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Bu ¢aligmada, karvakrol, timol, o-krezol ve m-krezol’iin K* depolarize izole sican diiz
kaslarinda CaCl, ile olusturulan kasilmalar tizerindeki farmakolojik etkileri arastimlmigtir.
izole organlar arasinda, mide fundus, ileum ve aorta bulunmaktadir. Xarvakrol ve timol’iin iic
farkli dozu (10, 10™ ve 10*M), orto-, meta-krezol’lin ise sadece 10“M dozu teste tabi
tutulmustur.

Yapilan ¢ahgmalar sonucunda karvakrol ve timol’iin mide fundus ve ileum iizerinde
CaCl, kasilmalarim inhibe ettigi goriilmiistir,. Karvakrol’tin aorta iizerinde etkisiz, ileum
iizerinde etkili fundus tizerinde ise en kuvvetli etkiye sahip oldugu bulunmustur, Timolun en
diisitk etkinligi fundus iizerinde aorta ve ileumda ise birbirine yakin giigtedir. o0-Krezol ve m-
krezol aorta tizerinde birbirlerine benzer sekilde inhibisyon yaptig1 bulunmus, ileum tizerinde
o-krezol etkili olurken m-krezolun herhangi bir etkisinin olmadifi gézlenmistir. Orto- ve
meta-krezollerin aortada kalsiyum yanitlari tizerinde etkili olduklari, karvakrolun ise aortada
herhangi bir etkisinin gézlenmemesi nedeniyle L tip kalsiyum kanallar tizerinde karvakrolun
herhangi bir etkisinin bulunmadig1 anlasilmistir. Karvakrol etkisine en fazla duyarli organm
fundus olduBu ve izopropil grubunun molekiildeki varlig: ile etkinin paralellik gosterdigi
bulunmustur. Farmakolojik etkiler iizerinde molekiil vapisindaki OH grubunun orto konumda
olmasinm 6nemli rolii bulundugu ve birden fazla etki yoresiyle etkilesmenin sézkonusu

oldugu sonucuna varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Diiz kas, kalsiyum, karvakrol, timol, krezol, izopropil, hidroksil.
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The aim of this study was to investigate the pharmacological activities of carvacrol,
thymol, orto- and meta-cresol on the CaCl, induced contractions of K* depolarized isolated rat
smooth muscles including fundus, ileum and aorta. Three different doses of (10°, 10°% and
10™*) carvacrol and thymol were used and only one (10™) dose of ortho- and meta-cresols were
used throughout the investigations.

As a result of our experiments carvacrol and thymol were observed to inhibit CaCl,
induced contractions of gastric, carvacrol being the most potent of the test substances. Due to
lack of any action of carvacrol on the vessels it was suggested that there is no interaction of
carvacrol on the L-type calcium channels. Inhibitory action of thymol was lowest on fundus
and equipotent on aorta and on ileum. Orto- and meta-cresol inhibited contractions on aorta
but only meta-cresol was inactive on ileum. Due to the relationship between pharmacological
activites and molecular structural properties of the test substances, presence of a direct
relationship between isopropy! group and pharmacological actions on fundus was suggested.
In addition to the role of isopropy! group, role of meta positioned OH group is important for
the observed pharmacological actions. It was concluded that more than one site of activity was

suggested to play roles on the observed activities.

Keywords: Smooth muscle, calcium, carvacrol, thymol, cresol, isopropyl, hydroxyl.
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1. GIRIS VE AMAC
Timol ve karvakrol, dogada &zellikle kekik olarak bilinen, etnomedikal
kullammm (Aydm ve ark., 1993a) olan bitkilerde bulunan ve sentetik olarak da
elde edilebilen oksijenli monoterpenlerdir (Merck, 1996).

Kekik, igerdigi timol ve karvakrol nedeniyle benzer tad ve kokuya sahip
cesitli bitkilere halk arasinda verilen isimdir. Origanum onites L., halk arasinda
‘kekik’ olarak adiyla etnomedikal kullammi olan (Aydm ve ark., 1993a) Labiatae
tiyesi bir bitkidir.

Ulkemizde kekik adiyla bilinen bitkilerin genellikle Thymus tiirlerine ait
bitkiler oldugu kayda gegmis olmakla birlikte, halk arasinda kekik olarak
kullanilan bitkilerin daha gok Origanum tiirlerine ait oldugu bilinmektedir. Bu
tiirlerin yamsira Thymbra, Satureja ve Coridothymus cinslerine ait tiirler de halk

arasinda kekik olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1999; Aydin ve ark., 1996a).

Kekik olarak bilinen bitkilerin kurutulmus toprak iistii kisimlarmin su
buhari ile damitilmasi sonucu elde edilen ugucu yag, kekigin kendine has
kokusunu tagir ve yakici tattadir. Elde edilen bu ugucu yag, karvakrol ve timol
gibi monoterpenlerce zengindir ve ana bilesen genellikle karvakroldur (Aydin ve
Beis, 2005). Origanum onites L. ugucu yag iizerinde detayli olarak yapilan
aragtirmalar sonucunda ugucu yag i¢indeki ana bilesenin karvakrol oldugu (%65)
bunun yanisira farkli oranlarda olmak iizere timol, linalool, p-simen, a-terpineol

ve a-terpinen gibi diger monoterpenlerin oldugu bulunmustur (Erdemgil, 1992).

Karvakrolun ana bilesik oldugu Origanum onites bitkisinin ucucu yag
igindeki bilesikler ile ugucu yag alti suyunda bulunan bilesiklerin farklilik oldugu
gosterilmigtir. Bu farkliliklar arasinda cis-p-menth-4-en-1,2-diol ve 3,7-dimetil-1-

okten-3,7-diol gibi molekiillerin sulu fraksiyonda bulunmas: dikkati cekmektedir
(Aydn, 1996).

1. 1. Karvakrol
Karvakrol, izotimol, 2-metilfenol, izopropil-o-krezol, 5-izopropil-2-
metilfenol ve p-simen-2-ol isimleriyle bilinen, dogada ozellikle Labiatae

familyasina ait Thymus, Thymbra, Coridothymus, Origanum ve Satureja gibi



¢esitli bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan fenolik bir oksijenli monoterpendir
(Baytop, 1999; Vincenzi ve ark., 2004).

Karvakrolun bakteri ve funguslar tizerinde toksik etkili oldugu (Sokovic ve
ark., 2002; Fan ve Chen, 2001; Chami ve ark., 2004) insektisidal etkili oldugu
bilinmektedir (Isman ve ark., 2001). Karvakrolun, timol ile birlikte esit dozlarda
olmak iizere antihelmintlik 6zellik gdsterdigi bulunmustur (Livingston, 1921).

Bu etkiler arasindan, 6zellikle karvakrolun antifungal etkilerinin ¢ok giiglii
olduguna iliskin veriler dikkati ¢ekmekte ve gerek fungal hastaliklarda terapétik
olarak, gerekse besin maddelerinin kiiflenmeden korunmasinda karvakrolun

kullanim alam bulabilecegi diigiiniilmelidir (Tampieri ve ark., 2005).

Bu etkilere ek olarak karvakrol ve timolun antioksidan etkili oldugu
rapor edilmigtir (Vardar ve ark., 2003).

Karvakrolun akcigerde antitiimoral etkisinin bulundufu in vivo olarak
(Zeytinoglu ve ark., 1998), N-Ras onkogen mutasyonuna bagli olarak in vitro
kogullarda kanserlestirilen hiicreler tizerinde inhibitér etkili oldugu bildirilmistir.
Karvakrolun zayif genotoksik etkisi bulundugu, DNA sentezini in vitro kosullarda
engelledigine iligkin bilgiler bulunmaktadir (Zeytinoglu ve ark., 2003).
Karvakrolun akut, subakut ve kronik toksik etkileri ile teratojenik etkileri iliskin
yeterli veriler bulunmamaktadir (Vincenzi ver ark., 2004). Karvakroliin bu
farmakolojik etkilerinin yam sira, sitotoksik ve genotoksik etkili oldugu, bu toksik
etkinin apoptosis’in 6zelliklerinden birisi olan niikleer fragmantasyon seklinde
genotoksik etkili oldugu bildirilmigtir (Stammatia ve ark., 1999). Karvakrolun
timol’den daha toksik oldugu ileri siiriilmiistiir (Sollmann, 1919).

Karvakrolun memeli ventrikiiller kardiomiyositlerinde L-tip Ca®*
kanallarimi inaktive ettigi bildirilmigtir (Magyar ve ark., 2004). Ote yandan
karvakrol ve eugenol’iin, doza bagli olarak Jurkat T hiicreleri ve THP-1
hiicrelerinde, intraseliiler Ca*? mobilizasyonunu ve mitojenle aktive edilen protein

kinazlar stimiile ettigi belirtilmigtir (Chan ve ark., 2005).

Karvakrolun asetilkolinesteraz inhibisyonu yaparak spazmodik -etki
gosterdigi (Gracza, 1985), 6te yandan izole diiz kaslar {izerinde gevsetici etkileri

oldufu (van den Broucke ve Lemli, 1980), kobay trakeasinda gliclii gevseme



yaptifn ve bu gevsetici etkinin mekanizmasi arasinda beta-adrenerjik,
histaminerjik (H1) ve muskarinik reseptérlerin rolii bulunmadigy bildirilmistir
(Boskabady ve Jandaghi, 2003). Siganlarda yapilan izole bagirsak deneylerinde,
karvakrol ve timolun antispazmodik aktivite etkileri gortildiigii s6ylenmisgtir
(Izumi ve ark., 1962). Bagka bir ¢aligmada ise izole sigan mide fundusu iizerinde
saf karvakrolun herhangi bir etkisinin bulunmadig gésterilmistir (Aydin ve Seker,
2005).

Karvakrolun antiinflamatuvar etkileri (Lorante ve ark., 1989),
prostaglandin sentez inhibisyonu (Wagner ve ark., 1986) ve mast hiicrelerin de
| histamin saliverilmesi iizerinde inhibitér etkili oldugu (Aydm ve ark.,
1997).bildirilmigtir.

Analjezik etkili bitkilerin iginde karvakrolun ana bilegen olarak bulundugu
(Aydmn ve ark., 1996c; Amanlou ve ark., 2005), bitkisel materyal igindeki
karvakrol yiizdesi yikseldikge analjezik etkide artig goriildiigii dolayisiyla
karvakrolun origanum onites ugucu yaginin analjezik etkisinden sorumlu oldugu
bildirilmistir (Aydin ve Beis, 2005).

Son yapilan aragtirmalarda karvakrolce zengin dogal karisimlarin santral
etkileri oldugu (Aydmn ve ark., 1996) ve karvakrol miktar arttif1 oranda santral
etkide bir artis oldugu bildirilmigtir (Aydin ve Beis, 2005).

Karvakrol lipofilik bir bilesiktir ve bu &zelligi nedeniyle karvakrolun
stratum korneum iizerine etki ederek derinin gegirgenlik katsayisiu yukselttigi
gosterilmistir (Vaddia ve ark., 2002). Ust solunum yolu hastaliklarinn
tedavisinde kullamilan nasal spreylerde karvakrolun %4, timolun ise %6 oramnda

yer aldiklar bildirilmistir (Tibori, 1979).

1. 2. Timol
Timol de izomeri olan karvakrol gibi sentetik olarak elde edilen ayrica
dogada ozellikle halk arasinda kekik olarak bilinen bitkilerde bulunan oksijenli
monoterpendir (Merck 1996, Aydin ve ark., 1993).

Timol, ugucu yaglarin bilegsiminde bulunan, sentetik olarak da elde

edilebilen, giinlitkk yasamda kullanilan gesitli evsel firtinlerde koku verici olarak,



gidalara ve vparfimlerin igerifine katilabilen bir kimyasal maddedir.
Karvakrolden sadece hidroksil grubunun pozisyonundaki farklihk ile ayrilr.
Kimyasal olarak timole 2-izopropil-5-metilfenol adi da verilmektedir (Merck,
1996).

Timol, baz: ilaglarda etken maddesi olarak bulunmaktadir. Timolun etken
madde olarak iginde bulundugu ilaglar arasinda Vicks ®, Garol ®, Otact
meyanbali ®, Otaci okamentol ® ve Otaci diyet okamentol ® bulunmaktadir
(Farmalist, 2005).

Timolun kopek ve insan gibi memeli kardiyomiyositlerinde L tipi
kalsiyum cevaplarini doza baglt olarak azalthfy bildirilmigtir. Bu verilerin
yamsira potasyum akimi fizerinde doza bagh sekilde azaltici etkisi oldugu
gostermistir (Magyar ve ark., 2002).

Timolun, karbakole benzer sekilde kalsiyum depolari ve kalsiyum
saliverilme mekanizmasim etkiledigi bildirilmistir (Hisayama ve ark., 1986).

Yapilan bir ¢aligmada sarkoplazmik retikulumdan kalsiyumun
saliverilimi ve geri alinmasiun timol tarafindan deprese edildigi bildirilmigtir
(Takishima ve ark., 1980).

Timoliin GABA reseptériin allosterik modiilatérii oldugu ve sigan beyin
membranlarinda GABAa reseptorleri lizeirinden klor gegisini indiikledigi
bildirilmigtir. ~Timoliin bu etkisinde hidrofobik &zelliklerin roti oldugu ileri
stirtilmiistiir (Sanchez ve ark., 2004).

Timoliin, GABA, reseptorlerinin  hangi altbirimine baglanarak
potansiyelize ettigini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada, pentobarbital ve
propofolden farkli sekildle GABA4 reseptériine baglanarak stimiile ettigi
bildirilmistir (Priestley ve ark., 2003). |

Timolun karacigerdeki toksisiteye karsi koruyucu etkisinin aragtirildigi
bir ¢aligmada da canlida CCly"iin sebep oldugu toksisiteye kars: timolun koruyucu
bir etkisi oldugu gézlenmigtir (Alam ve ark., 1999).

Thymus tiirlerine ait bitkilerin ekstrelerinin kobay trakea ve ileum diiz
kaslarinda spazmodik etkili oldugu bildirilmistir (Van den Broucke, 1980a).
Spazmodik etkili ekstrelerde ana bilesen olarak timol ve karvakrolun bulundugu

gosterilmistir (Van den Broucke, 1980b).



Timoliin pankreatik amilaz saliverilmesine tizerinde etkisi vardir
(Williams, 1977).

Timolun, embriyonal hiicrelerde morfolojik etkilere neden oldugu
bildirilmistir (Fukuda, 1987).

Timol, timol asetat, biitirat ve benzoat esterlerinin farmakolojik etkileri
aragtirilmis, timol ve timol asetat, kurbaga rektumu ve sigan duodenum, uterus,
atrium ve frenik sinir-diafragma preperatlarinda benzer farmakolojik etki
gostermistir. Timolun, biitirat ve benzoat tiirevlerinin, timol ve timol asetata zit
etkiler gosterdigi bildirilmistir (Viana ve ark., 198 1).

Timol inhalasyonunun tavsan bronkiyal mukus sekresyonunda etkisi
oldugu, bu etkinin solunum yolundaki mukus iireten hiicrelerin lokal olarak
uyarilmastyla iliskili oldugu bildirilmistir (Body ve ark., 1969).

1. 3. Krezoller

Krezol molekiilleri, benzenin bir adet metil ve bir adet hidroksil gruplari
tagtyan tiirevleridir ve bu nedenle hidroksi toluen olarak da isimlendirilir.
Krezol’tin para-, meta- ve orto-krezol olmak iizere ¢ farkli izomeri vardir.
(Merck,1996). Krezol molekiilleri toksik ozellikleri nedeniyle uzun zamandan
beri bilinmekte ve bu nedenle toksisiteleri agisindan ele alinmis olan
molekiillerdir (Deichmann ve Witherup, 1994)

Krezol izomerlerinin tavsanlardaki dermal LDsg degerleri; p-krezol 300;
o-krezol 890 ve m-krezol 2830 mg/kg’dir. Toksisite degerlerine bakildigi zaman
krezol izomerleri arasinda belirgin farkliliklar oldugu gériilmektedir (Vernot ve
ark., 1977). Cevre kirliligindeki rolii, sanayide kullanimimin yamsira krezol
izomerleri az da olsa gesitli bitki (Chi and Kim, 1993) ve hayvanlarda
bulunabilmektedir (Blankespoor et.al., 1997).

Krezol izomerlerinden, orto-krezol kristal ya da siv1 halde, meta-krezol
sarims1 ya da renksiz sivi, para-krezol ise kristal halde bulunur. orto- ve meta-
krezol izomerleri suda ¢éziilebilir ve alkol, kloroform ve eter soliisyonlarinda da
¢oziinebilir. para-Krezol ise organik ¢oziiciilerde ¢6ziinebilir ve ucucudur. Biitiin
izomerler agikta birakilarak 151 veya alev’e maruz kaldiginda kolaylikla yanar.

Ozellikle m ve p-krezol patlayicidirlar (Merck, 1996).



Krezol izomerleri oral, dermal ve pulmoner yolla viicuda rahatlikla
girebilirler ve sistemik etkide bulunabilirler. Cesitli sanayi tiriinlerin bilesiminde
bulunan maddeler olmalari nedeniyle literatiirde kaza ve is kazasi ve hatta intihar
girisiminde kullanilan maddeler olarak gériilmektedir.

Krezollerin de yer aldif1 gesitli toksik maddelerin farmakolojik etkileri
aragtinildifinda; solunum depresyonu, kardiyovaskiiler sistem tizerinde, santral
sinir sistemini deprese ettifi ve hipoglisemiye sebep olduklari bildirilmigtir
(Oyebola, 1983).

Krezollerin karsinojenik etkileri tizerine bilgiler vardir. Bircok dermal
¢alismalarda o-, m- ve p-krezoliin tiimér promotorlariin aktivitesine neden
olabilecegi goriilmiistiir (www.arb.ca.gov/toxics/tac/factshts/cresols.pdf).
Krezollerden &zellikle p-krezolun hepatotoksisite ve nefrotoksisiteye neden
oldugu (Thompson, 1994), ayrica diger izomerlerden farkl: olarak DNA sentezini
inhibe ettigi bildirilmistir (Gaikwad et. al., 2001).

Yapilan bagka bir calismada toluen ve tiim krezol gruplarin lipid
peroksidasyonu arttirdii sonucuna varilmis ve bunun sonucunda membranm
akiciligim degistirdigine neden oldugu bildirilmistir (Calderon ve ark., 2005).
Toluenin oksidasyon firiinleri olarak krezollerin olustugu bilinmektedir (Pikus ve
ark., 1997). Toluenin iyon kanallar iizerinde ve nikotinik kolinerjik reseptorler
tizerinde inhibitor etkili oldufu gosterilmis (Bale ve ark., 2005), p-krezol
izomerinin K* kanal inaktivasyonuna yol actigr (Elliott ve Elliott, 1997), fakat
orto- ve meta-krezol ile iyon kanallar ile etkilegmesine iliskin herhangi bir

calismaya rastlamlimamigtir.
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1. 4. Kaslar

Kas genel olarak iskelet kasi, kalp kas: ve diiz kas olmak tizere 3 tipe
ayrilir. Iskelet kasi viicut kaslarimin en biiyiik kismini olusturmaktadir. Iskelet
kas1 oldukea iyi gelismis gapraz cizgiler icerir. Sinirsel uyar1 olmazsa kasilmaz.

Iskelet kasmim lifleri arasinda anatomik ve islevsel baglanti yoktur ve istemli



kasilirlar. Kalp kasi da iskelet kasi gibi gapraz cizgiler tasir ancak, kalp kasi
iglevsel olarak bir sinsisyum olugturur ve disaridan uyarim yok iken, miyokardda
bulunan ve kendiliginden uyarlar olusturabilen hiicreler sayesinde ritmik olarak
kasilabilir. Diiz kasta capraz bagh gizgiler yoktur. Diiz kaslar orta derecede
geligmis sarkoplazmik retikulum igerirler (Guyton, 2001). Cogu i¢c orgamn
duvarinda bulunan diiz kas, iglevsel olarak sinsisyum olusturur ve diizensiz olarak
uyarilar olusturan hiicreler igerir (Ganong, 2001).

1. 4. 1. Diiz Kas Tipleri

Viicutta farkls bélgelerde bulunan diiz kasin islev ve yapilarinda énemli
farklar bulunur. Diiz kas, genel olarak viseral diiz kas ve gok birimli diiz kas
olmak tizere 2’ye ayrilir.

1. 4.1. 1. Viseral Diiz Kaslar (Tek Birimli diiz kaslar)

Kas lifleri genellikle demetler halindedir ve hiicre membranlar bir¢ok
noktada birbirine bitisiktir. Hiicre membranlarim birlestiren baglantilar, iyonlarin
bir hiicreden yanindaki hiicreye serbestge gegmesini saglar. Dolayisiyla aksiyon
potansiyeli veya basit iyon akimu, bir liften digerine gecip kas liflerinin birlikte
kasilmasina neden olur (Guyton, 2001). Viseral diiz kas diger bir Ozgiinliigii de
gerildiginde, herhangi bir dis innervasyon yok iken, kasilmasidir. Gerilmeyi zar
potansiyelinde bir azalma, diken sikliginda bir artig ve tonusta genel bir artig izler.
Viseral diiz kaslar, i¢i bos i¢ organlarin duvarlarinda bulunur. Ince barsak, safra
kanallari, uterus ve iireterler drnek olarak verilebilir (Guyton, 2001).

Viseral diiz kasin aksiyon potansiyelleri iki sekilde meydana gelir. Sivri
potansiyeller ve platolu aksiyon potansiyelleridir. Sivri potansiyeller; bu tip
aksiyon potansiyelinin siiresi 10-50 milisaniyedir. Bu tip aksiyon potansiyelleri
elektrik uyarisi, hormonlarin diiz kasa etkisi, sinir liflerinin transmitter maddeleri
gibi birgok yol ile olusabilir. Platolu aksiyon potansiyelleri ise, baglangici sivri
potansiyel gibidir. Ancak kas lifi membraninin hizli repolarizasyonu gozlenmez,
repolarizasyon 1 sn kadar gecikir. Plato, iireter, bazen uterus ve bazi damar diiz
kaslar1 gibi diiz kas lifi tiplerinde meydana gelen uzun siireli kasiimadan sorumlu

olmasi agisindan 6nemlidir (Guyton, 2001).



Non-adrenerjik sinirlerin uyarilmas: inhibit6r potansiyellere neden olur.
Barsaktaki non-adrenerjik liflerin in vivo kosullarda uyarilmasi, diiz kasta
inhibisyona neden olmaktadir (Guyton, 2001).

Asetilkolinin, ince barsak diiz kasi zar potansiyeli ve kasilma etkinligi
lizerine olan etkileri, noradrenalinin etkilerinin tamamen tersidir. In vitro
hazirlanmig diiz kas preparatina asetilkolin katilacak olursa, kas tonsisitesi ve
ritmik kasilmalarin sayisinda artis belirerek kas daha etkin hale gelir. Bu etkiye,
hiicre i¢i Ca®* derisimini arttiran fosfolipaz C ve IP3 aracilik eder.

Asetilkolin ve noradrenalinin viseral diiz kas iizerine olan etkileri, bu
kasin iki 6nemli 6zelligini ortaya ¢ikarmugtir. i) sinirsel uyar: olmadan kasin
ulastirilan kimyasal ajanlara olan duyaliligidur.

1. 4. 1. 2. Cok Birimli Diiz Kaslar

Cok birimli diiz kas hiicreler arasmda birlestirici kopriiler icermeyen,
bireysel birimlerden olugmustur. Her kas lifi digerinden bagimsiz olarak is goriir
ve iskelet kasi lifindeki gibi, genellikle tek sinir ucu ile innerve edilir (Guyton,
2001). Ince, derecelendirilen kasilmalarin goriildiigi, g6z irisi gibi yapilarda
bulunur. Istemli denetlenmez, ancak iskelet kasi ile, bir ¢ok islevsel benzerlige
sahiptir. Viseral diiz kas ¢ok birimli diiz kas da dolasimdaki kimyasal maddelere
karsi ¢ok duyarlidir ve normalde, kendisine ait motor sinir uglarindan salinan
- kimyasal maddeler ile etkinlegtirilir (Ganong, 2001).

Gozilin iris kas1 veya piloerektor kas gibi ¢ok birimli diiz kas lifleri,
normalde baslica sinir uyarilarina yanit olarak kasihir. Sinir uglar1 bazi ¢ok birimli
diiz kaslarda asetilkolin, bazilarinda norepinefrin salgilar. Her iki durumda da,
transmitter maddeler diiz kas membraninda depolarizasyona neden olur. Yani
kavsak potansiyeli denen lokal potansiyel olarak tiim life yayilir ve kasima
meydana getirir. Genellikle aksiyon potansiyeli meydana gelmez. Bunun da
nedeni kas liflerinin kiigiik olmasidir (Guyton, 2001).

1. 4. 2. Diiz Kas Kontraktil Elemanlar

Diiz kaslardaki kontraktil elemanlar, iskelet kasindaki aktin ve miyozin
filamentlerine benzer kimyasal &zelliklere sahip olan aktin ve miyozin

filamentleridir. Fakat bunlar diizenli sirada olmadiklar icin mikroskopta ¢izgili



bir yap1 gozilkmez. Iskelet kasinda aktin filamentini saran ve onun miyozin ile
etkilesmesini baskilayan tropomiyozin ve bu molekiilin ucuna bagh olan
kalsiyum ile baglandifn zaman kontréksiyon mekanizmasini tetikleyen troponin
kompleksi yoktur (Kayaalp, 1993).

Diiz kasta, aktin filamentleri hiicre zarindaki ‘dense bodies’ (yogun
cisimcikler) denilen noktalara tutunmustur. Diiz kas hiicrelerinde cok sayida
yogur; cisimler bulunur. Bunlarm bir kismi hiicre membrami, bir kismida
stoplazma i¢indedir. Bu yapilar 6zel yapisal proteinlerden olusan ‘iskele’ sistemi
ile birbirine baglanarak sabit bulunurlar. Ayrica birbirine yakin hiicrelerin,
membranlarmdaki bu cisimlerin bazilar hiicreler arasi protein kopriileri ile kendi
aralarinda baglanmuglardir. Bu képriiler diiz kas hiicrelerinin bireysel kasilma
kuvvetlerinin birbirine eklenmesini saglar (Kayaalp, 1993).

1. 4. 2. 1. Miyozin Filamenti

Miyozin filamenti her birinin agirhgt 480.000 olan miyozin
molekiillerinden olusmustur. Miyozin molekiilii, her birinin molekiil agirlig
200.000 kadar olan iki agir zincir ile molekiil agirhiklari 20.000 olan dért hafif
zincir olmak {izere alt: polipeptid zincirinden olusmustur. ki agir zincir bir ¢ift
sarmal olusturmak tizere birbiri etrafina spiral olarak sarlir. Bu zincirlerden her
birinin bir ucu kivrilarak miyozin globiiler polipeptid yapry1 meydana getirir.
Yani, ¢ift sarmal miyozin molekiiliiniin bir ucunda yan yana uzanan iki serbest
bag vardir, sarmalin devam eden kismina kuyruk denir. Miyozin molekiiliiniin
kuyruklari demetler halinde toplanarak filamentin gévdesini olustururlar, bircok
bagta gévdeden disariya dogru sarkar. Basi govdeden uzatan kollar ve baglar ile
birlikte gapraz kopriiler olugtururlar (Guyton, 2001).

Capraz kopriller iki noktada ileri geri biikiilebilirler, bu noktalara
mentese denir. Menteselerden biri kol ile kafa arasinda, digeri kolun diger ucunda
onun filamente girdigi yerdedir. Capraz képriiler arasinda 120 derecelik bir
dénme vardir. Boylece kopriiler filamentin etrafinda her yonde uzanirlar.
Miyozin aktive edilince demetten gikan kollar ve ona bagl kafalar mentegeler
etrafindan uygun sekilde agilmak suretiyle aktin filamentini hareket ettirirler
(Kayaalp, 1993).
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Miyozinin diger bir 6zelligi de, kafa kisimlarinin aktine bagimli ATPaz
etkinlifi gostermesidir. Boylece aktin ile etkilesme basladigi zaman kafanin
etrafinda ATP molekiilleri ADP’ye hidroliz edilerek agiga ¢ikan enerji capraz
kdpriilerin ve aktinin mekanik hareketine ve kas kasilmasina neden olur (Kayaalp,
1993).

1. 4. 2. 2. Aktin Filamenti

Aktin filamenti {i¢ protein kompleksinden (aktin, tropomiyozin ve
troponin) olugmus bir komplekstir. Aktin flamentinin énemli pargasim iki zincirli
F-aktin protein molekiilii olusturur. Yap: olarak miyozin molekiiliindeki gibi
sarmal yapiya benzer. Cift F-aktin sarmalindaki ipliklerin her biri, molekiil
agirhg 42.000 kadar olan polimerize G-aktin molekiillerinden olusmustur. Her
G-protein molekiiliine bir ADP molekiilii tutunmustur. Bu ADP molekiilerlide
aktin filamentinin miyozin gapraz k¢priilerinin kafalaryla etkilesen aktif noktalar
oldugu diistintilmektedir (Kayaalp, 1993).

1. 4. 3. Kas Kasilmasi

Diiz kas kasilmasinda Ca*? énemli rol oynamaktadir. Kasilmayi baglatan
intraseliiler Ca** derisimdeki artig, esas olarak voltaja bagh kanallar aracilif ile,
hiicre dig1 ortamdan hiicre igine olan Ca* i¢ akigma baghdir. Diiz kas hiicreleri,
troponin yerine, ¢ok sayida kalmodulin ad1 verilen diizenleyici protein igerirler.
Ca** kalmodiiline baglanir ve olusan kompleks, kalmoduline bagimli miyozin hafif
zincir kinaz (MHZK)’a baglanir ve iiglii kompleks olusur ve enzim fosforilasyon
yapar. Miyozin hafif zincir kinaz tarafindan fosforile olan miyozin hafif zincirinin
capraz kopriileri ile aktin fizerindeki aktif noktalarin etkilesmesini baslatir. Bu
etkilesme sirasinda kafalarin ardigik aktif noktalar ile baglanmalar kafanm ve
kolun menteselerden bir yonde biikiilmesi ile aktin molekiillerinin miyozinin
merkezi ybniinde yuriitir. Kafamn kola dogru biikiilmesi, baglandif aktif
noktayr ve onu tagiyan aktini, iki aktif nokta arasmdaki mesafe kadar hareket
ettirir. Bu olaya gii¢ darbesi ‘power stroke’ ad1 verilir. Bu olay pes pese devam
eder, her bir gii¢ darbesi miyozinin iki tarafindaki aktin molekiillerini bibirine
dogru kademeli bir sekilde yaklastirir ve kasilma meydana gelir. Bu hareket i¢in
(kontraksiyon) gerekli enerji, Mg-ATPaz hizimn diiz kasta arttirilarak, ATP’nin

hidrolizini saglamasiyla olur. MHZK, diiz kasta miyozin capraz kopriilerinin
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hareket etmesini ve dolayisiyla kasilmasim gerceklestirir (Ganong, 2001, Kayaalp
1993).

Diiz kasta miyozin filamentlerinin az olmasi ve ¢apraz képrii déngiisiiniin
yavas olmasina ragmen, diiz kasin maksimum kasilma giicii iskelet kasindan
biiytiktiir (Guyton, 2001).

Diiz kasta defosforilasyon olmasina ragmen kasilmaya devam edebilir.
Bunu da igermis oldugu ‘mandal’ mekanizmasi sayesinde yapar. Kasilmayi
siirdlirmek igin tiiketilen enerji genellikle ¢ok azdir. Mandal mekanizmasinda,
defosforile olan ¢apraz kopriilerin aktin molekiiliine tutunmus olarak kalmalari ve
oradan ayrihp tekrar baglanma hizlarmn yavag olmasmn rol oynadip:
diistintilmektedir (Kayaalp, 1993).

Mandal mekanizmasinin 6nemi, diiz kasta az miktarda enerji kullanarak
saatlerce tonik kasilmanin siirdiiriilebilmesini saglamasidir. Bunun igin az
miktarda sinirsel ya da hormonal uyariya gereksinim vardir (Guyton, 2001).

Mandal durumu kalsiyuma baghdir ve kalsiyum ortamda az ise mandal
durumu da ortadan kalkar. Mandal durumu patolojik durumlarda artar. Brong ve
diger diiz kash yapilarda gelisen ¢dziilmesi zor spazmlari agiklayabilir (Kayaalp,
2003).

1. 4. 4. Defosforilasyon ve Gevseme

Kalsiyum iyonun sarkoplazmada kritik diizeyi altina diismesi diiz kas
hiicre sivisinda bulunan miyozin fosfataz aktive olur. Miyozin, hiicredeki miyozin
Josfataz tarafindan defosforile olur. Béylece ¢apraz képriilerin kafasiyla aktin’in
aktif noktalar1 arasindaki etkilesmeyi inhibe eder ve diiz kasin gevsemesine neden
olur (Kayaalp, 1993). Ote yandan, miyozin hafif zincirlerin defosforile olmastyla,
sadece diiz kasm gevsemesine yol agacafi anlammna gelmez. Miyozin capraz
kopriilerini, sitoplazmik Ca** derisimi diistiikten sonra, bir siire aktine bagli halde
tutan bir kilitlenmis koprii mekanizmas: bulunmaktadir. Bu olay 6zellikle damar
diiz kasi i¢in 6nem tagiyan, pek az enerji harcanmasiyla uzun siiren kasilma
eldesini saglar (Ganong, 2001).

Diiz kasta gevseme olugmasinin diger bir yolu ise kalmodulin’in selektif
olarak inhibisyonudur. Bu amagla sentezlenen maddelerden en nemlileri, W-5

ve W-7 olarak bilinen naftalensiilfonamid tirevleridir.
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Bu bilesikler Ca**~kalmodulin olusumunu inhibe ederek diiz kaslarda gevsemeye
neden olurlar. Ayrica papaverin de kismen Ca® iyonunun hiicre i¢ine alinmasini
onleyerek, kismen de SAMP’yi hidroliz eden fosfodiesteraz enziminin inhibisyonu
ile hiicre i¢i SAMP diizeyini yikselterek diiz kaslarda gevsemeye neden olur
(Oztiirk, 1982).

1. 5. Kalsiyum

Ca®  iireme, kasilma, salgilanma gibi birgok fizyolojik islevleri
diizenlediginden hiicre i¢i diizenlenmesi 6nem tasimaktadir. Ca®?" membran
uyarilmasimi kontrol eder ve Ca®* akumi sinir ve kasn uyarilmasi sirasinda
gozlenir. Ca®* endokrin hiicrelerden hormon salinmasi ve ekzokrin hiicrelerden
difer tirlinlerin salinmas: gibi biitiin uyariima-salgilanma islemleri i¢in gereklidir.
Ayrica Ca®, siit tiretimi, kemik ve dis olugumu iginde gereklidir. Kemikteki Ca**
hidroksiapatit kristalleri seklinde bulunur (Bullock, 1994). Dinlenim durumunda
stoplazmadaki serbest Ca®" derisimi, yaklagik 107 molardir, ekstraseliiler sivida
yaklasik olarak 107 molardir (Ganong, 2001). Ca®* metabolizmasim kontroliinii,
hipofiz bezinden salgilanan paratiroid hormon, kalsitonin ve aktive vitamin D
tarafindan diizenlenir (Bullock, 1994). Ca®', endositoz ve egzositoz olaylarinda
igse karigir, kromozom hareketlerinde, norotransmitter sentez ve salinmasinda,
sAMP diizeyinin ayarlanmasinda, insiilin salgilanmasinda kalsiyum iyonlarimn
rolii vardir (Heldin, 1996).

Ca®*, hiicre icine membrandaki voltaja-bagh kalsiyum kanallarinin
eksitasyon sirasinda agilmasi sonucu, konsantrasyon gradiyetine uyarak pasif bir
sekilde hiicre i¢ine girer. Ayrica membrandaki Ca**/Na* degis-tokus mekanizmasi
da hiicre igine Ca®* girigine ikincil katkida bulunur. Hiicre icinde agin Ca**
birikmesinin 6nlenmesi, membranal Ca* pompast yani Ca**/Mg**—ATP,, ile
endoplazmik Ca®* pompasi tarafindan saglanir. Sonuncu pompa, sitoplazmadaki
Ca”"'u endoplazmik retikulum i¢ine pompalar (Kayaalp, 2002).

Hiicre icinde Ca®* endoplazmik retikulum ve mitokondri de depolanr.
Stoplazmada artan Ca®*, kalsiyum baglayici proteinlere baglamr ve bunlarda gok
sayida protein kinazi etkinlestirir. Ca®*, bir Ca?*-H'ATP,, araciigiyla, iki H
degistirilerek hiicre digina pompalandip: gibi, her Ca?*’a karst ti¢ Na" degistiren
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bir antiport ile hiicre digina atilir. CazJ'-HJ'ATPaZ kalmodulin tarafindan aktive
edilir (Ganong, 2001).

Organizmada hiicrelerin fonksiyonlarim yapabilmeleri icin birbirleri ile
haberlesmeleri gerekir. Hiicreler birbiri ile ya dogrudan temas yoluyla, ya da
sinirsel, kimyasal ve elektiriksel haberciler aracili ile haberlesirler. Hiicrede ¢ok
cesitli fonksiyonlara katilan hiicre i¢i habercisi kalsiyum iyonudur (Taylor, 1993).
Birgok ikinci haberci sitopolazmik Ca®* derigimini arttirarak etki yapar. Bu artig
hiicre i¢i depolardan Ca*" salinmasi veya hiicre igine Ca* girisinin arttirilmast ile
saglanir. Endoplazmik retikulumdan Ca** salinmasina neden olan ana ikinci
haberci Inozitoltrifosfat (IP3)°dir.  Kalsiyum baglayic proteinler troponin,
kalmodulin ve kalbindin gibi pek ¢ok sayida ve farkli proteinlerdir. Troponin,
iskelet kas kasilmasma katilan Ca** baglayict bir proteindir (Ganong, 2001).
Kalmodulin 148 aminoasidden olusmug bir proteindir ve dért yaprakli yoncay:
andiran bigimde kivrimlar yapmustir. Kalmodulin kalsiyum baglanmadikca aktif
degildir; kalsiyum baglamnca aktive olur. Kalsiyum baglayan bolgelerde bulunan
glutamik ve aspartik asitlerin karboksil gruplar negatif elektirik yiik tagirlar ve
pozitif yiiklii kalsiyum iyonlarimn buraya baglanmasini saglarlar (Krauss, 2001).

Na'-K" ATP,,, kalpte Ca** tasinmasim dolayli yoldan etkiler. Kalp kasi
hiicrelerinin zarlarindaki bir antiport, normal olarak hiicre ici Ca®* ile hiicre dis1
Na™u degis tokusa ugratir. Bu degisimin hizi, hiicre zar iizerindeki Na™ un
farklanmas: ile orantiidir. Na’ -K" ATP,,’1n galismast inhibe edilirse, hiicre igi
Na* derigimi artar, hiicre zari tizerindeki Na* farklanmasi ve Ca* atilmi azalir.
Bunun sonucunda, hiicre i¢i Ca®" derisiminde gortilen artis, kalp kasin
kasilmasini kolaylagtirir (Ganong, 2001).

1. 5. 1. Kasilmanin Ca** iyonlan ile diizenlenmesi

Diiz kasta, iskelet kaslarindaki troponin bulunmaz. Diiz kas hiicreleri
troponin yerine, ¢ok miktarda kalmodulin adi verilen diizenleyici bir protein
igerirler. Kalmodulin miyozin gapraz képriilerini aktive ederek kasilmay: baglatir
(Guyton, 2001).

Diiz kas hiicre zarinda, iskelet kasindan ¢ok daha fazla voltaj kapili
kalsiyum kanalina sahiptir. Bu yiizden diiz kasta aksiyon potansiyelini

olusmasinda sorumlu olan, kalsiyum iyonlarinin diiz kas lifinin i¢ine akimidir.
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Kalsiyum kanallar1 ¢ok yavag acilir ve uzun siire agik kalmalari, diiz kas liflerinin
yavag aksiyon potansiyellerinden biiyiik olasilikla sorumludurlar. Hiicre icine
giren kalsiyum direkt olarak kasilmadan sorumludur. Diiz kas lifleri ¢ok kiigiik
oldugundan, kalsiyum iyonlar1 diiz kasin her tarafina difiize olabilir ve kasilma
iglemini meydana getirir. Diftizyonun olabilmesi igin gegen siire i¢cindeki donem,
kasilma baglamadan 6nceki latent dinem adi verilir (Guyton, 2001).

Diiz kaslarda kasimamn olabilmesi, yani intraselliiler kalsiyum iyon
diizeyinin belirli bir egsik deger {iizerinde yiikselebilmesi icin ‘mutlaka
depolarizasyon olmasi gerekmez’. Bu kaslar hi¢ depolarizasyon olmaksizin da
fizyolojik etkenler (noromediyatorler, homonlar ve otakoidler) tarafindan
kastinilabilirler. Fizyolojik etkenler veya bunlari taklit eden ilaclar tarafindan
depolarizasyon meydana gelmesine ‘farmakomekanik kenetlenme’ denilir
(Somlyo ve somlyo, 1968).

Ekstraseliiller sivimn kalsiyum iyon konsantrasyonu iskelet kasimn
kasilma giictine etki etmezken, diiz kasta ise &nemlidir. Ciinkii ekstraseliiler
kalsiyum iyon konsantrasyonu diigiik bir diizeye indigi zaman diiz kas kasilmasi
genellikle durur. Yani diiz kas kasilmasimin giicii biiyiik oranda ekstraseliiler
stvinin  kalsiyam iyon konsantrasyonuna baghdir.  Iskelet kaslarnda ise
depolarizasyon sodyum akimina baglidir (Guyton, 2001).

Ekstabl hiicrelerin depolarizasyonu sirasinda ekstraseliiler kalsiyum
iyonlari, voltaja bagl yavas kalsiyum kanallarinin agilmas: sonucu hiicre icine
girer ve depolarizasyonun yavag fazina katkida bulunur. Kalsiyumun eksitasyon-
depolarizasyon kenetine katkis: diiz kas hiicrelerinde ve kalbin nodal hiicrelerinde,
dier ekstabl hiicrelerde oldugundan daha fazladir. Ayrica, kalsiyum iyonlan
gerek kalp kasi gerekse damar diiz kas hiicrelerinde eksitasyon-kontraksiyon
kenetini olustururlar (Kayaalp, 2002).

Kalsiyum kanal blokérleri, stoplazma membranindaki voltaja bagl kanal
proteini veya heterooligomerik kompleksi iizerindeki 6zel baglanma yerleri olan
kendilerine 6zgii reseptorlere yiiksek afiniteli bir sekilde baglanarak Ca** girigini
(konduktansini) azaltirlar. Bu etkiler damar diiz kasi ve kalp hiicreleri diizeyinde
olugur; bunun sonucu olarak damarlarn gevsetirler. Miyokard: ve diger kalp

hiicrelerini deprese edebilirler (Kayaalp, 2002).
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Hiicre i¢i kalsiyum diizeyi ile diiz kas kasilmas: arasindaki iliskiyi ortaya
koyan ¢esitli deneyler yapilmustir. Yiiksek potasyum diizeyinin uygulanmast,
membranda depolarizasyon yaparak voltaja bagl kalsiyum kanallarinin agilmastm
saglar ve ortamda yitksek konsantrasyonda K™ kaldig:i siirece kanallarin acik
olmasina neden olur. Bu sekilde yiiksek konsantrasyonda potasyumla 6nceden
depolarize edilmis diiz kaslarin farmakomekanik kenetlenme yapan asetilkolin
gibi fizyolojik etkenlerle kasilabildigi, yillar 6nce ve Schild tarafindan
gosterilmistir (Evans ve Schild, 1957).

1. 6. Kalsiyum Kanallan

Ca**  hiicre icine kalsiyum kanallar1 aracilifiyla girer. Kalsiyum
kanallari, Voltaja Bagli ve Reseptére Bagli olmak iizere iki sekilde tanimlanmigtir
(Ganong, 2001).

1. 6. 1. Voltaja Bagh Kalsiyum Kanallar1

Voltaja bagl kalsiyum kanallar1 birgok hiicrenin hiicre membranlar1 ve
fonksiyon tiirlerinde bulunur.  Voltaj-bagh kalsiyum kanallari aracilipiyla
kalsiyumun hiicre igine girmesi cevap olarak, membran depolarizasyonu ve
intraselliiler diizenlemeler 6rnegin, kontraksiyon, sekresyon ve gen ekspresyonu
gibi olaylarin gergeklesmesini saglar. Kalsiyum iyonlarinin aktiviteleri hiicrelerde
fizyolojik olaylarda hiicrelerin yiizeyinde elektiriksel sinyalleri birlegtirir
(Catterall ve ark., 2003).

Kalsiyum kanallarimin biyokimyasal olarak karakteristlik 6zelliklerine
baktigimizda, dort veya bes farkli altbirimden olugan kompleks proteinler oldugu
goriiliir. Bu altbirimler alfa,, alfa, beta, gama ve delta alt-birimleridir. o; altbirim
190-250 kDa olup en biiyiik birimdir. Kanal fonksiyonu yapan ve ilaglart
baglayan altbirim alfal altbirimidir. Ilaclar, toksinler ve ikinci haberciler
tarafindan kanal diizenlenmesinin gergeklestigi voltaj degisimlerini algilayan ve
kanalin girisini bulunduran ve membrandaki porla birlestiren kisimdir. Alt
transmembran segment (S1-S6) ile dort homolog bélgeyi (I-IV) birlestiren voltaj-
bagl kalsiyum kanal altbirimi o,’dir. S4 segmenti voltaj degisimlerini algilayan
kisimdir. Iyon konduktansimi ve selektifligini, ve yalnmzca degisik ii¢ amino
asid’leri tantyan porda bulunan I, I, III ve IV bélgelerindeki S5 ve S6 segmentleri

saglar. B altbirimi intraselliilerde ve membranda bulunur.
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Kalsiyum kanallarimin birgok tipinde 0,6 kompleks altiinitesi bulunur.
Altbirimlerden vy ise beyin ve kalpte, iskelet kaslarindaki kalsiyum kanallarinda
bulunur. Ancak bu yardimei altbirimlerin farkh farmakolojik ve elektrofizyolojik
ozellikleri nedeniyle kanalda yardimcidwlar. Baslica kanalda modiilasyonu
saglayan kalsiyum kanal altbirimi a;’dir (Catterall ve ark., 2003). (Endo ve ark.,
2000).

*_."m i IR e sk

o0 RN

Sekil 1. 3. Kalsiyum kanal yapisinimn sekli

Alfal altbiriminin bulundugu hiicre ve doku tipine gére degisen cesitli
izoformlar: vardir. Memelilerde a; altbirimi fonksiyonuna gére on farkli bilgede
kodlanmugtir. Kalsiyum kanallarinimn isimlendirilmesinde kimyasal sembolii (Ca)
ile fizyolojik olarak voltaj-bagli oldugundan Ca, sembolii ile gsterilir. @
altbiriminin igerdigi altfamilyamin kesfi ile Ca,l ile terimlendirme yapilmugtir.
Sirastyla (Cay1.1, Ca,l1.2, Ca,1.3 ve Ca,1.4) ile sembolize edilir. Ve bu kanallar
L-tip aracili Ca™ akimimi saglarlar. Ca,2 altfamilyasi (Ca,2.1 den Ca,2.3)
isimlendirilir ve P/Q-, N- ve R- tip aracil1 Ca** akimim saglar. Ca,3 altfamilyasim

Cay3.1 den Ca,3.3 igeren kanallar T-tip aracili Ca®" akimim saglar (Catterall ve
ark., 2003).
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1. 6. 1. 1. T-tip Kalsiyum kanallar1

T-tip kalsiyum kanallarni, diger kalsiyum kanallarindan ayiran
ozellikleri vardir. Bunlardan ilki ¢cok diisiik voltaj ile aktive olmalaridir. ikinci
olarak, daha hizli inaktive olurlar. T-tip kanallar sabit dinlenim potansiyeli -60
mV veya daha yiiksek oldugu zaman tamamen inaktive olurlar. Bu kanallarin
viicutta dagilimi sinirhidir. Kalpte sinuatrial (SA) diigiimdeki hiicrelerde ve beyin
noronlarinda bulunur. Giiglii T-tip voltaj baglt kalsiyum kanallar icin selektif
blokérler heniiz yoktur. Ancak, Amiloride T-tip voltaj bagl kalsiyum kanallart
blokaji igin hafifte olsa sellektif ozellik gosterir ve kardiyak kaslarda ve
noronlardaki T-tip voltaj bagh kalsiyﬁm kanallarin1  inhibe edebilitler.
Antikonviilsan olan ethosuximide T-tip kanal blokaji yapar (Soria ve Cena, 1998).

1. 6. 1. 2. L-tip Kalsiyum kanallar

L-tip kalsiyum kanallar1 ¢ok genis alana yayilmis olan ve en iyi
anlagilmis olan simftir. Aktivasyonlar: i¢in giiclii depolarizasyon gerekmektedir,
aktive olunca uzun siire acik kalirlar ve geg kapanirlar. Bu kanallar, kalsiyumun
en yaygin bulundugu iskelet, kardiyak ve diiz kas hiicrelerinde ve en ¢ok
noéroendokrin hiicreler yaygm olarak bulunur. L-tipi kalsiyum kanalinm alfal
altbirimi tizerinde, kanalin allosterik bir sekilde etkileyen en az dort stereoselektif
baglanma yeri vardir. Bunlar  Dihidropiridinler, Fenilalkilaminler,
Benzodiazepinler ve tetrolol (mibefradil) baglanma yerleri veya reseptérlerdir
(Kayaalp, 2002).  Dihidropiridinler, Fenilalkilaminler ve Benzodiazepinler
tarafindan bloke olurlar (Catterall ve ark., 2003). Bu kanallarin 6ne ¢ikan
ozelliklerinden biri dihidropiridinlere duyarli olmalaridir.  Kalsiyum kanal
blokérii olan dihidropiridinler (DHP) klinikte hipertansiyon ve anjino pektoriste
kullanilir.  DHP tiirevleri vazoselektifdirler. Damarlan gevseten doz ve
konsantrasyonlarda kalp kas1 ve diger kalp hiicreleri tizerinde genellikle belirgin
bir depresan etki yapmazlar. En fazla vazoselektif 6zellik gésteren, yeni ilaglar
olan amlodipin, felodipin, lasidipin ve lerkanidipin’dir (Kayaalp, 2002). DHP
blokérlerinden ilk kullanima giren nifedipin’dir. Nimodipin ve Nitrendipin de
DHP tirevi kalsiyum kanal blokérleridir. Diiz kaslarda, nimodipinin 1pM
konsantrasyonunda L-tip kalsiyum kanallari tamamen inhibe olur. Ancak rat

serebral Purkinje noronlarinda veya P tip kalsiyum kanallari iizerinde hemen
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hemen inibitér bir etkisi yoktur. Fenilalkilaminler; verapamil ve
Benzodiazepinler; diltiazem de L-tip kalsiyum kanallarina yiiksek afinite ile
baglanarak inhibe ederler. Tabi bu blokérlerin baglandign  bélgeler
dihidropridinlerin baglandiklar: bélgelerden farklidir (Soria ve Cena, 1998).

1. 6. 1. 3. N-tip Kalsiyum kanallar

N-tip kalsiyum kanallar1 L-tip kalsiyum kanallar: ile klyaslandlg1nda, N-
tip kalsiyum kanallarin néronlarda ve nroendokrin hiicrelerde Ornegin; pituitary
hiicreler ve adrenal kromofin hiicreler gibi smirh oldugu goriiliir. N-tip
kanallanda gticlii depolarizasyon ile aktive olurlar. Daha ¢ok noronlarda,
ozellikle dentrid hiicrelerinin, sinapslarindan nérotransmitter transferinde rol
oynarlar. Salyangoz ve 6riimeek venomlarindan izole edilen polipeptid tcjksinler
aracilifiyla bloke olurlar (Catterall ve ark., 2003). Peptid toksin olarak
adlandimlan w-konotoksin GVIA (w-CgTx GVIA) N-tip kalsiyum kanallarmm
simdiye kadar bilinen en biiyiik blokordiir. Bu toksin deniz salyangozu (Conus
geopraphus)’nun venomlarindan izole edilmistir. Bazi néronlarda bulunan L-tip
kalsiyum kanallar {izerine bir etkisi yoktur. Ancak bu toksinin zay:f bloke etkisi,
insan beyninden klonlanan L-tip kalsiyum kanalinda bulunmustur (Soria ve Cena,
1998).

1. 6. 1. 4. P-tip Kalsiyum kanallar

P-tip kalsiyum kanallar1 serebral purkinje néronlarinda bulunurlar. P-tip
kanallarda giiclit depolarizasyon ile aktive olurlar. Rat serebral purkinje
néronlanimn kiigik bir boltimiindeki P-tip kanallari, Dihidropridinler ve w-CgTx
GVIA bloke eder. 48 aminoasitlik peptid olan w- Aga-IVA toksini, serebral
purkinje ndronlarindaki P-tip kalsiyum kanallarim bloke eder. Ayrica nitrendipin
ve w-konotoksin’nin de bu kanallari yavag bir sekilde bloke ettigi bulunmugtur
(Soria ve Cena, 1998).

1. 6. 1. 5. Q-, R ve E~tip kalsiyum kanallan

Q-tip kalsiyum kanallarinin varlii da ileri stiriilmiistir. Memeli
beyninde sinaptik iletime katkida bulunan bu kanallar w-CgTx MVIIC ve w-Aga-
IVA vasitasiyla bloke olurlar. Nimodipin ve w-CgTx GVIA’ne karsi ise
direnglidirler. Ayrica R-tip ve E-tip kalsiyum kanallar1 da klonlanmstir (Soria ve

Cena, 1998). R-tip kalsiyum kanallar1 da néronlarda bulunur ve aktive
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olabilmeleri i¢in gliglii bir sekilde depolarize olmalar1 gerekmektedir (Catterall ve
ark., 2003).

Fluspirilin, serebral purkinje néronlarindaki P-tip kalsiyum kanallarim ve
sempatik noronlardaki N-tip kanallart bloke eder. Fluspirilin P-tip ve N-tip
kanallarina selektif degildir. Ciinkii, L-tip ve T-tip kanallarina da inhibisyonu
vardir (Soria ve Cena, 1998). ‘

1.7. AMAC

Glintimiizde canlilarda yeni molekiiller, ve bilinen makromolekiiller ve
hiicreler arasinda yeni islevlerin yamsira ilag ve kimya sanayisinde yeni
gelismeler devam etmektedir. Hastaliklarin etki mekanizmalarinin arastirilmast
ve daha bu hastaliklar tizerine spesifik etkili yan etkileri daha az ilag gelistirme
galismalar1 sézkonusudur. Ilag gelistirme galismalari, yeni ilag sentezi ile oldugu
gibi dogal maddelerin ve dogal bilesiklerin arastirilmas: seklinde birka¢ koldan
paralel bir gekilde devam etmektedir (Hostettmann ve ark., 2001). Bunlarin
yamsira bilinen eski ilaglarin daha ¢nce bilinmeyen yeni etkileri oldugu

caligilmakta ve etkili oldugu bildirilmektedir (Karpe ve Frayn, 2004).

Bilgisayar ve yeni teknolojik araglarin gelismesi, 6zellikle sanal tarama
(virtual screening) olarak da bilinen in silico yontemler (Yamashita ve Hashida,
2004) ilag geligtirmede ve yapi-etki iligkilerinde yeni yaklagimlar saglamaktadir
(Zernov ve ark., 2003; Lanctot ve ark. 2003). Bu yaklasima 6rnek olarak, bir ilag
aday1 molekiiliin bir adet aromatik yapiya sahip olmasinin, bir adet hidrojen bag
donortine sahip olmasimn, hidroksil grup sayisimn bir olmasiin ve CH; grup
sayismun O ile 3 arasinda olmasmin en gok istenilen 6zellikler arasinda oldugu

bulunmustur (Xu ve Stevenson, 2000).

Bu ¢aligmada kekik olarak bilinen bitkilerde bulunan dolayisiya dogal
bilegikler olan timol ve karvakrol ile bu molekiillerin izopropil grubu tasimayan
orto-krezol ve meta-krezol un, son derecede basit yapiya sahip olmalar ve
yukarida istenilen 6zelliklere yakin yapida olmalari nedeniyle, kalsiyum cevaplari
tizerine etkilerinin aragtirilmasi amaglanmigtir. Molekiillerin yapisal benzeriligi
ve basitlifi nedeniyle deneylerimiz sonucunda elde edilecek bilgilerin ayrica

biyoinformatik ve keminformatik alanina da uygulanabilecek yeni veriler sunmas:

beklenmektedir.
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CIZELGE 1.1 Kalsiyum kanallarinin fizyolojik ve farmakolojik fonksiyonlar: (Catterall ve

ark., 2003).
Kanal | Akim Bulundugu yer Spesifik antagonister Hiicresel fonksiyon
. Dihidropiridinler,
Cay1q L Iskelet ka51 transvers Benzodiazepinler, Eksitasyon - kontraksiyon
tiibiiller oy gy
Fenilalkilaminler
Kardiyak myositler, Dihidropiridinler, Eksitasyon-kontraksiyon,
Ca,1.2 L endokrin ve ndronal Benzodiazepinler, hormon salinimi, sinaptik
hiicreler Fenilalkilaminler iletisim
. v Dihidropiridinler, Hormon salinimi,
Endokrin ve néronal : ) . ; .
Ca,l1.3 L . Benzodiazepinler, transkripsiyon, sinaptik
hiicreler ) ; ) BEA
Fenilalkilaminler iletisim
Ca,1.4 L Retina ) _ Blpolar h}'icrelerden
norotransmitter salinimi
Sinir terminali ve ) ndrotransmitter salinimi
Ca2.1 | PIQ dendritler w-agatoxin IVA dentritik Ca*? tasinmasi
Sinir terminali ve ndrotransmitter salinimi
Ca22 | N dendritler w-CT,-GIVA dentritik Ca* taginmasi
Ca2.3 R Noronal hucr.e somasi SNX-482 )
ve dendritler
Noronal hiicre somasi
Ca,3.1 T ve dendritler, - pacemaker
kardiyak myositler
Noéronal hiicre somasi
Ca,3.2 T ve dendritler, - pacemaker
kardiyak myositler
Noronal hiicre somasi
Ca,3.3 T ve dendritler - pacemaker
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde her iki cinsten albino Wistar siganlari (200-300g)

kullanmilmagtir.

Deney hayvanlari Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Farmakoloji Anabilim dalinda yetistirilmis, ¢esme suyu ve standart yem (Esyem
A.S., Eskisehir) ile beslenmistir.

2.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler ve cihazlar

2.1.2.1. Kimyasal maddeler

CaCl,
Glukoz
KCl1
MgCl,
NaCl
NaHCOs3
NaH,;PO4
Asetilkolin. Cl
Nifedipin
Fenilefrin
DMSO
Karvakrol
Timol
o0-Krezol

m-Krezol

(Merck)

(Merck)
(Merck)
(Merck)

(Merck)
(Merck)

(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)

(Merck)

2.1.2.2. Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Hassas terazi
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Izole organ banyosu (Ugo-Basile, Italy, cat. 4050)

Izotonik transdusir (Ugo-Basile, Italy, cat. 7006)
Izometrik transdusir (Ugo-Basile, Italy, cat. 7003)
Recorder gemini transdusir (Ugo-Basile, Italy, cat. 7070)
Enjektorler (1, 5, 10 ml, Hayat A.S., Tiirkiye)
Mikropipet (Eppendorf, Alm.)

Cerrahi alet ve malzemeler

2.2 Yontem
2.2.1 Izole Organ Banyosu Deneyleri

Deneylerde kullamlan siganlar servikal dislokasyon ile 6ldiirildiikten
sonra gogiis ve karin bolgesi agilarak aorta, mide ve ileum cikartilmgtir.
Fizyolojik soliisyon olarak kullamlan Tyrode solusyonu (NaCl 8; KCI 0.2;
NaHCO; 1; CaCl, 0.24; MgCl, 0.01; NaH,PO4 0.05; Glikoz 1 (g/lt) igine

alimugtir (Bowman ve Rand, 1980).

Midenin fundus kismindan alinan stripleri klasik yontemlere uygun olarak
kullamlmigtir (Mcleod L. ve Staff of Edinburgh., 1972). Ileum ‘ileogekal
valviilden 10-20 cm uzakliktaki segmentlerden 2 cm kesip kullanilmistir. Aorta
thoracica, diafragmatik ugtan baglanarak arcus aortaya dogru dikkatle kesilip
¢ikarilmigtir. 3-5 mm uzunlugunda alinan preparat hassas bir sekilde siirterek

endotelinden temizlenmistir.

Tez ¢alismas1 boyunca yapilan tiim deneylerin Helsinki deklerasyonuna
uygun sekilde yapilmasina Ozen gosterilmistir

(http://www.wma.net/e/policy/b3.htm).

Izole organlar cevre dokulardan temizlendikten sonra, izole organ
banyosuna aktarilmugtir. Izole organ temperatiirii 36,5°C de sabitlenmis ve izole
organ banyosundan %95 O,, %5 CO, gazlan gegirilerek dokularn oksijenlenmesi
saflanmigtir. Aorta ve ileuma 1g, mide fundusa 1.5g gerim uygulanmistir, Aorta

cevaplar1 izometrik transdusir, ileum ve mide- fundus cevaplar ise izotonik
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transdusirlar aracilify ile rekorder’ da kaydedilmistir. Organlar 15 dakikada bir
fizyolojik soliisyon ile yikanarak 1 saat siireyle inkiibe edildikten sonra doz
caligmasina baglanmistir. Caligma siiresince, her doz-cevap alimindan sonra,

organ fizyolojik soliisyon ile yikanarak en az 15 dakika inkiibe edilmistir.

Test maddeleri olan karvakrol ve timolin 10% 10° ve 10%
konsantrasyonlar, o-krezol ve m-krezol’iin 10 konsantrasyonu izole organ
banyosunda organlar {izerine etkisi denenmistir. Test maddelerinin K* ile
depolarize edilen izole organ preparatlart kullamlarak CaCl, varligmdaki
cevaplara bakilmistir (Kenny ve ark., 1990; Spedding, 1982). Nifedipin (10%)

varhginda test maddelerinin CaCl, cevabi iizerindeki etkileri incelenmistir.
2.2.2 Karvakrol, Timol, o-krezol ve m-krezol ile yapilan deneyler
2.2.2.1 K" -depolarize izole Mide Fundus CaCl, Deneyleri

Izole mide fundus ¢alismalart icin klasik yontemlerle hazirlanan
preparatlar kullamlmigtir. Organ, 1.5 g gerim uygulanarak asilmis ve cevaplar
izotonik transdusir aracihifi ile rekorder tarafindan kaydedilmistir. Izole mide
fundus iizerinde karvakrol, timol, o-krezol ve m-krezol’iin Ca®* antagonist etkisi
olup olmadigim test etmek igin K'- depolarize edilen izole fundus preparatlari
kullamlarak CaCl, varligindaki cevaplara bakilmigtir. Karvakrol ve timoliin 107,
107, 10*M ve o-krezol ile m-krezol’iin 10™*M dozlan varliginda CaCly’e kars:
doz-cevaplar almmigtir. Organlar 15 dakikada bir Tyrode soliisyonu ile 15
dakikada bir yikanmak tizere 45 dakika inkiibe -edilmistir. Organin
saflamhifindan emin olabilmek igin asetilkolin doz-cevabi alinmistir. Organ
Tyrode soliisyonu ile yikamp 15 dakika inkiibasyondan sonra kalsiyumsuz
fizyolojik ¢ozelti ile (NaCl 97; KCI 40; NaHCO; 11.9, NaH,PO4 0.4; Glikoz 5.5
(mmol/L) ile 6 defa diizenli olarak yikanarak ortamdan Ca®" kalintilarmin
temizlenmesi saglanmis ve 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10 mmol CaCl, ¢ozeltisi ile doz-

cevabi kaydedilmistir.

Organ tekrar normal Tyrode soliisyonu ile yikanarak 15 dakika inkiibe
edildikten sonra 6 defa kalsiyumsuz fizyolojik soliisyonu ile yikanmis ve organ bu
¢ozeltideyken ¢oziictiniin etkisini kontrol etmek icin 0,2 ml DMSO ile 5 dakika

maruz birakildiktan sonra CaCl, ile doz-cevabi alinmustir.
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Organ Tyrode soliisyonu ile dinlendirilip, 6 defa kalsiyumsuz fizyolojik
soliisyon ile yikand ve organ bu ¢ézeltideyken karvakrol ve timoliin 107, 107, 10"
*M dozlan ile o-krezol ve m-krezol’tin 10*M dozlar1 5 dakika ayrl ayri maruz

birakilmig ve CaCl, doz-cevabi alinarak kasilmalar kaydedilmistir.
2.2.2.2 K' depolarize Izole ileum CaCl, deneyleri

Izole ileum iizerinde karvakrol, timol, o-krezol ve m-krezol’iin Ca** kanal
antagonist etkisi olup olmadigm test etmek icin K'- ile depolarize edilen izole
fundus preparatlar1 kullamlarak CaCl, varhigindaki cevaplara bakilmigtir. Daha
once belirtildigi gibi organ preparati 15 dakikada bir Tyrode soliisyonu ile
ytkanmak tizere 45 dakika inkiibe edildikten sonra organin saglamligindan emin
olabilmek i¢in asetilkolin doz-cevabi alimmistir. Organ Tyrode soliisyonu ile
yikanip 15 dakika inkiibasyondan sonra kalsiyumsuz fizyolojik ¢ozelti ile 6 defa
diizenli olarak yikanarak ortamdan Ca' kalintilarinim temizlenmesi saglanmis ve
0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, mmol CaCl, ¢ozeltisi ile doz-cevabi kaydedilmistir. Test
maddelerinden karvakrol ve timoliin ¢&ziiciisti olan DMSO (0.2 ml) varliginda da
CaCl, doz-cevabi alinmistir. Daha sonra karvakrol’iin 1078, 10, 10"*M dozlari,
timoliin 10°%, 10°%, 10", 10*M dozlar ile o-krezol ve m-krezol’iin ise 10“M dozu
varlifinda, CaCl, doz-cevabi alinarak, kasilmalar izotonik transdusir araciligi ile

rekorder tarafindan kaydedilmistir.
2.2.2.3 K' depolarize Izole aorta CaCl, deneyleri

Aorta preparatlar1, deney hayvanlan 6ldiirtildiikten hemen sonra gdgiis
kafesi agilarak aorta thoracica, diafragmatik ugtan baglanarak arcus aortaya dogru
dikkatle kesilip ¢ikartilmistir. 3-5mm uzunlugunda alinan preparat hassas bir
sekilde siirterek endotelinden temizlenmistir.  20ml’lik banyoya 1g gerim
uygulanarak asimustir. 60 dakika Tyrode soliisyonunda inkiibe edildikten sonra
10°M fenilefrin ile prekontrakte edilmistir. Tekrar 20 dk. Inkiibasyondan sonra 6
defa kalsiynmsuz fizyolojik ¢6zelti ile yikanarak, ortam kalsiyumdan
temizlenince, CaCl, doz-cevabi alinmugtir. Test maddelerinden karvakrol ve
timoliin ¢6ziiciisii olan DMSO (0.2 ml) varliginda da CaCl, doz-cevabr alinmugtir.

Daha sonra karvakrol, timol, o-krezol ve m-krezol’iin 10*M dozlar varlifinda,
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CaCl, doz-cevab: alinarak, kasilmalar izometrik transdusir araciligy ile recorder

tarafindan kaydedilmistir.

Tiim K depolarize Izole organ deneylerinde kontrol gurubu olarak Ca?*
kanal blokérii olan nifedipin’nin 10°M dozu varliginda da CaCl, doz-cevabi

alinmugtir.
2.2.3. Istatistiksel hesaplamalar ve verilerin degerlendirilmesi

Istatistiksel hesaplamalar igin degerlendirilmeye alinan deneysel verilerin
manipulasyon hatalarindan armdiriloig olmasina dikkat edilmis ve veriler en az
bes denekten almmustir. Deneysel veriler calisan Minitab® ver.11.12 paket
- programu kullamlarak Student ¢ testi ve/veya tek yonlii varyans analizi
kullanilarak hesaplanmistir. Varyans analizini takiben Tukey HSD c¢oklu
karsilastirma yontemi uygulanmis ve p < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmigtir. Istatistik hesaplamar sonucunda elde edilen degerlerin analizi ve
sekilsel gosteriminde Sigmaplot ® ve Labplot (GPL) kullamlmistir. Sekillerde

yer alan her bir deger, ortalama + ortalamamin standart hatas: (mean.+s.e. mean)

olarak gosterilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. K" -depolarize izole mide fundus deney sonuclar:

3.1.1. Karvakrol, Timol, orto-krezol ve meta-krezol’iin izole mide

fundus iizerinde CaCl, kasilmalarina etkisi

Timol tig farkls dozda (10, 107 ve 10™* M) test edildiginde, sadece 10 M
dozunda 3 ve 10 mM CaCl, kasilmalarina kars: istatistiksel olarak anlaml bir
inhibisyon yaptigi, inhibisyonlarin non-kompetitif nitelikte oldugu g6zlenmistir.
Timol 10° ve 10°M dozlarinda herhangi bir etki géstermemistir (Sekil 3.1)
(Cizelge 3.2). Kontrol olarak kullanilan Nifedipin (10°M) mide fundus CaCl,

kasilmalar1 tizerinde beklenildigi gibi inhibe edici etkili oldugu gdzlenmistir.

K'-depolarize izole sican mide fundus preparat1 ile yapilan calismalarda
CaCl, kasilmalarma kars1 karvakrol’iin sadece 10 M dozunda CaCl; 0.03 mM
disindaki tiim CaCl, dozlarinda inhibitér etkili oldugu gérilmiistir (Sekil 3.2)
(Cizelge 3.1).

o0-Krezol'iin test edilen 10* M dozunda K* -depolarize izole mide fundus
tizerinde CaCl, kasilmalarmin 1, 3, 10 mM dozlarinda inhibisyon yaptig
goriilmiistiir (Sekil 3.3) (Cizelge 3.3).

m-Krezol’iin test edilen 10*M dozunda K* -depolarize izole mide fundus
iizerinde CaCl, ‘un sadece 10 mM dozunda non-kompetitif inhibisyon yaptigi
gorlilmiistiir (Sekil 3.4) (Cizelge 3.4).

3.2. K" -depolarize izole ileum deney sonuclari

3.2.1. Karvakrol, Timol, orto-krezol ve meta-krezol’iin izole ileum

iizerinde CaCl, kasilmalarma etkisi

K -depolarize izole sigan ileum preparatlarinda timoliin test edilen (107,
10 ve 10*M) dozlarindan sadece 10* M dozunda anlamli bir inhibisyon
gozlenmigtir. CaCl’tin 1, 3, 10 mM konsantrasyonlarinda kasilmalara karst
anlamh bir non-kompetitif inhibisyon yaptigi gozlenmistir. (Sekil 3.5)(Cizelge
3.2).
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Karvakrol’iin test edilen (108, 10%ve 10*M) dozlarindan 10*M dozunda
olmak tizere CaCly’in 1, 3 ve 10 mM dozlarinda non-kompetitif inhibisyon yaptigi
gozlenmistir. Karvakrolun etkisine en fazla duyarli organ olarak fundus oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.6) (Cizelge 3.1).

o-Krezoliin test edilen 10* M dozunda K* -depolarize izole ileumdaki 0.3,
1, 3, 10 mM CaCl, ile olusturulan kasilmalar iizerinde inhibisyon yaptigr (Sekil
3.7)(Cizelge 3.3), fakat m-krezol’iin izole ileum tizerinde herhangi bir etkisinin

olmadifr gozlenmistir (Sekil 3.8) (Cizelge 3.4).
3.3. K" -depolarize izole aorta deney sonuglary

3.3.1. Karvakrol, Timol, orto-krezol ve meta-krezol’iin izole aorta

iizerinde CaCl, kasilmalarma etkisi

10°M fenilefrin ile prekontrakte edilen K -depolarize izole sigan aortasi
tizerinde timoliin sadece test edilen 10*M dozunda 1, 3, 10mM
konsantrasyonlarinda CaCl, kasilmalarina karst inhibitér etkili oldugu
goriilmiistiir (Sekil 3.9) (Cizelge 3.2).

Bu deney sisteminde karvakrol’tin herhangi bir etkisi olmadig:
gozlenmistir (Sekil 3.10) (Cizelge 3.1).

o-Krezol’iin 10™*M dozunda, izole sigan aorta iizerinde CaCl, un tiim
dozlarinda istatistiksel olarak non-kompetitif bir inhibisyona yol agtig1
goriilmiistiir (Sekil 3.11). orto-krezole benzer sekilde m-krezol’tin de 10™*M
dozunda anlamli inhibitor etkisi gozlenmistir (Sekil 3.12) (Cizelge 3.4).

orto- ve meta-krezollerin CaCl, iin uygulanan (0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10 mM)
tiim dozlarinda goriilmiistiir (Sekil 3.11, 3.12) (Cizelge 3.3).

Kontrol amagli olarak kullanilan voltaja-bagh kalsiyum kanal blokérii olan
Nifedipin’nin 10°M dozunun fenilefrin ile prekontrakte edilen K* depolarize izole
aorta CaCl, kasilmalar1 {izerinde beklenildigi gibi inhibe edici etkileri

gozlenmistir,
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Cizelge 3. 1. Karvakrol'un organlar tizerindeki etkisinin toplam

degerlendirilmesi

[dozlar: 003 01 03 1 3 10 mM CaCl,]
funduskarvakrol [-4M] - + + + + +
ileumkarvakrol [-4M] - - - + + +

aortakarvakrol [-4M] - - - - - -

Cizelge 3. 2. Timol'un organlar iizerindeki etkisinin toplam degerlendirilmesi

[dozlar: 003 01 03 1 3 10 mM CaCl,]
fundustimol [-4M] - - - - + +
ileumtimol [-4M] - - - + + +
aortatimol [-4M] - - - + + +

Cizelge 3. 3. 0-Krezol'un organlar iizerindeki etkisinin toplam degerlendirilmesi

[dozlar: 003 01 03 1 3 10 mM CaCl,]
fundusokrezol [-4M] - - - + + +
ileumokrezol [-4M] - - + + + +
aortaokrezol [-4M] + + + + + +

Cizelge 3. 4. m-Krezol'un organlar tizerindeki etkisinin toplam degerlendirilmesi

[dozlar: 003 01 03 1 3 10 mM CaCl,]

fundusmkrezol [-4M] - - - - - +
ileummkrezol [-4M] - - - - - -

aortamkrezol [-4M] + + + + + +
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Cizelge 3. 5. K'-depolarize fundus iizerinde uygulanan tiim maddelerin etkisinin

toplam degerlendirilmesi

[dozlar:

0.03 0.1

3 10mM CaCly]

funduskarvakrol [-4M];
fundusokrezol [-4M];
fundustimol; [-4M];

fundusmkrezol [-4M];

Cizelge 3. 6. K'-depolarize

toplam degerlendirilmesi

[dozlar:

+

+ +
+ +
+ +
- +

ileum tizerinde uygulanan tiim maddelerin etkisinin

0.03 0.1

3 10mM CaCl,]

ileumokrezol [-4M]
ileumtimol [-4M]
ileumkarvakrol [-4M]

ilenmmbkrezol [-4M]

Cizelge 3. 7. K'-depolarize

toplam degerlendirilmesi

[dozlar:

+ +
+ +
+ +

aorta {izerinde uygulanan tiim maddelerin etkisinin

aortaokrezol [-4M];
aortamkrezol [-4M];
aortatimol; [-4M];

aortakarvakrol [-4M];

0.03 0.1
+ +
+ +
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100 -

90 4 | @ CaCly (fundus)
—5— DMSO
80 1 | —M— timol (10°°M)
—&— timol (10°M)
70 1 | —w— timol (10™M)
—&— Nifedipin
60 -
4]
E 50-
[7)]
[0
X 40 -
X
30 -
20 -
10 -
O .
..10 .

0,03 0,1 0,3 1 3 10

log CaCl2 (mM)

Sekil 3.1 Timol ve nifedipin’in izole mide fundusunda CaCl, yanitlar: iizerine etkisi. *)p <0.05

®=7).
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100 ~

90 { | -@- CaCl, (fundus)
—&— DMSO
80 1 | —M— karvakrol (10°°M)
—A— Kkarvakrol (10°M)
70 1 | —— karvakrol (10°M)
—4— Nifedipin
60 - P
©
E 50 -
[72]
©
X 40
2
30 -
20 -
10 -
0 _
-10 -

log CaCl2 (mM)

Sekil 3.2 Karvakarol ve nifedipin’in izole mide fundusunda CaCl, yanitlart tizerine etkisi. (*) p<0.05
(n=7).
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100 ~

I PN CaCls (fundus)

80 —W¥— o-cresol (1 o M)
—4@— nifedipin

70 ~

60

50 -

40 -

% Kasilma

30

20 A

10 A

'10 - T T T f T T

0,03 0,1 0,3 1 3 10

log CaCl2 (mM)

Sekil 3.3 orto-krezol ve nifedipin’in izole mide fundusunda CaCl, yanitlar: iizerine etkisi. (*) p<0.05
@©=7).
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100

071 | _@— caCly (fundus)

80 4 | —%— m-cresol (10™* M)
—&— nifedipin

70

60 ~

50

40 -

% Kasilma

30 -

20 ~

10 -

0,03 0,1 0,3 ‘- 3 10

log CaCI2 (mM)

Sekil 3.4 meta-krezol ve nifedipin’in izole mide fundusunda CaCl, yanttlar iizerine etkisi. (*) p<0.05
(=7).
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90 -

80 -

70

60

50

40 -

% Kasilma

30

—@— CaCl, (ileum)
—5— DMSO

—l- timol (10°M)
—A— timol (10°M)
~W— timol (107*M)
~4— nifedipin

0,03

0,1

log CaCl, (mm)

sekil 3.5 Timol ve nifedipin’in izole ileumda CaCl, yanitlar iizerine etkisi. (*) p<0.05 (n=7).
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100

% —@— CaCl, (ileum)
i —O— DMSO
80 4 —H- karvakrol (10°M)
—A— karvakrol (10°M)
70 | —W— karvakrol (10™*M)
—4@— nifedipin

60
©
E 50 -
®
©
X 40 -
=S

30 -

20 A

10

0 + *
* *
"10 - T T T T T T
0,03 0,1 03 1 3 10

log CaCl, (mM)

Sekil 3.6 Karvakarol ve nifedipin’in izole ileumda CaCl, yanitlar: iizerine etkisi. (*) p<0.05 (n=7).
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100

90

80 A

70 -

60

50 +

40 -

% Kastima

30

20 -

10 -

—@— CaCl, (ileum)
—W— o-cresol (107M)
—4— nifedipin

0,03 0,1

log CaCl,, (mM)

Sekil 3.7 orto-krezol ve nifedipin’in izole ileumda CaCl, yamtlari tizerine etkisi. (*) p<0.05 0=7).
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100 ~

—@— CaCl, (ileum)
—W¥— m-cresol (10*M)

80 - —4&— nifedipin

90

70

60 -

50 ~

40 -

% Kasilma

30 +

20

10

0,03 0,1 0,3 : 1 3 10

log CaCl, (mM)

Sekil 3.8 meta-krezol ve nifedipin’in izole ileumda CaCl, yanitlar: tizerine etkisi. (*) p<0.05 ©=7).
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100 ~

90 - —@-— CaCl, (aorta)
-5~ DMSO

80 —W¥— timol (107 M)
—&— nifedipin

70 -

60 -

50 -

40 -

% Kasiima

30 ~

20 -

-10 -

-20 -

0,03 0,10 0,30 1,00 3,00 10,00

log CaCl, (mM)

Sekil 3.9 Timol ve nifedipin’in izole aortada CaCl, yamitlar: iizerine etkisi. (*) p<0.05 (n=5)
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40
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20

10 ~

-10 -

-20 -

—@— CaCl, (aorta)
—&— DMSO

—W— karvakrol (107 M)

—— nifedipin

0,03

1,00

3,00 10,00

log CaCl, (mMm)

Sekil 3.10 Karvakarol ve nifedipin’in izole aortada CaCl, yamitlar: tizerine etkisi. (*) p<0.05 (n=5)
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100

90 o

80 ~
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60

50 A

40 -

% Kasilma

30

20 A

10 A

-10 +

—@— CaCl, (aorta)

—W— o-krezol (10™

—@— nifedipin

M)

20 -

0,10

0,30 1,00 3,00 10,00

log CaCI2 (mM)

Sekil 3.11 orto-krezol ve nifedipin’in izole aortada CaCl, yanitlari tizerine etkisi. (*) p<0.05 (n=5)
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Sekil 3.12 meta-krezol ve nifedipin’in izole aortada CaCl, yamtlar iizerine etkisi. (*) p<0.05 (n=5)
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4.  TARTISMA

Bu ¢alismada dogada bol miktarda bulunan karvakrol ve timol ile dogada
yaygm olarak bulunmamakla birlikte endstriyel gelisme sonucunda glinlik
yasamda karsilagilan molekiiler yapilarindaki ayni substituentin orfo- ve meta-
krezol un izole sigan diiz kaslarinda K* -depolarize izole organ {izerinde CaCl,

cevaplan tlizerine etkileri aragtirilmagtir.

Timol ve karvakrolun orto- ve meta-krezol molekiillerinin izopropillenmig
tiirevleri olduklar: bilinmektedir. Timol ile karvakrol arasinda ve bunlara benzer
olarak meta-krezol ile orto-krezol arasinda bulunan tek farklilik, molekiil tizerinde
bulunan bir adet hidroksil molekiiliiniin pozisyonudur. Dogada yaygin olarak
bulunan ve etnomedikal olarak kullanilan gesitli dogal bilegimlerde bulunan timol
ve karvakrol ile literatiirde genellikle toksisitesi nedeniyle aragtirma konusu olan
orto- ve meta-krezoller arasinda ise sadece izopropil grubu acisindan farklilik
vardir. Aromatik yapidaki metil grubu ise deneylerimizde kullanilan tiim test
maddelerinde bulunan ortak bir yapidir (Sekil 1.1 ve 1.2).

Deneysel verilerimiz, K'-depolarize izole sigan mide fundus iizerinde m-
krezolun en az etkili, karvakrolun ise en fazla etkili bilegik oldugunu gdstermistir.
Etki agidan bilesikleri siralandiinda, en etkili bilesikten baglamak iizere sirasiyla:
karvakrol, o-krezol, timol ve m-krezol gozlenmektedir (Sekil 3.1-3.4)(cizelge
3.5). Karvakrol ve o-krezoldeki ortak noktann orto konumlu OH molekiilii
oldugu gozoniine alinacak olursa, deneysel verilerimiz sonucunda izole mide
fundus tizerinde izopropil degil, molekiil iizerindeki OH grubunun pozisyonunun
gozlenen kalsiyum antagonistik etkinin olugmasinda 6nemli rol oynadipy

sdylenebilmektedir.

lleumda ise fundusta oldugu gibi molekiiler yap: ile farmakolojik etki
arasinda dogrudan bir iliski kurmak miimkiin olmamistir. Ileumda en giiglii
inhibisyon beklentilerimizin aksine o-krezol ile gozlenmis fakat karvakrolun 107
M dozunda denenmemis olmas1 karvakrolun bu dozdaki olas: etkisinin gbzden
uzak kalmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle karvakrolun 107 M
dozu da dahil olmak iizere yeni deneylerin yapilmasina gerek vardir. Ileum

tizerinde yapilan deneylerden gelen sonuglara gére molekiil iizerindeki meta
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grubu ile izopropil grubunun yakin pozisyonda olmasmm farmakolojik etki
lizerinde rol oynayabilecegini diislindiirmektedir. Nitekim klinikte kullaniimakta
olan propofol molekiiliinde OH ve izopropil gruplarinin birbirlerine komsu olarak

yerlesimli olmasi1 dikkate gekmektedir.

Bu veriler 1s181nda gastrointestinal sisteme ait organlar olmakla birlikte
fundus ve ileum arasinda farkliliklar oldugu bir kez daha deneylerimizde

gosterilmis olmaktadir.

Ote yandan orto-krezolun ileum tizerinde karvakrolden daha etkili olmast
fakat meta-krezolun etkisiz olmasi orto konumlu OH grubunun gbzlenen
farmakolojik etki tizerindeki rolii oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, fenil
halkasindaki orto konumlu OH grubunun farmakolojik etki iizerinde oynadigi rolii
tizerindeki yapilan daha énceki galigmalarla paralellik gostermektedir (Aydin ve
ark., 2003).

Aorta tizerinde orto- ve meta-krezollerin inhibitor etkili olmas: (Sekil 3.11
ve 3.12) fakat karvakrolun etkisiz olmas: (Sekil 3.10) izopropil grubunun varlig:
ile aortadaki kalsiyum cevaplari arasinda ters orantili bir iligki oldugunu
diigiindiirmektedir. Izopropil tastyan karvakrolun etkisiz olmas: fakat timolun 1,3
ve 10 mM CaCl2 dozlarinda inhibitor etkili olmasi, timolun izopropil grubuna ek
olarak spesifik etkili bagka mekanizmalar iizerinde de etkili oldugunu
diigtindiirmektedir. Nitekim timolun kalsiyam (Takishima ve ark., 1979) ve
ayrica potasyum kanallariyla etkilesmesine (Szentandrassy ve ark., 2003) ek
olarak GABA gibi spesifik reseptorler ile etkilestigine dair raporfar bu
digtincemizi deteklemektedir (Priestley ve ark., 2003). Ayrica timole benzer
yapida fakat iki adet izopropil grubu tastyan propofol molekiiliiniin hem L tip
kalsiyam kanal blokaji (Martella ve ark., 2005) hem de T tip kalsiyum kanal
blokaji yaptig1 (Joksovic ve ark., 2005), ayrica alfal adrenerjik reseptorlerle
etkilestifi (Gable ve ark., 2005) aym zamanda potasyum kanallariyla etkilestigi
gosterilmigtir (Ying ve ark., 2005). Dolayistyla timolun de birden fazla etki
ybresine baglanarak aorta tizerinde karvakrolden farkli etkilere yol actigi

diistintilmelidir.

44



Orto- ve meta-krezol ile kalsiyum etkilesmesini gosteren daha &nce
yapimig herhangi bir caligmaya rastlanmamigtir ve bu konudaki bulgularimiz
yapilan bilgi taramalar: 15181nda ve bildigimiz kadariyla ilk kez calismalarimizda

gosterilmis bulunmaktadir.

| Karvakrolun aorta tizerindeki deneysel verilerine dayanarak, bilinen L-tip
kalsiyum kanallan ile karvakrol arasinda herhangi bir etkilesmenin bulunmadig
sonucuna varmak olasidir.  Ote yandan, bugiine kadar kardiyovaskiiler sistem
icerisinde olmak {izere, sadece kardiyak ventrikiiler hiicrelerde karvakrolun
kalsiyum kanallar1 tizerinde etkileri arastuilmig ve L tip kalsiyum kanallarinn
inhibe oldugu bildirilmistir (Magyar ve ark., 2004). Voltaja bagli L tip kalsiyum
kanallarinin bugiin bilinen en az 4 farkli alitipi bulundugu gozéniine alinacak
olursa (Catteral ve ark., 2003), ¢aligmamizda karvakrolun spesifik olarak L tip
kalsiyum kanallarinin alttipleri tizerinde etkili olmasi s6zkonusu olabilir ya da
kardiyak etkilerinin bu agidan tekrar ¢aligilmasina gereksinim oldugu sonucuna

varilabilir.

Ote yandan, ileum ve fundus tizerindeki kalsiyum yamtlarimin karvakrol
tarafindan inhibe edilmis olmasi, karvakrolun birden fazla etki yoresi ile
etkilesmekte oldugunu diigiindiirmektedir. Omegin, mide fundus gevsemeleri
tizerinde nitrerjik, purinerjik ve VIPerjik mekanizmalarin 6nemli rol oynadig

bilinmektedir (Mule ve Serio, 2003).

Karvakrolun spesifik etkisine iliskin olarak, ¢aligilan organlara goére
duyarlilikta bir degisme oldugu dikkatimizi ¢ekmistir. Karvakrol aortada hig bir
etki gostermezken, ileumda etkili olmus, ancak en fazla etkinin fundusda oldugu

gozlenmistir (Sekil 3.2, 3.6, 3.10)(Cizelge 3.1).

Karvakrolun izopropilsiz benzeri olan orto-krezol ise tam olarak ters
yonde bir organ duyarlilig1 ve etki profili gdstermistir. Buna gére o-krezol etkisi,
en diigiik fundusda, ileuamda orta diizeyde ve en yiiksek etkiyi aortada gostermistir
(Sekil 3.3, 3.7, 3.11)(Cizelge 3.3).

Bu verilere dayanarak, o-krezol ve karvakrolun etkilerinin organlara gére
etki siralamasimn gok benzer oldugu, fakat o-krezol ile karvakrolun etki giicleri

agisindan zit yonde bir etki profiline sahip olduklari dikkatimizi c¢ekmistir.
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Dolayisiyla molekiil tizerindeki hidroksil grubunun orto- konumda olmasi,
g6zlenen etki agisindan 6nemli, fakat izopropil grubunun varligi aorta tizerindeki
kalsiyum yanitlar1 {izerindeki etkinin ortadan kalmasina neden oldugu
anlagilmistir.  Izopropil grubu ile vaskiiler etkiler arasinda, calismalarimizda
ortaya ¢ikarilmig bulunan bu etkilesmenin, kardiyak agidan ne gibi bir énem

tasidig1 heniiz bilinmemektedir.

Iyon kanallari ile yapilan calismalarda kardiyak kalsiyum kanallarmmn
karvakrol ile inhibe oldugu gosterilmis ancak bu bulgu herhangi bir bagka
fonksiyonel calisma ile heniiz desteklenmis degildir ve yeni caligmalara
gereksinim bulunmaktadir. Karvakrolun spesifik etkili yeni bir kalsiyum kanal
blokér aday: olarak karsimiza ¢ikmakta oldugu, santral ve periferik etkilerinin bu
bilgileri 1518mda yeniden degerlendirilmesi gerekmektedir.
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