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BOLUM I
GIRiS

Adrenerjik sinir ucundan saliverilen noradrenalinle aktive edilen
alfa-adrenerjik reseptérlerin a4- ve az-adrenerjik reseptorler seklinde
iki ana alt gruba ayrnidiklan bilinmektedir. Dz kaslt yapilarin
¢ogunda bu iki tip reseptérin daha ziyade postsinaptik yeregim
gosterdigi saptanmugtir. Vaskiller diz kaslt yapilarda postsinaptik
yerlesim gosteren o-adrenerjik reseptdrlerden hakim reseptdr tipi
tire ve dokuya gdére degismektedir. Bu nedenle vaskiiler diz kasli
yapilarda a-adrenerjik agonist ve antagonistleriyle elde edilen
cevaplar da farkli olabilmektedir.

Kdpek safen veninde yapilan bu in vitro ¢alismada bir klasik op-
_adrenerjik reseptdr agonisti olan klonidin kullaniimig ve ayrica
* nisbeten yeni sayilabilecek ilaglardan da UK-14304 ve B-HT 933
denenmigtir. Bunlara ilaveten calismada o4-adrenerjik reseptér
agonisti olarak fenilefrin kullanilmis ve ayrica her iki reseptoér tipini de
aktive eden noradrenalin aragtirilmigtir. Calismada o4-adrenerjik
reseptér antagonisti olarak prazosin, oaz-adrenerjik reseptor
antagonisti olarak yohimbin ve yeni bir antagonist olarak da
Fluparoksan denenmigtir. Sunulan bu ¢aligmada, kOpek safen
veninde postsinaptik alfa-adrenerjik reseptér alt tiplerinin belirlenmesi,
ilaglarin potensi ve intrinsik aktiviteleri ile aralarindaki etkilegsme
turanin ortaya konmast amaglanmigtir.



BOLUM Il

LITERATUR BILGISI

Memelilerde sempatik sinir sisteminin uyariimasiyla olusan
etkilere araciik eden noradrenalinin aktive etti§i adrenerjik
reseptorler, farmakolojik Ozelliklerine gére ik kez 1948 yilinda

Ahlquist tarafindan iki bilyok gruba ayriimig ve a- ve B- adrenerjik

reseptorler olarak isimlendirilmiglerdir (Ahlquist 1948).

a-Adrenerjik reseptdrierin homojen bir grup olusturmadigi ve

bunlarin o, -ve az-adrenerjik reseptorler seklinde isimlendirilen iki ayr
tipinin bulundugu ilk kez Delbarre ve Schmitt (1973) tarafindan
ortaya konulmustur. Bu gelismeden sonra, Langer (1974) belirtilen
reseptdr alt tiplerini yerlesimlerine gore degerlendirerek efektdr hiicre

membraninda bulunanlan o, alt tipi ve adrenerjik sinir ucunda

bulunanlan da o~ alt {ipi geklinde isimlendirmigtir. Docherty ve ark

(1979) yaptikian caligmada o, -ve O -adrenerjik reseptérler igin
spesifik ve spesifik olmayan agonist ve antagonistieri kullanarak
effektér hiicre membraninda o,-adrenerjik reseptorlere ilaveten o~

adrenerjik reseptérierin bulundugunu da ortaya koymuslardir. Bu
bulguyu Timmermans ve ark (1979)da aynmi yil iginde
desteklemiglerdir.  Amino asit dizileri ve radyoligand baglama
bolgelerindeki membran alanlarinin  farmakolojik  6zellikleri
bakimindan birkag subtipe aynimalarina ragmen (Wilson ve
Minneman 1990, Lomasney ve ark 1991) subtiplere 0zgl



antagonistlerin bulunmamast nedeniyle fonksiyonel deneylerde a4- ve
oo~ reseptorierin detayh olarak siniflandiriimasini yapmak oldukca
zordur (Blaylock ve Wilson 1995 ).Ginimizde gen klonlama teknigi

kullanilarak o~ adrenerjik reseptdrlerin ol 0Lz Ve Ouc $eklinde g alt
tipinin (Delbarre ve Schmitt 1973) o> adrenerjik reseptdrierin de s,

Ogg, O2c V€ O2p olmak (zere doért alt tipinin varligi gdsterilmigtir

(Bylund 1992). Bunlara ilaveten son yillarda yapilan bir calismada
(Daniel ve ark 1996) ay-adrenerjik reseptdrierin aqp- seklinde bir diger
alt tipinin de bulunabilecegi bildirilmigtir.

in vivo ve in vitro galigmalarda o-adrenerjik reseptérieri daha
selektif olarak etkileyen agonist ve antagonist ilaglarin geligtiriimesine
calisimigtir. Bu calismalarda ayni zamanda reseptdr alt tiplerinin
belirenmesi de amaglanmig, fonksiyonel ve radyoligand baglama
caligmalarinda 6zellikle antagonistlerin etkinliklerini gésteren pA,, ICs
ve ECsp gibi dederler mukayese edilmistir.

Bircok in vivo ve in vitro calismada selektif o4- adrenerjik
reseptor agonisti olarak daha ziyade fenilefrin ve metoksaminin, oy -
adrenerjik reseptdr agonisti olarak da klonidin, ksilazin ve «-
metilnoradrenalinin kullanildi§i goériimekiedir. Her iki reseptor tipini
birlikte aktive etmek amaci ile de noradrenalin kullanilmaktadir (Starke
ve Docherty 1981,Mc Grath 1982). Caligmalarda selektif o4 -adrenerjik
reseptdr antagonisti olarak  prazosin denenmis ve bu ilagtan
postsinaptik  yerlesim gOsteren  a-adrenerjik reseptorierin
tiplendiriimesinde farmakolojik ajan olarak oldukca faydalaniimigtir
(Starke ve Docherty 1981,Mc Grath 1982). Postsinaptik yerlesim
gdsteren az-adrenerijik reseptorieri selektif olarak bloke etmek amaciyla
da caligmalarin oldukga biyik bir béliimiinde yohimbin ve rovoisinden
yararlanilmigtir. Son zamanlarda o-adrenerjik reseptérier ve bunlarin alt
tiplerinin  belilenmesinde fonksiyonel ve radyoligand baglama
caligmalarina ilave olarak molekiler klonlama teknidi de kullaniimakta



olup, bu metod reseptér alt tiplerinin belilenmesinde en son agamayi
olugturmaktadir.

Deneysel bulgular, a-adrenerjik reseptor alt-tiplerinin tire ve
bulunduklari damar segmentine gére degisebilecegini ve bu nedenle
s6z konusu reseptérlerin aktive edilmeleriyle elde edilen cevaplarin da
oldukga farklt olabilecegini ortaya koymaktadir. Yukarida belirtildidi gibi,
tiire ve damar segmentine gore oldukga farkli lokalizasyon gésteren a-
adrenerjik reseptérlerin uygun ligandlarla aktive edilmesi de reseptér
alt-tipine gére farkli sinyal transdikleme mekanizmalarinin stimale
edilmesine neden olmaktadir.

ilk kez, Battaglia ve arkadaglar (1983) sigan frontal korteksinde
yaptiklart bir radyoligand baglama caligmasi ile fentolamin ve WB
4107'in [*H] prazosinin baglanmasini farkli derecelerde inhibe ettigini
goérmisgler ve belirtilen dokuda as-adrenerjik reseptorlerin iki ayri tipinin
bulundugunu belirterek bunlan aya- ve a4e- seklinde isimiendirmiglerdir.
Daha sonra asa-alt tipinin si§ir beyni hicre kiltarlerinde ve ayrica
sicanda ¢esitli dokularda (kalp, dalak, aorta ve serebral korteks)
bulundugu gésterilmistir (Lomasney ve ark 1991). Diz kas hicre
membraninda reseptdre bagdimli Ca’*-kanallan ile kenetli olan oa-tipi
adrenerjik reseptorlerin ekstraseliller Ca™ girigi ile aktive edilen sinyal
transdiikieme mekanizmasi ile iligkili oldugu ve 6zellikle vaskiler diz
kaslt yapilarda tonik cevaba aracilik ettigi ortaya konmustur (Wilson ve
Minneman 1990). a4g alt tipi ise, ik kez hamster vas deferensi hiicre
kiltirlerinde  gosterilmigtir (Cotecchia 1988). asg-alt tipinin uyariimasi
fosfoinozitid hidrolizine aracilik etmektedir. Hiicrede sitosole saliverilen
inositoltrifosfat intraselliler depolardan kaisiyum saliveriimesine neden
olmakta ve dolayisiyla a4 alt tipinin uyarilmas: vaskiler diz kash
yapilarda esasen fazik cevabin olugmasini saglamaktadir. ac- alt tipi
ise ilk kez sidir beyni hicre kiltarlerinde tanimianmigtir (Schwin 1990).
aqc- alt tipinin aktive ediimesi de ayp- alt tipi igin belirtildi§i gibi,
inositoltrifosfat aracili intrasellter kalsiyum rilizine neden oimaktadir.



az-Adrenerjik reseptérierin homojen bir grup olusturmadigi ve
farkli farmakolojik kriterlere sahip alt tiplerinin bulunabilecegi itk kez
insan ve rat beyninde prazosinin, [3H] yohimbin baglanmasini inhibe
etme potensinin beynin dedisik bdlgelerine gbére farkli oldugunun
saptanmasiyla ortaya atimigtir (Bylund 1985,Petras ve Bylund
1986,Martinotti ve ark 1991). Bu bulgulara dayanilarak prazosine
dugtk affiniteli baglanma yerleri aza ve prazosine yiksek affiniteli
baglanma yerleri de o olarak isimlendirilmigtir. aza-Alt tipi adrenerjik
reseptdrlerin insan trombositi, tavsan dalagi ve rat submandibular
bezinde bulundugu gésterilmigtir (Docherty ve Connaughton
1991,Bylund 1992). Bu yapilara ilaveten, neonatal sigan akcigeri, sican
bdbredi (Bylund 1992) ve atriumunda (Smith ve ark 1992) da ap-alt tipi
reseptérierin bulundugu gosterilmigtir. Bu reseptdrieri belidlemek igin
prazosin, klorpromazin, ARC 239 gibi selektivitesi nispeten yliksek
ligandlar kullanilmaktadir (Bylund 1992). agp- Alt tipi adrenerjik
reseptdrlerin ise, sigir pineal bezinde bulundugu ve dider reseptér alt
tiplerine gbre rovolsine diguk affinite gosterdigi belirlenmigtir
(Simonneauz 1991).

azx-Adrenerjik reseptérlerin aktive edilmesiyle adenilat siklaz
enzimin inhibe edildigi ve c-AMP yapiminin azaldi§i bilinmektedir
(Bylund ve Ray-Prenger 1989). Buna ilaveten katakolaminlerin op-
adrenerjik reseptorleri aktive etmek suretiyle olusturdukiar etkilere bu
ajanlarin potasyum kanallarini aktive etmelerinin de katkida bulundugu
sQylenebilir (Isom ve Limbird 1988). a-adrenerjik reseptoriere bagh
etkilerde yukarida belirtilen her bir alt tipe 6zgi bir sinyal transdikleme
mekanizmasinin  bulunup bulunmadigt da heniiz tam olarak
bilinmemektedir (Daly ve ark 1988). Deney hayvanlarinda noradrenalin,
fenilefrin, UK-14304 gibi agonistier ve rovolsin, Wy-26703, CH-38083,
prazosin ve korinantin gibi antagonistler ile yapilan g:all§malara'
dayanarak vaskiler yataktaki postsinaptik a-adrenerjik reseptérier o-
ve o olmak Gzere iki alt sinifa ayrilmigtir. Agonist-antagonist
etkilegmeleriyle yiritilen in vitro farmakodinami caligmalarinda bir gok



vaskiler diz kash yapinin o4-tipi adrenerjik reseptdr icerdidi, buna
karsin, ag-alt tipinin bir kag dokuda 6rnegin, kdpek, kobay ve tavsan
safen veni ile kobayda femoral vende bulundugu gésterilmistir (Daly ve
ark 1988). ax-Adrenerjik reseptérierie ilgili caligsmalar daha ziyade
képek safen veninde yapiimig ve Sullivan ve Drew (1980) ‘de bu
dokunun belirtilen tiple yapilacak caligmalar igin uygun bir doku
oldugunu belirtmiglerdir. Vaskiler diaz kaslarda postsinaptik o-
adrenerjik reseptér alt-tiplerini belilemek amaciyla képek safen veni
diginda diger dokular da kullanilmig ve farkli 6zelliklere sahip bir ¢ok
agonist ve antagonist denenmigtir. Ornegin, Sullivan ve Drew(1980)
képek izole safen ven geritlerinde agonist olarak noradrenalin ve
fenilefrin, antagonist olarak da prazosin ve yohimbin kullanarak
postsinaptik a-adrenerjik reseptérlerin sadece a4-tipinde oldugunu,
buna kargin, fenilefrinin daha az etkin, yohimbin’ in ise diger
dokulardakine gére daha gugli  antagonist etkinlik gdsterdigini
belirtmiglerdir.

Bircok farkh dokuda cesitli agonist ve antagonist kullanilarak
postsinaptik a-adrenerjik reseptorierin  alt-tipleri  belirlenmeye
calistimistir. Onemli bazi 6rnek galigmalar Tablo-I' de gésterilmistir.

Sunulan bu in vitro ¢aligmada, kdpek safen veninde a-adrenerjik
reseptdr alt-tiplerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Galigmada klasik o-
adrenerjik reseptdr agonistleri olarak bilinen noradrenalin, fenilefrin ve
klonidine ilaveten, nisbeten yeni sayilabilecek ve daha az aragtinimig
olan B-HT 933 ve UK-14304 de kullaniimigtir. Belirtilen agonistlerie
elde edilen cevaplarin bloke edilebilifligini belifremek amactyla da oy-
adrenerjik reseptér blokdri prazosin ve az-adrenerjik reseptor blokori
yohimbin denenmigtir. Bu iki antagoniste ilaveten hakkinda yeterince
bilgi bulunmayan fluparoksan da ¢aligmaya dahil edilmistir.



BOLUM il

MATERYAL-METOD

lil.1._Biyolojik Preparatiarin Hazirlanmasi

Deneylerde 10-25 kg. agifliginda her iki cinsiyetten kodpekler
kullanildi. Hayvanlar 30 mg/kg dozunda infravenéz yolla verilen
sodyum pentobarbital ile anestezi edildiler. Anestezi altinda izole
edilen vena saphena magna’dan spiral kesi ile 2-3 mm genigliginde,
15-18 mm boyunda seritier hazirlandi. Damar seridi 25 ml'lik Krebs-
Henseleit sollisyonu iceren, temparatiirii 37° C derecede sabit tutulan
ve %95 0,-%5 CO; kansimi ile sirekli olarak gazlandirilan organ
banyosuna alindi. Serit bir ucundan organ askisina, diger ucundan
da izotonik levyeye baglanarak tespit edildi. 1 grik istirahat gerilimi
uygulandi. Preparatiar 15 dakika aralikiaria besleyici sollisyonla
yikanarak en az bir saat slreyle dinlenmeye birakildi. Agonist
ilaclarin veriimesiyle elde edilen kasiimalar 10 kez biyatilerek
kimograf tamburuna saril isli kagida izotonik olarak yazdinidi.

11l.2 Deneysel Prosediir

ili.2.1. Agonist-antagonist etkilesme denemeleri

Agonist ilaglar banyo sivisina kiimulatif konsantrasyonlarda 0.1
ml hacim igerisinde ilave edildiler. Verilen her dozda maksimum
kararl cevaba ulagildiktan sonra, bir sonraki doza gegildi ve bdylece
caligtlan agonist igin kontrol konsantrasyon- cevap egrileri elde edildi.



Bundan sonra doku belirli araliklarla besleyici soliisyonla yikandi ve
bazal dizeye inildikten sonra banyoya a-adrenerjik reseptor
antagonisti ilaclardan birisinin denenen ilk konsantrasyonu ilave
edilerek 20 dakika sireyle beklenildi. Bu sire sonunda tekrar
agonistin konsantrasyon-cevap egrisi alindt. Etkilesme
denemelerinde ayni dokuda bir agonist,caligtian antagonistlerden
sadece birinin iki farkli konsantrasyonuna kargi denendi. Antagonistin
her konsantrasyonundan, 6nce agonistin kontrol konsantrasyon-
cevap egrisi tekrar elde edildi. Antagonistlerin denenen her
konsantrasyonu banyo sivisina 0.1 ml hacim igerisinde ilave edildi.

11.2.2. Agonistlerin intrinsik aktivitelerinin saptanmasi

Bu amagla ayni dokuya agonistlerin 3x10° M konsantrasyonu
uygulanarak konsantrasyon-cevap egrileri elde edildi ve bir diger
agonist uygulanmadan once doku yikanarak en az 1 saat sireyle
dinlendirildi. Agonistlerin verilis sirasi degistirilerek ylratilen bu
denemelerde kasiima amplitidii blylhk olan agonistin intrinsik
aktivitesi 1 olarak kabul edilip, digerlerinin intrinsik aktivitesi bu
degerin %’si seklinde ifade edildi.

11.2.3. Agonistlerin afinitelerinin saptanmasi

Agonistlerin  afinitelerinin  degerlendiriimesinde, agonistierin
kontrol konsantrasyon- cevap egrilerinden elde edilen -logECso (pD2)
degerleri karsilagtinlmigtir.

1.3 Besleyici Soliisyon ve {laglar

Deneylerde kullanilan Krebs-Henseleit solisyonunun igerigi mM
olarak séyledir;



KCL. oo 4.70
CaCla.ccciiiiiirieee e, 2.50
MASO4.ceiiicieccreeece e 1.50
NaHCOs. ..., 25.00
KH2PO4. i, 1.20
GIIKOZ. ..., 11.00

Deneylerde agagida belirtilen agonist ve antagonist ilaglar
kullanildi: agonistier; Noradrenalin (BDH), Fenilefrin hidroklortir
(Sigma), Klonidin hidroklorir (Sigma), B-HT 933 (Boehringer), UK-
14304 (Sigma). Antagonistler; Prazosin hidroklorir (Pfizer), Yohimbin
hidroklorar (Sigma), Fluparoksan (Glaxo Group Research Ltd.).
Deneylerde kullanilan ilaglarin konsantrasyonlart baz agirikiar
{izerinden hesaplanmistir. Prazosin’ in stok soliisyonu (10* M) Dimetil
stifoksit ( DMSQY)'le, alt konsantrasyonlari ise distile su ile hazirlandi.

li1.4. istatistiksel Yontemler

Agonist ilaglarin olugturdugu kastimalar maksimum cevabin % si
olarak ortalama t+ standart hata geklinde belirtilmigtir. Ortalamalar
arasindaki farkin istatistiksel anlamlilik derecesi student'in “t” testi ile
belidenmigtir (Goldstein 1971). Grup i¢i analizlerde eglestirilmis ve
gruplar aras! analizlerde de eglestiriimemis test uygulanmigtir. p
deferinin 0.05 den kigik bulunmast durumunda ortalamalar
arasindaki fark anlamli kabul edilmigtir.



Eslestirilmis t testi:

2
>x2 - %) X =Aritmetik Ortalama
S=
n—1
n=Deneme sayisi
S=Standart sapma
X
TS
Jn
Eslestiriimemis t testi:
¢ =(X, ~%,) (n, +ny —2)-(n, -ny)
a

\[(in (2:)) (ZX Q) )](na+nb)

Agonist ilaglann olugturdudu maksimum cevabin %50 sini
saglayan konsantrasyonlar (ECsg) her deneyin log konsantrasyon-
cevap egrilerinden elde edilip pD, (logECse) degerleri seklinde
verildi. Antagonistlerin  etkinliklerini gbsteren, pA; degerleri
Arunlakshana-Schild (Arunlakshana ve Schild 1959) metoduna gére
hesaplanmigtir.

10



BOLUOM IV

BULGULAR

IV. 1 Vena Saphena Seritlerinde Agonistlerin Etkileri ve

Antagonistlerle Etkilegmeleri

IV. 1.1. Noradrenalin’in etkileri

V. saphena seritlerinde noradrenalin konsantrasyona bagimli
olarak kasiimaya neden olmustur. Ortamda o4- adrenerjik reseptor
antagonisti prazosin (10°, 3x10°M) bulundugunda noradrenalin’in
konsantrasyon- cevap egrisinin saga kaydigi, pD. degerinin azaldigi,
maksimum cevabin degismedidi fakat schild metoduna gére edim 1’ den
farkh oldugu gértlmistur(Sekil-l, Tablo-ll). Noradrenalin- prazosin ikilisi
icin saptanan pA; degeri 8.413+0.342 olup tablo-lll' de gdsterilmigtir.

Prazosin solventi etkisiz bulunmustur (n=4).

IV.1.2. Fenilefrin’nin etkileri

V. saphena seritlerinde fenilefrin konsantrasyona bagimh olarak
kasiima olusturmugtur. Ortama o4-adrenerjik reseptdr blokoris
prazosin (3x10°, 3x10® M) ilave edildiginde, fenilefrin'in kontrol
konsantrasyon- cevap egrisi paralel sekildde saga kaymis ve pD;
degeride anlamli olarak azalmistir(Sekil-2, Tablo-ll).Fenilefrin-prazosin
ikilisi icin hesaplanan pA; degeri 8.28+0.200, tablo-ilI'de gésterilmigtir.

Prazosin solventi etkisiz bulunmustur (n=4).

11



IV.1.3. Klonidin’in etkileri

Klonidin, v.saphena seritlerinde konsantrasyona bagiml olarak
kasilmaya neden olmustur (Sekil-3 ). Ortama oy adrenerjik reseptor
antagonisti yohimbin (10, 3x10® M) konuldugunda kionidin kontrol
konsantrasyon- cevap egrisi paralel olarak sada kaymis ve pD:
degeride anlamh olarak azaltmigtir(Tablo-ll). v. saphena seritlerinde
klonidin-yohimbin ikilisi icin pA; degeri 8.126+0.088 olarak bulunmus

ve Tablo I’ de gosterilmigtir.
IV.1.4. UK-14304’ iin_etkileri

Ayni dokuda UK-14304, konsantrasyona bagimli olarak kasiima
olusturmustur. Besleyici siviya oz-adrenerjik reseptér antagonisti
fluparoksan (107, 3x10‘8M) konuldugunda UK-14304’ {in kontrol
konsantrasyon- cevap egrisi paralel sekilde saga kaymigtir. pD-»
degeride anlamli olarak azalmigtir (Sekil-4, Tabio-ll). UK-14304-

tablo-Ill' de g6sterilmistir.

IV.1.5. B-HT 933’ iin etkileri

B-HT 933, v. saphena seritlerinde konsantrasyona bagimii
olarak kasiimaya neden oimustur(Sekil-5). ax-Adrenerjik reseptér
antagonisti yohimbin ( 10°,  3x10°® M)  klonidin kontrol
konsantrasyon- cevap egrisini paralel olarak saga kaydirmig ve pD,
degerini de anlamli olarak azaltmigtir (Tablo-ll). V. saphena
seritlerinde B-HT 933-yohimbin ikilisi igin pA, dederi 8.600+0.242 olup
tablo-llI’ de gdsterilmigtir.

12



IV.2. Agonistlerin intrinsik Aktivitesi

aq-Adrenerjik reseptor agonistleri olan noradrenalin ve fenilefrin
intrinsik aktivitelerinin farksiz oldugu goériimuastir. Buna karsin, oo~
adrenerjik reseptor agonistleri igin siralamanin UK 14304=klonidin>
B-HT 933 seklinde oldugu saptanmigtir.

IV.3. Agonistlerin Afiniteleri

Kontrol konsantrasyon-cevap egrilerinden hesaplanan pD;
de@erleri karsilagtinldiginda (Tablo-Il) V.saphena geritlerinde
agonistlerin afinitelerinin  UK14304>klonidin=B-HT933= fenilefrin>

noradrenalin seklinde siralandigi saptanmigtir.
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Sekil 1: V. Saphenada noradrenalin'in etkisi (e ) ve prazosin (108M o—o ;
3x 108 M v—v) ile etkilesimi.
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Sekil 2: V, Saphenada fenilefrin'in etkisi (e—e ) ve prazosin (3x10°M o—o;
3x108M v—v) ile etkilegimi.
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Sekil 3: V. Saphenada klonidin‘in etkisi (e—e) ve yohimbin (158 M o—o ;
3x108M v—v) ile etkilegimi.
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Sekil 4: V. Saphenada UK 14304'lin etkisi (e ) ve fluparoksan (108 M o—o ;
3x 108 M »—v) ile etkilegimi.
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Sekil 5: V. Saphenada B-HT 933'iin etkisi (e—e ) ve yohimbin (1 0°M o
3x 10 °M v—v) ile etkilesimi.
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BOLUM V

TARTISMA ve SONUC

Vaskiiler diz kasli yapilann a-adrenerjik reseptdér agonist ve
antagonistlerine verdikieri cevaplarin kullanilan deney hayvaninin
tarline, yasina, ¢aligilan dokuya ve in vitro ortamin kogullarina gére
degisebilecegi bilinmektedir. Sunulan bu in vitro galismada, képek
safen veninde, postsinaptik a-adrenerjik reseptoérlerin alt-tiplerinin
belirlenmesi amaglanmis ve az-adrenerjik reseptdr agonistleri olarak
klonidin (Starke ve ark 1974) , B-HT 933 (Ruffolo ve Zeid
1985,Mabajoye ve ark 1991) ve UK 14304 (Flavahan ve Vanhoutle
1986a,b) kullaniimistir. Caligmada aq-adrenerjik reseptdr agonisti
olarak fenilefrin (Flavahan ve Vanhoutle 1986a,Dunn ve ark 1991) ve
ayrica non-spesifik o-adrenerjik reseptér agonisti olarak da
noradrenalin (Flavahan ve Vanhoutle 1986b) denenmigtir. Belirtilen
agonistlere bagl cevaplarin antagonize edilmesinde de az-adrenerjik
reseptér antagonistleri yohimbin (Starke ve ark 1975,Docherty ve
Starke 1981) ve fluparoksan (Halliday ve ark 1991) ve ayrica selektif
etkili bir a4-adrenerjik reseptdr antagonisti olan prazosin (Alabaster ve
ark 1985, Daniel ve ark 1996) kullaniimigtir.

Caligmada kullanilan tim alfa-adrenerjik reseptér agonistleri v.
saphenada konsantrasyona bagimh olarak kastlma olusturmuglardir.
Agonistlerin  afinitelerine goére UK-14304> klonidin= B-HT 933=

fenilefrin> noradrenalin geklinde ve intrinsik aktivitelerine gérede

22



fenilefrin= noradrenalin ve UK-14304=kionidin>B- HT 933 geklinde

siralandiklar saptanmustir.

Kdpekte v. saphenada gergeklestiriien bu galigmada, klonidin
doza bagimh bir sekilde ve tekrarlanabilir nitelikte kasiima
olusturmugtur. Ortama iki farkii konsantrasyonda yohimbin ilave
edilmesi, klonidine ait kontrol konsantrasyon- cevap egrilerini paralel
bir sekilde ve anlamli olarak saga kaydirmis ve klonidinle elde edilen
maksimum kasiima cevaplarini degigtirmemistir. Schild ciziminde
egim 1’ den farksiz bulunmus, klonidin-yohimbin ikilisine ait pAz
degeride 8.126 +0.088 olarak hesaplanmgtir.

Klonidin-yohimbin etkilegsmesiyle ilgili olarak képekte v. saphena
da yapilan bir caligmada (Cotecchia ve ark 1988) yohimbin igin pA;
degeri 8.20 olarak hesaplanmigtir. Belirtilen deger, sunulan bu
caligmada elde edilen degerin %95 gtvenirlik sinirlari arasinda yer
almaktadir. Képekte v. saphenada klonidin-yohimbin etkilesmesini
inceleyen bir cok calisma bulunmakta olup, yohimbin i¢in belirienen
pA; degerleri Constantine ve arkadaglar (1982)'nin galismasinda da
8.20 olarak hesaplanmigtir. Benzer sekilde, bu c¢aligmadaki elde
edilen pA; degeri, Dodan (1982)'nin ayni dokuda yohimbin icin
belirttii pA degerinin %95 gavenirlik siniftan  arasinda yer
almaktadir.

V. saphena geritlerinde B-HT 933, doza bagimli bir sekilde
kasilma olugturmustur. Ortama iki farkli konsantrasyonda yohimbin
lave edilmesi, kontrol- B-HT 933 konsantrasyon-cevap egrilerini
paralel bir gekide ve anlamhi olarak sada kaydirmigtir.
Yohimbin, B-HT 933 ‘le elde edilen maksimum kasiima cevaplanni
degistirmemigtir. Schild ¢iziminde edim 1' den farksiz bulunmus,
B-HT 933-yohimbin ikilisine ait pA, degeride 8.60 + 0.242 olarak
hesaplanmigtir.
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Literatiirde B-HT 933- yohimbin etkilegsmesiyle-ilgili olarak kobay
ileumunda yapilan bir caigmada (Akers ve ark 1991) yohimbin i¢in
pA, degeri 7.84 olarak hesaplanmig ve % 95 glvenirlik sinirfarinin ise
7.13- 8.64 oldugu belirtilmigtir. Képekte v. saphenada oy~ adrenerjik
reseptOr agonisti olarak B-HT 920’ nin denendidi caligmalarin birinde
(Docherty ve Ruffolo 1988) yohimbin igin pA; degeri 8.60 olarak
bulunmus, yine ayni dokuda gergeklestirilen bir dijer calismada
(Furuta 1988) ise bu deger 8.77 olarak hesaplanmigtir. Belirtilen
degerler bu ¢caligmadaki degerlerie uyumiudur.

Sunulan bu galigmada, klonidin-yohimbin ve B-HT 933-yohimbin
etkilesmelerinde hesaplanan pA; degerleri arasinda anlamii bir fark
bulunmamigtir. Bu sonuglar, op-adrenerjik  reseptdér agonistleri
klonidin ve B-HT 933 {in bu dokuda ayni reseptoérler tizerinden etkili
oldugunu gostermektedir. Bu c¢alismada klonidin ve B-HT 933 ile
yohimbin arasindaki etkilesmenin, kompetitif antagonizma tipine

uyduguda saptanmustir.

UK 14304-fluparoksan etkilesmesinin caligildigi bélimde de
fluparoksan, UK 14304’e ait kontrol konsantrasyon-cevap egrisini
anlamh olarak ve paralel bir sekilde saga kaydirmis UK 14304'le
olugan maksimum kasiima cevabi degismemistir. UK 14304’ le elde
edilen cevaplarnn fluparoksanla inhibisyonunda PA, degeri
9.530+0.657 olarak hesaplanmigtir. Literatirde, damar diz
kaslarinda az-adrenerjik agonisti UK 14304’le olusan kasiima
cevaplarinin inhibisyonunda fluparoksanin kullanildigt  bir calisma
bulunmamaktadir. Sadece sican vaz deferensinde UK 14304 -
fluparoksan etkilegsmesini inceleyen bir calismada (Halliday ve ark
1991) pA, degeri 7.87+0.05 olarak hesaplanmis ve UK 14304'le
olugan kasiima cevaplarinin fluparoksan varliginda anlamh olarak ve
paralel bir gekilde saga kaydigi ve maksimum kasiima cevabinin da
etkilenmedigi belirtilmistir. Sunulan bu ¢aligmada da UK 14304 ile
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fluparoksan arasindaki etkilegsmenin kompetetif antagonizma tipine
uydugu goriimektedir.

Fenilefrin diger vaskiler diuz kash yapilarda oldugu gibi, bu
dokuda da doza bagimii olarak kastima olugturmustur. Ortama iki
farkli konsantrasyonda prazosin ilave ediimesi, fenilefrinin kontrol-
konsantrasyon cevap egrilerini paralel bir gekilde ve anlamii olarak
saga kaydirmig ve fenilefrinle elde edilen maksimum kasiima
cevaplar degismemigtir. Schild ¢iziminde edim 1 den farksiz
bulunmus, fenilefrin-prazosin ikilisine ait pA; degeride 8.28 £ 0.200
olarak hesaplanmigtir. K&pekte v. saphenada fenilefrin-prazosin
etkilesmesini inceleyen bir calismada (Sullivan ve Drew 1980) pA;
dederi 8.15 olarak hesaplanmigtir. Bir diger c¢alismada ise
Shepperson ve Langer (1981) bu dederi belirtmiglerdir. Fenilefrin-
prazosin etkilegmesinin aragtinldigt diger bazi ¢aligmalarda da
ornegdin, tavsan portal veninde (Docherty ve ark 1980) bu deger 8.10,
képek safen veninde (Dodan 1982) de 8.41 olarak hesaplanmig olup,
sunulan bu calismada elde edilen degerlerle uyumiu oldukiari
gorulmagtar.

Noradrenalin safen vende konsantrasyona bagimli bir tarzda
kasilma olusturmusg ve ortama iki farkli konsantrasyonda ilave edilen
prazosinle kontrol cevap paralel olmayan bir sekilde saga kaymigtir.
Schild ¢iziminde egim 1’ den farkli bulunmustur. Vaskaler daz kast:
yapilarda noradrenalin-prazosin etkilesmesinin arastinididi bir gok
calisma bulunmaktadir. Sunulan bu ¢aligmada da gosterildigi gibi,
aragtiricilar  etkilesmenin  non-kompetitif  antagonizma tipine
uymasinin nedenini, noradrenalinin aq- ve oz-adrenerjik reseptorieri
birlikte aktive etme 6zelliginin olmas! ve bu nedenle ortamda o4- veya
oz-adrenerjik reseptdr blokdrierinden sadece birisinin bulunmasi ile
aciklamiglardir. Literatirde bu iki ila¢ arasindaki etkilegmenin non-
kompetitif tarzda oldugunu gbsteren ¢ok oénemli aragtirmalar
bulunmaktadir: Ornegin, képek safen veninde ve femoral arterinde
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(Mey ve Vanhoutle 1981), tavsan safen veni ve kulak veninde (Daly
ve ark 1988), insan safen veninde (Steen ve ark 1984) ve insanda cilt
arterlerinde (Barbujo ve ark 1988) yapilan ¢alismalar sayilabilir.

Kopek safen veninde postsinaptik a-adrenerjik reseptér alt
tiplerinin belilenmesi amaciyla gerceklestirilen bu in vitro ¢alismada,
klasik a-adrenerjik reseptdr agonist ve antagonistierine ilaveten, UK
14304, B-HT 933 ve fluparoksan gibi nisbeten yeni sayilabilecek bazi
ilaglar da kullaniimig ve belittilen dokuda a4 ve op-adrenerjik
reseptorierin birlikte bulundugu godsterilmistic. Bu dokuda klonidin-
yohimbin, UK 14304-fluparoksan, B-HT 933-yohimbin ve fenilefrin-
prazosin etkilegsmesinin kompetitif, buna karsin, noradrenalin-prazosin
etkilegmesinin de non-kompetitif antagonizma tipine uydugu
saptanmustir.
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Halagh BARISKANER

Danigman
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Kopeklerde izole Safen Vende Alfa-Adrenerjik Reseptor
Agonist ve Antagonistleri Arasindaki Etkilesme

Kopek v. saphena seritlerinde postsinaptik alfa-adrenerjik
reseptor alt-tiplerini saptamak amaciyla yapilan bu in vitro caligmada
alfa-adrenerjik reseptdér agonistlerinden fenilefrin, noradrenalin,
klonidin, UK 14304 ve B-HT 933 ve alfa-adrenerjik reseptor
antagonistierinden de prazosin, yohimbin ve fluparoksan
kullanitmustir.

Ven seritleri temparattrii 37 C° de sabit tutulan ve %95 0»-%5
CO, kangimu ile sarekli olarak gazlandinian Krebs-Henseleit
solisyonu iceren 25 ml' lik organ banyosuna alinmigtir. Kamalatif
tarzda ilave edilen a-adrenerjik reseptdr agonistleri ile elde edilen
kasilma cevaplan Uzerine, iki farkli konsantrasyonda uygulanan a-
adrenerjik reseptor antagonistlerinin  inhibitor etkinlikleri
aragtinlmgtir. TUm cevaplar izotonik olarak isli kagida yazdirilmistir.
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V. saphenada denenen beg a-adrenerjik reseptor agonistinin de
‘doza bagimli olarak kasilmaya neden oldugu ve afinitelerinin UK
14304 > klonidin = B-HT 933 = fenilefrin > noradrenalin seklinde
siralandigr saptanmistir. Képek v. saphena dokusunda klonidin-
yohimbin, UK 41304-fluparoksan, B-HT 933-yohimbin ile fenilefrin-
prazosin etkilegmesinin kompetitif, buna kargin, noradrenalin-prazosin
etkilesmesinin  de non-kompetitif antagonizma tipine uydugu

saptanmistir.

Sonug olarak, kopek v. saphenasinda postsinaptik yerlegim
gosteren a-~adrenerjik reseptorlerin a4- ve ay- adrenerjik reseptér alt-

tiplerine uydugu gériatmastar.

28



SUMMARY

Interaction Between Alpha-Adrenergic Receptor Agonists
and Antagonists In Canine Isolated Saphenous Vein

In this in vitro study, a-adrenergic receptor agonists
phenylephrine, noradrenaline, clonidine, UK 14303 and B-HT 933 and
o-adrenergic receptor antagonists, prazosin, yohimbine and
fluparoxan have been used to investigate alpha-adrenergic receptor
subtypes in canine isolated saphenous vein.

The strips have been suspended in 25 ml organ bath containing
Krebs-Henseleit solution whicﬁ was maintained at a constant
temperature of 37 °C and bubbled with a gas mixture containing 95 %
O2 and 5 % CO, The contractie responses of cumulative
concentrations of a-adrenergic receptor agonists have been obtained.
Then, the inhibitory potencies of a-adrenergic receptor antagonists
applied in two different concentrations have been investigated. All
responses have been recorded isotonically on a smooked paper.

It has been concluded that five a-adrenergic receptor agonists
used in canine saphenous vein caused dose-dependent contraction
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and their affinites are UK 14304 > clonidine = B-HT 933 =
phenylephrine > noradrenaline, respectively. It has been established
that in canine saphenous vein clonidine-yohimbine, UK 14304-
fluparoxan, B-HT 933-yohimbine and phenylephrine-prazosin
interaction suited to competitive and contrarily noradrenaline-prazosin
interaction suited to non-competitive antagonism type.

In conclusion it has been found out that postsynaptic a-
adrenergic receptors in canine saphenous vein suited fo a4~ and o~
adrenergic receptor subtypes.
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