarak bir saat
inkiibasyona birakildi. Daha sonra, deneylere ve segilen organa uygun olarak
belirlenen alfa adrenerjik reseptor agonisti NA ve bir diger kontrol olarak KCl ile
doz-cevap egrisi ¢ikarildl. Her madde uygulamasindan sonra organ pargalari
yikamp 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra aym doz cevap egrileri tastromin
varliginda alindi. Deneyler tastrominin ii¢ degisik dozuyla tekrarland:.

| oup-adrenerjik reseptor antagonisti oldugu bilinen CEC 10 ve 10™*M
dozlarda kullamldi. Literatire gore organ CEC’ne 40 dakika siresince maruz
birakildiktan sonra NA doz-cevabi alindi. Ayrica tastrominin dalak iizerindeki
kastiric etkileri nedeniyle tastromin doz-cevap egrisi (5x10°%, 107, 5x10°, 107
5x10™ 10°M tastromin dozlan kullanilarak) ¢ikarld: (Burt, ef al., 1995, Eltze,
1996).

Ileum

Sigan ileum galigmalaninda aliman parga 1g gerilim altinda izotonik olarak
asildi. Kontrol olarak Ach ve KCl cevaplan alindi. Bu cevaplar tastrominin daha

once belirtilen i¢ dozu varliginda tekrarlandi.

3.2.2. In vivo Deneyler
3.2.2.1. Kan Basmci Deneyleri:

Her iki cinsten albino siganlar almup %20’lik Uretan ile anesteziye
edildiler. Anesteziye edilen deney hayvanlanmin carotid arter ve jugular venleri
PE-100 polietilen kateter araciligiyla kaniile edildi. Arter basmnci transducer
aracihi@ ile kaydediciye aktanlarak kagida yazdmmldi. Operasyon tamamlandiktan

sonra en az bir saat deney hayvamnin stabilizasyonu igin beklendi. Operasyon
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baslangicinda koagulasyonu oOnlemek amaciyla %0.9 NaCl igerisinde 100iw/L
heparin intravendz olarak uygulandi. Stabilizasyon siiresi tamamlamnca Once
tastrominin ti¢ degisik dozu (1.25x107, 1.25x10? ve 6.25x10 mg/kg) verilerek
hayvamin kan basincindaki defigmeler yaziciya kaydedildi (The Staff of
Edinburgh).

3.2.2.2. Analjezi Deneyleri

Analjezi testi icin albino 25-30g a@irhginda fareler kullanildi. Daha
onceden tanimlanmig yontemler esas alinarak yapildi. Farelerde énce , ‘tail-flick’
sonra ‘tail-immersion’ testi uygulandi (D’Amour, et al, 1941, Scmauss, et al,
1984, Aydun, S., et al, 1998)

Bu test igin beg hayvandan olugan gruplar hazirlandi. Ilk énce gruba 0.1ml
%0.9’luk serum fizyolojik verildi ve kontrol degerleri alindi. Daha sonra
tastrominin 100, 200 ve 400mg/kg’lik dozlan 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 hayvanlann agn olugumuna cevap verme siireleri
olgiildii. “Tail-immersion’ testinde ise farelerin kuyruklan 52°C sicakliktaki suya

sokuldu ve reaksiyon zamanlan 6lgildi.

3.2.2.3. Akut Toksisite Deneyleri

Akut toksisite deneyleri igin her bir grupta tiger adet Swiss albino fareden
olusan ti¢ ayr1 grup kullamldi. Tastrominin G¢ ayrnt dozu farelere 0.1ml olarak
enjekte edildi ve hayvanlar 48 saat gozlem altinda tutuldu.

Birinci gruba; 100mg/kg, ikinci gruba 200mg/kg, tigiincii 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 deZerler, tek tek deneysel verilerin
aritmetik ortalamasidir. Aynica bu ortalamanin standart hatast hesaplanmg ve bu

grafiklerde hata bar olarak ve tablolarda + deger bigciminde gosterilmigtir. Her bir
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deneyde kullamlan hayvan sayisi “n“ olarak belirtilmistir. Kontroller ve test
maddesi uygulanan hayvanlar arasinda gorillen farkliiklar Student t-testi ve
varyans analizi uygulanarak istatistiksel agidan karglastinilmustir. Farkli dozlara
karst alinan yamtlarin doza bagimlilik derecelerini saptamak icin lineer regresyon
analizi uygulanmugtir. Agonist afinite konstant: (pD2) nonkompetitif antagonist
afinite konstanti(pD’;)ve kompetitif antagonist afinite konstanti (pA;) asagida
verilen formiillere gore hesaplandi (Ariens and Van Rossum, 1957; Arunlakshana
and Schild, 1959). Schild egimi ise artan safa kaymalar kaybolup maksimumlar

diistia i¢in hesaplanamadi.

Agonist afinite konstantt:

pD2=-log [ECs0]

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

Non-kompetitif antagonist afinite konstanti:

pD>=pD'x + Log [EAm/EABm—l]

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

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

Eapm: Belli bir konsantrasyonda antagonist varliginda agonist ile elde

edilen maksimum yamt.

Kompetitif antagonist afinite konstant:

pA;=pA,+1og [Cam/ Capm—1]

pAy: Agonistin ¢ift birim olan bir dozunun etkisini tek birimdeki etkisine
diisirmek icin gerekli antagonist molar konsantrasyoﬁunun ) 10gafitmas1d1r. Bu
deneysel olarak bulundu. |

Cam: Ortamda antagonist yokken maksimum yamti veren agonist molar

konsantrasyonudur.
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Cabm: Ortamda pAy’i belirleyen konsantrasyonda antagonist varken

maksimum yamiti veren agonist molar derigimidir.

Deney sonuglan ve elde edilen tiim verilerin istatistik analizi i¢in IBM
bilgisayarda isletilen ve BASIC programlama dilinde yazilnms bir hesaplama
programu kullamldi. Tezde kullamlan grafikler Excel programinda ¢izildi.
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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 KCl kullanildi ve bu agonistlere karsi
doza bagimli kontraktil yanitlar elde edildi. Her iki agonist i¢in hesaplanmig olan
agonist afinite konstantlar: tablo 4.1°de verilmigtir. Sigan torasik aortasi lizerinde
yapilan deneylerde tastrominin NA ve KCl doz-cevaplarini etkiledigi gozlendi
(Sekil 4.1 ve 4.2). Bu inhibisyonlara iligkin antagonist afinite konstantlar1 tablo
4.2’de verilmigtir. Normal Krebs kullanilarak yapilan deneylerle propranolol ve
desipramin ilave edilmis Krebs ¢ozeltisi ile yapilan deneyler arasinda anlamli bir
farklilik gorilmedi (Sekil 4.3). Her iki deneysel durum icin agonist (NA) afinite
konstantlari sekil 4.3’de yer almaktadir. 10°-10*M konsantrasyon araliginda
tastrominin aortadaki NA ve cevaplari Gzerindeki etkisi doza bagumli bir gekilde
ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 4.1 ve 4.2). Propranolol ve desipramin ilave edilmig
Krebs ortaminda tastrominin NA karsi antagonistik etkisi degiskenlik
gostermemektedir (Sekil 4.4). Spesifik ojp-adrenerjik reseptor antagonisti BMY
7378 gibi, tastromin de sigan aortu NA yanitlarini inhibe etmektedir (Sekil 4.5).
Ancak tastromin ve BMY 7378’in esit konsantrasyonlarda NA vyanitlari
tizerindeki inhibitor etki siddeti aym goziikkmemektedir (Sekil 4.1, 4.5 ve Tablo
4.4). Ustelik BMY 7378 NA egrisini paralel bir bigimde saga kaydirmaktadir
(Sekil 4.5). Tastrominin 10°M konsantrasyonda gosterdigi etki BMY 7378’in
10"M ’da gosterdigi etkiye kismen benzemektedir (Sekil 4.1 ve 4.5). Tastromin
10™*M konsantrasyonda ise NA cevaplarimi (propranolol+desipramin varliginda ve
yoklugunda) oldukca distirmektedir (Sekil 4.1 ve 4.4). Ancak tastrominin
ozellikle NA cevaplari tizerine yaptigi etki grafiklerde de goraldugu gibi non-
kompetitif bir etki olarak degerlendirilebilir.
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4.1.1.2. Vas deferens Deneyleri

Sigan vas deferensinde agonist olarak NA ve KCl kullamldi ve bu
agonistlere kargt doza bagimli kontraktil yamtlar elde edildi. Her iki agonist igin
hesaplanmis olan agonist afinite konstantlann tablo 4.1°de verilmigtir. Albino
sicanlardan alinan izole vas deferens tizerinde de NA ve tastrominin aortada
uygulanan dozlan kullamildi. Vas deferensde, tastromini 10°M dozda NA doz-
cevabint safa kaydirmaktadir. Tastrominin sigan vas deferensinde 5x107° ve 10*M
konsantrasyonlardaki etkisinin ise non-kompetitif oldugunu distindiirmektedir
(Sekil 4.6). Bu farmakolojik etkilegmeler igin antagonist afinite konstantlari tablo
4.1°de goriilmektedir. Propranolol ve desipramin varhiinda alman NA yamtlarinda
tastrominin yiksek dozlanindaki non-kompetitif etki daha belirgin olarak
gorilmektedir (Sekil 4.7). Propranolol+desipramin varlifinda sigan vas
deferensindeki  kontraktili NA yamtlannin  6nemli dizeyde degismedigi
anlagilmaktadir (Sekil 4.8). Her iki deneysel durum igin agonist afinite konstantlar
tablo 4.5°de verilmigtir. ‘

aa-adrenerjik reseptor antagonisti WB4101’in 10% ve 10" dozlarmnm
varhginda da NA doz-cevaplan alindi(Sekil 4.9). 10°M WB4101 varhginda NA
doz-yamit erisini saga kaydirmaktadir. Bu agidan bakildiginda 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 almaktadir.

Vas deferensde, tastromin varhglhda KCl cevaplariida doza bagh olarak
belirgin bir gekilde azaltmaktadir ($ekil 4.10). Bu etkilegime ait antagonist afinite
konstant: tablo 4.10°da gosterilmigtir.

4.1.1.3. Dalak Deneyleri

Sigan dalaginda agonist olarak NA ve KCl kullanildi ve bu agonistlere karst
doza bagimh kontraktil yamitlar elde edildi. Her iki agonist igin hesaplanmis olan
agonist afinite konstantlari tablo 4.1°de verilmistir. Dalakta tastromin varliginda
NA ve KCl yamtlan alindi. Tastromin doza bagh olarak KCl cevaplanm yiiksek
oranda azaltirken (Sekil 4.11), NA yanmtlanim ancak en yiksek dozunda
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azaltmaktadir (Sekil 4.12). Bu inhibisyonlara ait antagonist afinite konstantlan
tablo 4.2’de verilmigtir.

Tastromin varh@inda KCl cevaplanimin non-kompetitif olarak etkilendigi
gorildii (Sekil 4.11). NA doz-yamt egrisi ise 10” ve 5x10°M konsantrasyondaki
tastromin dozlan varliginda saa kayma gosterirken, 10-4M tastromin varhginda
non-kompetitif antagonizma gozlendi (Sekil 4.12).

oy g-adrenerjik reseptor antagonisti olarak bilinen CEC varliginda da NA
yantlan ahndi. CEC 10° ve 10™*M konsantrasyonlarda kullanddi 10°M
konsantrasyonda CEC, NA yamtlanm gok az etkilerken 10*M konsantrasyon
hon—kompetitif olarak antagonize etmektedir (Sekil 4.13). Bu inhibisyona ait
afinite  konstantlann tablo 4.4’de belirtilmektedir. Tastrominin 10-4M
konsantrasyondaki inhibitér etki kalibimn, 10-4M CEC inhibisyon kalibma
benzedigi gorilmektedir (Sekil 4.12).

Ayrica tastrominin bu organa uygulanmas: sirasinda, organda kontraksiyona
neden oldugu belirlendi. Buradan hareketle tastrominin bes degisik
konsatrasyonuyla doz-cevap egrisi ¢ikarildi. Bu doz-cevap egrileri prazosin
varliginda tekrarlandi (Sekil 4.14). Tastrominin bu organdaki agonist afinite
konstant1 tablo 4.1°de prazosinin tastromin yamtlanna karg: antagonistik etkisine
iligkin afinitekonstant1 tablo 4.6’da goriilmektedir. V

4.1.1.4. lleum Deneyleri

Sigan ileumunda agonist olarak Ach ve KCl kullamldi ve bu agonistlere
karst doza bagimh kontraktil yanitlar elde edildi. Her iki agonist i¢in hesaplanmig
olan agonist afinite konstantlan tablo 4.1°de verﬂmigtir. Sicanlardan alinan izole
ileum iizerinde denenen tastromin dozlan gevsemeye neden olmaktadir. Diger
organlarda kullanlan 107, 5x10° ve 10™*M tastromin dozlan varhiginda Ach
cevaplan ahndi. Biitiin tastromin dozlarinda, Ach cevaplarin belirgin bir sekilde
dustiigii belirlendi (Sekil 4.15). Bu inhibisyona iligkin afinite konstant1 tablo
4.2’de verilmigtir.

Bu deneyler KCl iginde tekrarlandi. Sekil 4.16’da goruldiugiu gibi KCl
cevaplarim non-kompetitif olarak etkiledigi sonucuna varlabilir (Tablo 4.2).

40



4.2. In vivo Deneyler

4.2.1. Kan Basinci Deneyleri

Disi ve erkek sicanlarda yapilan kan basinct deneylerinde tastrominin
1.25x107, 1.25)('10'2 ve 6.25x10?mg/kg, dozlari denendi. Daha yiiksek dozlarda
hayvanlar kan basinglarinin diigmesi sonucu 6ldiiler. Denedigimiz dozlarda ise
kan basincinda doza bagli bir disis gozlendi(Sekil 4.17). Deney hayvanina
propranolol (1mg/kg) verildikten sonra alinan sonuglarda bir farklilik goriilmedi.

4.2.2. Analjezi Deneyleri _

Albino fareler kullanilarak yapilan analjezi deneyleri tastrominin 100, 200
ve 400mg/kg’lik dozlarinda denendi. Biitiin tastromin dozlarinda hayvanlarda
agsirt derece tansiyon digikligi, tagikardi ve halsizlik gorildi. Bu nedenle
hayvanlar aciy1 hissetmelerine ragmen doniip damar pensini isiramadilar. 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 biitiin dozlarda haylarda tansiyon dustkligu, tagikardi
ve halisizlik gorildi. 400mg/kg grubundaki bitin hayvanlar olda. 100 ve
200mg/kg doz denenen gruplarda ise sadece 1’er hayvan o6ldii. LDsy degeri
210mg/kg olarak bulundu (Tablo 4.7).
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Kasiima (%)

-log[C]

Sekil 4.1 Sican aortasinda tastromin (10°M, 5x107°M, 104M) varhgida
noradrenalin yanitlan (Diisey barlar standart hatayr gostermektedir)
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Sekil 4.2 Sigan aortasinda tastromin (10°M, 5x10°M, 10°*M) varhginda KCI
yanitlan (Diisey barlar standart hatay: gostermektedir)
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Sekil 4.3 Sigan aortasinda propranolol (10°®) + desipramin (107) varhgmnda ve

yoklugunda noradrenalin yamtlann (Diisey barlar standart hatayi
gostermektedir)
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Sekil 4.4 Sigan aortasinda propranolol (10%) + desipramin (107) ve tastromin
(10°M, 5x10°M, 10*M) varhginda ve yokludunda noradrenalin
yanitlan (Diigey barlar standart hatay: gostermektedir)
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Sekil 4.5 Sigan aortasmda BMY 7378 varhgmda (10”M, 10°M) varliginda
noradrenalin yamtlan (Diisey barlar standart hatayr gostermektedir)
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Sekil 4.6 Sigan vas deferensinde tastromin (10°M, 5x10°M, 10”*M) varliginda
noradrenalin yamtlan (Digey barlar standart hatay: gdstermektedir)
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Sekil 4.7 Sigan vas deferensinde propranolol (10°®) + desipramin (107) ve
tastromin (10°M, 5x10°M, 10*M) varhginda ve yoklugunda
noradrenalin yamtlan (Diigey barlar standart hatayr géstermektedir)
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Sekil 4.8 Sican vas deferensinde propranolol (10°) + desipramin (107) varhginda
ve yoklugunda noradrenalin yanitlan (Diisey barlar standart hatay:
gostermektedir)
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Sekil 4.9 Sigan vas deferensinde WB4101 (10°*M, 10”M) varliginda noradrenalin
yamtlan (Dusey barlar standart hatayr gostermektedir)
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Sekil 4.10 Sican vas deferensinde tastromin (10°M, 5x10°M, 10*M) varhiginda
KCl yanitlart (Dusgey barlar standart hatayr gostermektedir)
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Sekil 4.11 Sican dalaginda tastromin (10°M, 5x10°M, 10*M) varhginda KCI
yanitlan (Diagey barlar standart hatayr gostermektedir)
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Sekil 4.12 Sigan dalaginda tastromin (10°M, 5x10°M, 10*M) varhginda NA
yanitlari (Diigey barlar standart hatayr gostermektedir)
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Sekil 4.13 Sigan dalaginda kloroetilklonidin(CEC) (10°M, 10™M) varhginda
noradrenalin yamtlan (Diisey barlar standart hatayt gostermektedir)
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Sekil 4.14 Sican dalaginda prazosin(10'7M, 10°M) varliginda tastromin yamtlars
(Dusey barlar standart hatay! gostermektedir)
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Sekil 4.15 Sican ilumunda tastromin (10°M, 5x10°M, 10™*M) varhginda Ach
yanitlar1 (Diigey barlar standart hatay: gostermektedir)
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Sekil 4.16 Sican ileumunda tastromin (10°M, 5x10°M, 10™*M) varhginda KCl
yanitlar1 (Diisey barlar standart hatay: gostermektedir)
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Sekil 4.17 Siganlarda tastrominin meydana getirdigi kan basinci degigimi (Digey
barlar standart hatayr gostermektedir)
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Tablo 4.1 Agonistlerin sigan aorta, vas deferens, dalak ve ileumundaki afinite
konstantlan1 (pD; degerleri + SEM, n: deney sayisi)

Deney
Grubu NA KCi Ach Tastromin
Aorta | 6.72%0.11 1.49%0.03 : )
n:s n:s
Vas deferens 5.91d.:0.10 1.87ﬂ.:0.03 ) )
n:5 ns
5.60+0.19 1.70+0.01 4.48+0.10
Dalak ' - .
n:6 n:s ns
. 2.20+0.05 7.35+£0.29
Ileum - . ) -
n:s n:s

Tablo 4.2 Tastromin’in ¢esitli agonistlere karg s@an aorta, vas deferens, dalak
ve ileumundaki inhibitor etkisi igin afinite konstantlar (= SEM, n: 5)

Deney
Grubu (pD';) NA KCl Ach
Aorta | pD'z=3.71%0.29 -

pD'»=3.86+0.19

pA=5.00

pD',=3.98£0,15 |PP7#+87£0.10 "

Vas deferens

Dalak

pD',=3.98+0.15

pD'»=4.11%0.11 -

Tleum

pD’,-5.21+0.11

pD',=4.90+0.22
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Tablo 4.3 Sican aortunda Propranolol (10°) + Desipramin (107) varhginda 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 siuflandiumasma gére deney orgam olarak
secilen organlarda alt reseptorlere spesifik antagonistlerin etkilerine

iligkin afinite konstantlarn
Organ/Antagonist Afinite Konstant1
Aorta/BMY 7378 PAY=6.27
pAz =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)
varliginda ve yoklugunda NA agonist afinite konstantlar

Deney Grubu pD;
Kontrol 5.91%0.10
Desipramin+Propranolol 6.130.12
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Tablo 4.6 Sigan dalaginda kontraktil tastromin yamitlarina karst prazosinin
antagonistik etkisine iligkin afinite konstanti(pD,+SEM, n:5)

Deney (pD%) Tastromin

Dalak 6.54+0.23

Tablo 4.7 Tastrominin farelerde akut toksisite sonuglari

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 gelistirmek amaciyla incelenen bir madde olan
tastromin giintimiizde herhangi bir terapotik kullanima sahip degildir. Gegmiste bu
madde sempatik (adrenerjik) sistem iizerine etkileri nedeniyle aragtinlmis bu
maddenin son yillarda degisen adrenerjik reseptor bilgileri 1s1iginda farmakolojik
yonden arastirilmas: bu tez kapsaminda amaglanmigtir. Bu tiir bir degerlendirme
farmakoloji agisindan yeni degildir. Gegmiste uyku ilaci olarak kullanihp
mutajenik ve teratojenik etkileri nedeniyle terapotik kullammuna son verilen
talidomidin de bu tarz bir farmakolojik incelemesi yapilmig ve birazda tesadif
eseri yeni bir terapotik kullanim alam bulunmugtur.

Talidomidin uzun yillar sonra immiinomodiilator ozellikleri saptanmis ve
lepra komplikasyonlariin tedavisi amaci ile terap6tik kullanim giindeme
gelmistir (Medical Science Bulletin).

Farmakolojik bir degerlendirme (reevaluation) cahigmasi olan bu tez
kapsamuinda tastrominin ¢esitli izole organlardaki etkileri ile bazi in vivo deney
sistemlerindeki aktiviteleri ele alnmistir. Izole organlann segiminde organlann
o-adrenerjik reseptor baskinligs goz Oniine alinmugtir. Soyleki; sican aortu oyp-
adrenerjik reseptor (Aboud, ef al,1993), vas deferens oa-adrenerjik reseptor
(Burt, ef al, 1995) ve dalak oyp-adrenerjik reseptor (Burt, et al., 1995)
bakimuindan zengin dokular oldugu igin bu calismada kullanilmstir.

Tastromin’in adrenerjik reseptorler wizerindeki etkisinin  spesifitesini
belirlemek i¢in; KCI’de tipk: NA gibi bu dokularda agonist olarak kullanstmgtir.

Bilindigi gibi,izole diiz kas preparatlarinda KCl ile olusan kasimalara
herhangi bir reseptor aracilik etmemekte, ancak bu kasiimalar voltaj-igletimli Ca®*
kanallariin uyarilmasi ile hiicre igine giren Ca* tarafindan olusturulmaktadr.

Bulgularimiza gére; tastromin spesifik bir adrenerjik reseptér blokeri gibi
- goziikmemektedir.Clinkii yukanida belirtilen izole organlann hi¢ birinde NA ile
kompetitif bir etkilesim gostermemistir. Yalmzca vas deferensde 10° M dozda NA
doz yamt eZrisini safa kaydirmus ancak artan tastromin dozlannda 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 olasthkla da bu non-spesifik
etkinin hiicre ici Ca*" metabolizmas: ile iligkisi oldugu anlagilmaktadir.

Aslinda o-adrenerjik blokorlerle Ca®" girisi arasinda siki bir baglant:
dikkat ¢ekmektedir. Daha once yapilmig bir ¢aligmada non-spesifik a-adrenerjik
antagonistler olan tolazolin ve fentolaminin izole duedonum preparatinda Ca®*
antagonistik etkileri saptanmustir. .Bu nedenle tastrominin Ca®" antagonistik etkisi
surpriz olarak kabul edilmemelidir.

NA’nin tim bu izole organlarda o;-adrenerjik reseptorler araciig ile
olusturduu 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
muhtemel etkisi yapilacak ilave deneylerle desteklenmelidir.

Tastromin’in ilging bir Ozellifi de izole dalak preparati ile yapilan
deneyler sirasinda ortaya gikmustir. Her ne kadar bu preparatta NA’e kargt
antagonistik etkiler gosterdiyse de (Sekil 4.12) tek bagina bu preparatta kontraktil
aktivite de gostermigtir (Sekil 4.14). Non-spesifik bir o—adrenerjik blokor olan
(Langer, 1999, Kayaalp, 1998) prazosin bu kasilmalari antagonize etmektedir.
Izole dalakta elde edilen bu bulgularin timii birlikte degerlendirildiginde
tastrominin o;p—adrenerjik reseptorler tizerine (belirli diizeyde intrinsik) agonistik
aktivite gdsterdigi, yani parsiyel agonist gibi davrandig anlagiimaktadir.

' Son  yillarda  yapilan  ¢abgmalar  a-adrenerjik  reseptorlerin
nosiseptif/antinosiseptif etkilerde rol oynadifim ortaya koymustur (Dickenson,
and Besson, 1997). Bu noktadan hareketle caligmamizda “’tail-klip’” ve *’tail-
immersion’® yo6ntemleriyle tastrominin nosiseptif/antinosiseptif etkilerinin olup
olmadigint aragtirdik. Ancak, bu maddenin sozi edilen etkileri tagimadig
gordikk. Bu deneyler sirasinda daha basgka santral ve refleksif etkilerin gdzitkmesi
tastrominin agn ve analjezi mekanizmalarindan daha farkhi noktalan etkiledigini
gostermektedir.

Bu denli non-spesifik ve nispeten toksisitesi yiitksek bir maddenin
olusturdugu bu etkilerde sasirtici degildir. Ayrnica, bekledigimiz gibi siganlarda

kan basinci iizerinde hipotansif etkiler goriildii.
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Sonug olarak, tastrominin deneysel farmakoloji agisindan ilging etkilerinin
bulunmasma kargmn, akut letal toksisitesinin de diigiik olmamasi nedeniyle

terapotik agidan yeni bir indikasyon alantmin olamtyacagini sdyleyebiliriz.
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