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Dogumun 21-37. gebelik haftalar igerisinde baglamasina erken dogum
eylemi denir. Fetusun anne karnindaki geligsimini tam olarak tamamlamadan
dogumun gergeklesmesi, perinatal mortalite ve morbiditeyi artiran énemli bir
nedendir. Gebeligin ikinci yarisindan itibaren tim gebeliklerin %10’'unda erken
dogum eylemi gorulmektedir. Son yillarda obstetrik ve neonatolojideki gelisme
ve ilerlemelere ragmen prematurite, perinatal morbidite ve mortalitenin

%75'inden sorumludur (1).

Erken dogum eylemini baslatan nedenler halen tam olarak
aciklanilamamigtir (2). Ana fizyopatolojik mekanizmanin gebelik suresince
sessiz kalan miyometriyal aktivitenin bozulmasi oldugu bilinmektedir (3).
Enfeksiyon, fetal hipoksi, endokrin, parakrin ve plasental degisiklikler gibi
predispozan faktoérler sonucu erken dogum meydana gelmektedir (2). Bu
olgularin %50’sinde belirli bir etyolojik neden saptanamaz ve idiopatik erken
dogum eylemi olarak tanimlanir. Etyolojik risk faktorleri olarak obstetrik nedenler
ve sosyo-demografik 6zellikler sayilabilir. Erken dogum eyleminde dusik sosyo-
ekonomik duzey, kiguk veya ileri yas, ilk gebelik, sigara icme aliskanligi sosyo-
demografik risk faktorleridir. Hipertansiyon, diabet, astim gibi hastaliklar da
erken dogum eylemi sikhigini artirmaktadir (4). Bu faktorlerin biri veya bir kagi

birden erken dogum eylemine neden olabilir.

Erken dogum eyleminin nedenlerinin tam olarak bilinmemesinden dolayi

geligtirilen tedavi yontemlerinde istenen dizeye ulagilamamistir (2). Erken



dogum eyleminde baglica tedavi yontemi tokolizdir. Tokoliz miyometriyal
kasilmalarin baskilanarak, bu kasilmalara yol acgan nedenlerin ortadan
kaldirlmasidir. Tokolitik ajan olarak beta-adrenerjik agonistler (ritodrin ve
terbutalin gibi), magnezyum sulfat, dihidropridin tipi kalsiyum kanal blokorleri
(nifedipine ve nimodipin gibi), prostaglandin sentez inhibitérleri (indometazin
gibi) ve oksitosin antagonistleri (atosiban gibi) kullaniimaktadir (5). Beta-2
adrenoseptér agonisti olan ritodrin, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag
Kurumu'nun (FDA: Food and Drug Administration) onayl olan ve en sik
kullanilan tokolitik ilactir. Bu ilaglarin etkinlikleri bir ¢ok klinik calismada
arastinimis olup, cogunun gebeligi uzatici etkilerinin birbirlerinden farksiz oldugu
bildirilmistir (2, 4). Ayrica bu ilaglarin, her birinin kendine 6zgu oldukga ciddi yan
etkilerinin bulunmasi nedeniyle halen yeni tokolitik ajanlarin gelistiriimesi

konusunda bir ¢ok klinik galigsma yapilmaktadir.

Son zamanlarda farkh insan dokularinda cgesitli fonksiyonlari olan beta-3
adrenoseptor tanimlanmistir (6). Bu reseptdrin gastrointestinal, Uriner,
respiratuar sistem ve vaskuler diz kas hucrelerinde gevsetici etkileri birgok

calismada gosterilmistir (7-10).

Yeni tedavi secgeneklerinin ortaya c¢ikmasi nedeniyle erken dogan
bebeklerde yasam beklentisi artmigtir. Erken dogum eyleminin tedavisi,
yenidoganin morbiditesini ve mortalitesini azaltmak igin uygulanan diger
tedavilere firsat tanima acgisindan énem tasimaktadir. Ayrica yenidoganin ileri
bakim imkani olan bir merkeze gonderilmesine de olanak saglanabilmektedir.
Zamaninda tani konulan ve gerekli tedavinin yapildigi olgularda yenidogan
mortalite ve morbiditesi 6nemli dlgide azaltilabilir (2). Tokolitik tedavinin 6nemi
nedeniyle bu konuda in vivo ve in vitro arastirmalar halen devam etmektedir. in
vivo uygulanan ilaglarin etki mekanizmasi, metabolizmasi, etki profili ve etkinligi

bircok faktor tarafindan etkilendiginden in vitro arastirmalar daha degerlidirler

(11).



Bu calismanin amaci, erken dogum eylemi tedavisinde tokolitik ila¢ olarak
kullanilabilecek selektif ve uzun etkili beta-3 agonist CL 316243’lGin gebe sican
miyometriyumu Uzerinde in vitro gevsetici etkilerini ve bu etkiden sorumlu B-

reseptor alt-tiplerini incelemek ve karsilagtirmaktir.



BOLUM II

GENEL BILGILER

I.1. Erken Dogum Eylemi

Erken dogum eylemi, duzenli uterin kontraksiyonlar ile birlikte ilerleyici
servikal dilatasyon ve silinmenin 21-37’inci gebelik haftalari icinde baslamasidir
(1). Erken dogum eyleminin genel populasyondaki sikhgr % 10'dur. Erken
dogum eylemi infeksiyon, fetal hipoksi, endokrin, parakrin ve plesantal
degisiklikler gibi predispozan faktorler sonucu meydana gelen bir sendromdur.
Erken dogum eyleminin gergeklesme nedenine iligskin bir ¢ok teori Uretilmigtir.
Genel olarak maternal, plesantal, fetal ve gogunlukla da idiyopatik nedenler s6z
konusudur (12). Prematir yenidoganlar bronko-pulmoner displazi, respiratuvar
distres, intraventrikiler hemoraji, retrolental fibroplazi, sepsis, serebral palsi,
gorme ve igitme problemleri gibi nedenlerden dolayi yuksek morbiditeye sahiptir.

Erken dogum eyleminin etiyolojisi multifaktériyel oldugundan ve siklikla
bilinmediginden kimde erken dogum eylemi geliseceginin tahmin edilme sansi
sinirhdir (13).

Erken dogum eyleminin tedavisinde hedef, miyometriyal aktiviteyi
baskilayarak uterin kasilmalari doguma neden olmayacak duzeye indirmektir.
Erken dogum eylemini dnlemek veya durdurmak igin yapilan tedaviye tokoliz, bu
amagla kullanilan ilaglara da tokolitik ajanlar denmektedir. Dogumun en 6nemli
itici gucl olan miyometriyal aktivitenin tanimlanmasi ve bu aktiviteyi etkileyen

fizyolojik, biyokimyasal ve farmakolojik mekanizmalarin kontrol altina



alinabilmesi obstetrik tedavi yontemlerinin buyuk bir hizla gelismesini saglamigtir
(14,15).

Gunumuzde kullaniimakta olan temel tokolitik ajanlar, beta-2 agonistler,
kalsiyum kanal blokerleri, magnezyum sulfat ve nonsteroid antiinflamatuvar
ilaclardir. Bunlar arasinda klinikte en sik kullanilan ilaglar beta-2 agonistler ve
kalsiyum kanal blokerleridir. Bu ilaglarin gogunun istenmeyen ciddi yan etkileri
bulunmaktadir. YUz bin kadini kapsayan genis bir ¢galismada kullanilan tokolitik
tedavilere ragmen, erken dogum eyleminin prevalansinda onemli bir azalma
saptanmamigtir (12). Tokolitik tedavinin istenen basariya ulasamamasinin asil
nedeni miyometriyal aktiviteyi dizenleyen kompleks mekanizmalarin yeterince
anlasilamamis olmasidir. Miyometriyal aktivitenin biyomolekller duzeyde
tanimlanmasi, bu aktivite Uzerinde etkili olabilecek ajanlarin da geligtiriimesini

saglayacaktir (3,12).

Il.2. Miyometriyal Kasilma Fizyolojisi

Gebeligin saghkh bir sekilde devami ve dis ortama uyum saglayabilecek
bir fetlsin dinyaya gelmesi, bir dizi fizyolojik dizenleme mekanizmalariyla
gerceklesmektedir. Bu dizenleme mekanizmalarinin kavranmasi, gebelik ve
dodum sirasinda gerceklesen bazi patofizyolojik olaylarin tanimlanmasina ve
tedavilerinin saglanmasina yardimci olacaktir. Fizyolojik dizenleme olaylarindan
en onemlisi gebelik Grunuinin yerlestigi organ olan uterustaki miyometriyal
aktivitenin kontrol mekanizmasidir. Miyometriyal aktivite fetus yasam kabiliyeti
kazanana dek sessiz fazda seyrederken, miyada dogru bu faz sona erer,
miyometriyum transformasyon gegirir ve gugll, dizenli miyometriyal kasiimalar
baslayarak dogum gergeklesmis olur. Sessiz-latent fazda, miyometriyal aktivite
kontrolU bozulursa erken dogum eylemi veya dogum eyleminin gecikmesi gibi
istenmeyen sonuglar meydana gelir (16). Saglikh bir gebeligin devami ve
blylumekte olan fetlise uygun bir ortamin saglanabilmesi igin dncelikle uterusun
bazi yapisal degisikliklere ugramasi gerekmektedir. Uterusun transformasyonu

sirasinda miyometriyumda Ozellikle iki onemli degisim gergeklesmektedir.



Bunlardan ilki miyometriyal hcrelerin sayi (hiperplazi) ve buyuklik olarak
(hipertrofi) artmasidir. Ikincisi ise bu hiicrelerdeki kontraktii miyometriyal

aktivitenin doguma kadar baskilanmasidir (3).
I.3. Miyometriyal Aktivitenin Biyokimyasal Temeli

11.3.1.Kontraktil Elementler

Miyometriyumun kasilma islevi néral, humoral ve parakrin faktorlerden
¢ok miyometriyal hlcrelerin i¢csel ‘pacemaker’ aktivitesine baglidir (16). Korpus
ve servikste katekolaminlerin  konsantrasyonun saptanmasi  sonucu
miyometriyumda noral faktorlerin etkisinin zayif oldugu bulunmustur. Uterusun
korpus bolimunde katekolaminlerin konsantrasyonu yok denecek kadar az
bulundugundan, dogum olayinda da belirgin bir etkilerinin olmadigi bildirilmigtir.
Ancak servikste katekolaminlerin konsantrasyonun arttigi ve servikal
olgunlasmada etkili olduklari  gosterilmigtir  (3). Presakral sempatik
ganglionlardan kaynaklanan sempatik innervasyon o ve P reseptorleri zerinden
etki gosterir. Bu adrenerjik innervasyon hormonal kontrol altindadir. Ostrojen o
adrenerjik reseptorleri, progesteron ise [ adrenerjik reseptorleri uyarmak
suretiyle etki goOsterir. Steroid hormonlarin miyometriyuma etkileri diurnal
ritmisite goOsterir. Gebelik terme yaklastikca progesteron azalirken, 6strojen
artmakta ve travayin baslamasinda tetikleyici gorevi Ustlenen prostaglandin
sentezini baslatmaktadir. Ayrica Ostrojen oksitosin reseptorlerinin sentezini ve
hdcreler arasindaki siki baglantilarin (gup junction) sayisini artirarak uterusu
daha duyarl hale getirir. Oksitosin reseptor sayisinin artisi fetal bliyime ve
uterin distansiyonla da iligkilidir. Terme yaklastikca oksitosinin nérohipofizden
salgilanma frekansi da artar (3).

Miyometriyal diz kas hicreleri (miyositler) olduk¢a esnek hcreler olup,
gebelikte boylari 5-10 um’den 300-600 um’ye kadar degisebilmektedir.
Ekstraseluler matriksinde miyometriyal hucreler tarafindan sentezlenen kollajen

ve glikozaminoglikan gibi molekuiller kontraktil aktivitenin dizenlenmesinde



gorevlidirler. Miyositler aktin ve miyozin kontraktil proteinlerinden olusan ince ve
kalin flamentler icerirler ve bunlar spiral demetler halinde dizilirler. Kalin
flamentler miyozin igerirler ve 16 nm kalinhginda ve 2,2 um uzunlugundadirlar.
Kalin flamentlerden daha uzun olan ince flamentlerse aktin monomerleri icerirler
ve 6 nm uzunlugundadirlar (3).

Gebe ve gebe olmayan uteruslarda bu protein oranlari farkh
bulunmamistir. Miyozin kas kontraksiyonunun esas proteinidir. Miyozin asimetrik
bir yapiya sahip olup hekzamer yapili globuler bir bas ile helikal kuyruk
kismindan meydana gelmektedir. Globuler bas bdlgesi adenozin trifosfataz
(ATPaz) aktivitesi icerir ve aktin ile birlesen kisimdir. Kuyruk kismi ise
fosforilasyon bélgesi icerir ve Ca®* ile kalmudilini baglar. Kontraktil elementlerin
Ca®* sensitizasyonu siklik-guanozin trifosfat (cGTP) ve GTP’ye bagimli G
proteini tarafindan artirlmaktadir. Aktin, helikal yapida dizilmis olup ince
tropomiyozin ile sarmal olusturur. Aktin, Mg®*-bagimli miyozin-ATPazi aktive
ettii zaman enerji agiga c¢ikar ve miyozinin globuler basi aktin flamanina
baglanir (3, 17).

Miyometriyal hicrelerde kasiima, aktin ve miyozin filamentlerinin
kopruleserek birbirine baglanmasi sonucu olusur. Aktin miyozin etkilesimi
kalsiyum, kalsiyum baglayici protein olan kalmudilin, siklik-adenozin monofosfat
(cAMP) ve fosforilasyon-defosforilasyonda gorevli enzimlerin rol oynadigi
biyokimyasal bir olaydir. Miyometriyal hicre kasilmasinda, miyozin hafif zinciri
fosforile edildikten sonra aktinle reaktive olarak, akto-miyozin formasyonunu
meydana getirir. Myozin hafif zincir kinaz (MLCK) tarafindan katalizlenen bu
enzimatik reaksiyon basamagi, hiz kisitlayici basamaktir. Kalsiyum-kalmudilin
kompleksinin olusmasi MLCK enzimini indukleyerek kasilmaya neden olur.
MLCK’nin, cAMP’ye bagdiml protein kinazlar tarafindan fosforilasyonla inaktive
edilmesi ise aktin miyozin koprilerinin yikilmasina ve diz kaslarda gevseme

olayinin meydana gelmesine neden olur (17).



I.3.2.Miyometriyal Aktivitenin iyonik ve Elektriksel Temeli

Miyometriyum hicre kasilabilirligi ile ilgili c¢esitli iyon kanallari
icermektedir. Miyometriyumda saptanmis olan baslica iyon kanallari sodyum,
potasyum, kalsiyum, klorid ve non-selektif kanallaridir. iyonlarin kanallardaki
akigskanligi membran potansiyelinin iyonik gradyentine baghdir. Ancak bu
kanallarin hepsi voltaj bagimh kalsiyum kanallari aracihgiyla kalsiyum akisini
degistirerek membran potansiyelini etkilediklerinden, kalsiyum iyonu eksitabilite
ile ilgili en 6nemli iyondur (17). Tokolitik ve oksitosik ilaglarin ¢ogu da bu
mekanizma ile kalsiyum iyonu Uzerinden etki gosterirler. Ug tip kalsiyum kanali
saptanmigtir. Bunlar; voltaja bagl kalsiyum kanallari, reseptdre bagl kalsiyum
kanallari ve hicre i¢i sarkoplazmik retikulumda bulunan kalsiyum kanallaridir.
Sicanlarda yapilan elektrofizyolojik ve biyokimyasal calismalarda voltaja bagli
kalsiyum kanallarinin gebeligin ge¢ donemlerinde arttigi gosterilmistir. Tezuka
ve arkadaslarinin yaptiklari g¢alismalarda ise progesteronun bu kanallarin
ekspresyonundan sorumlu proteini azalttigi gosterilmigtir (18).

Duz kas hucrelerinde sodyum ve potasyum iyonlari istirahat membran
potansiyelinden sorumlu major iyonlardir. Potasyum kanallarinin aktivasyonu
miyometriyal hicrelerin uyarilabilirligini azaltir. Miyometriyumda ¢esgitli potasyum
kanallari tanimlanmistir (18). Bunlar depolarizasyonun inhibisyonundan,
repolarizasyon ve hiperpolarizasyonun induksiyonundan sorumludurlar.
Miyositlerde istirahat membran potansiyeli statik degildir. Gastrointestinal
sistemdeki duz kas yapisi gibi bazal dusik amplitiadlu siklik kasilma dalgalar
mevcuttur. Hlicre membranindaki polarizasyona goére bazal aktiviteden farkl
kasilma ve gevsemeler gorulur. Depolarizasyon fazinda esik dederi asan
kalsiyum, voltaja bagl kalsiyum kanallarini agarak hucre igine girer ve kasiima
olay! tetiklenmis olur. Hiperpolarizasyon fazinda ise bu kanallar kapanir ve
gevseme meydana gelir.

Normal sartlar altinda istirahat halindeki miyositlerde kalsiyum
konsantrasyonu ortalama 107-10® Mdiir. Kalsiyum konsantrasyonu 10° Ma

yukselince, kalsiyum kalmudilinle birleserek MLCK enzimi aktive edilir. Hicre igi



kalsiyumun artmasi hucre ici sarkoplazmik retikilum depolarindan salgilanma,
disa kalsiyum akiminin azalmasi veya hucre igine kalsiyum girisinin artiriimasi
seklinde olabilir. Sarkoplazmik retikulumdan kalsiyumun salgilanmasi hucre igi
kalsiyumu artiran en énemli mekanizmadir. Hlcre igine kalsiyum akiminin artigi,
aksiyon potansiyeli gradiyentine ve reseptore bagimli olarak gerceklesir.
Agonist-reseptor aktivasyonu fosfolipaz C enzimini indlkler. Fosfolipaz C, hicre
membranindaki inozitol trifosfati (IP3) hidrolize eder. IP3; hidroliziyle inozitol
fosfat-3 ve diacil gliserol (DAG) meydana gelir. IP3 hicre igi depolardan
kalsiyumun salgilanmasini saglarken, DAG de prostaglandin sentezinde
substrat olarak kullanilir. Ekstraseliiler kalsiyum konsantrasyonu ise 10> M’dir.
Bu diizeyin regiilasyonu adenozin trifosfata (ATP) bagimli Ca®*, Mg**,ATPazin
ve ATP'den bagimsiz (Na® degisimi ile calisan) kalsiyum pompalarinin
aktivasyonu ile saglanir. Miyometriyal hlcrelerin kasilma-gevseme iglevi gesitli

farmakoloijik ilaglarla artirilabilir veya azaltilabilir (17).

I.3.3.Hiicre igi Kalsiyum Seviyesinin Kontrolii

Hucre i¢i kalsiyum seviyesi iki mekanizma ile dUzenlenir. Bu
mekanizmalardan biri kalsiyumun hicre membranindan igeri girmesi, ikincisi ise
hiicre igi depolardan Ca?* salinimidir. Hiicre disindan igeri kalsiyum girmesi en
az iki mekanizma ile olur:

(@) Depolarizasyon. Voltaj-bagimli spesifik kalsiyum kanallarindan
kalsiyum girisini saglar. Bu kanallar kalsiyum kanal blokdrlerinin etki yeridir.

(b) Kalsiyum voltaj-bagimsiz mekanizmalarla da hicre igine girebilir.
Bunlardan en iyi bilineni Ca?* Mg®*,ATPaz sistemidir.

Ca?"un hiicre membranindan gecis mekanizmasinda ileri siiriilen goris
norotransmitter, hormon ve diger fizyolojik uyarilara karsi aksiyon potansiyeli
degismesi ile membranin kalsiyuma gegirgenliginin artmasidir. Hucre
membranindan kalsiyum akisini anlamada o6nemli bir adim fosfolipidlerin
kesfedilmesidir. Fosfatidik asit hicre membraninin gegirgenligini artirarak

kalsiyum girisini kolaylastirir. Cesitli agonistler fosfolipaz C'yi aktive ederek
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hicre membranindaki polifosfoinositlerin yikimina ve IP3 salinimina sebep olur.
IP; endoplazmik retikulumdan kalsiyum salinimini saglayan ikincil ulaktir.
Kalsiyum’un hdcre igindeki miktarinin artmasi, hucre digindan kalsiyum akigini
da baglatir. Sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonun dizenlenmesinde hucre igi
kalsiyum depolarinin  énemi buyudktlir. Miyometriyumun kalsiyum olmayan
ortamda bile kasildigi gosterilmistir. Bu olay endoplazmik retikulum ve
mitokondrinin kasiimanin baslamasi igin yeterli kalsiyumu sagladigini gosterir
(19). Beta-2 agonistler cAMP araciligi ile hem MLCK’yi inhibe ederler, hemde
depolardan kalsiyum salinimini inhibe ederler ve sonugta hicre i¢i kalsiyum

miktarini azaltirlar (3).

1.4. Miyometriyal Aktiviteyi Etkileyen Endokrin Faktorler

Feto-metarno-plasental akstaki endokrin faktorler, miyometriyal aktivitenin
kontrolinu saglayarak, gebeligin devami ve sonlanmasinda etki gostermektedir.
Miyometriyal aktivitenin kontrolinde rol oynadigi bilinen hormonlar CRH
(kortikotropin salgilatici hormon), ACTH (adrenokortikotrop hormon), oksitosin,
Ostrojen ve progesterondur. Plasentadan sentezlenen CRH, fetal hipotalamo-
hipofizo-adrenal akstan salgilanan ACTH ve katekolaminler miyometriyal
aktiviteyi artirmaktadirlar. Progesteron hormonu miyometriyal hucrelerde
kalsiyumun sarkoplazmik retikulumdan salgilanmasini  inhibe ederek,
miyometriyal aktiviteyi baskilamakta ve gebeligin devamini saglamaktadir.
Ayrica olusmus miyometriyal kasilmalarin komsu hucrelere yayllmasina neden
olan adezyon molekdillerinin sentezini inhibe etmektedir. Ostrojen hormonu ise
gebeligin sonlanmasi ve dogum eyleminin baslamasi igin gerekli bir hormondur.
Ostrojen miyometriyal hiicrelerin elektriksel baglantilarini, eksitabilitelerini,
oksitosine duyarliliklarini ve prostaglandin sentezini artirmaktadir. Boylece
miyometriyal kasiimalar guglu ve duzenli olmakta dogum eylemi baglamaktadir.
Gebeligin sonlarina dogru dstrojen sentezi artmakta, progesteron/ostrojen orani
Ostrojen lehine degismektedir. Yapilan immunohistokimyasal c¢alismalarda

dogum eylemi sirasinda elde edilen miyometriyal dokularda &strojen
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reseptorlerinin arttiyi ve progesteron reseptorlerinin ise azaldigi bildirilmistir (3,
20).

Norohipofizer hormonlardan oksitosin miyometriyal aktiviteyi artirir.
Miyometriyal aktiviteyi oksitosin gibi artiran maddelere oksitosik ajanlar
denmektedir. Bilinen endojen oksitosik ajanlar; a-adrenerjik agonistler, parakrin
mediyator olan prostaglandinler ve endotelin-1’dir. Oksitoksikler arasinda klinikte
sik olarak kullanilanlar oksitosin ve prostaglandinlerdir. Oksitosik ajanlar, hucre
ici kalsiyum duzeyini artirarak hucrelerin kasiimasina yol acarlar. Oksitosinin
kalsiyum mobilizasyonunu klorir ve katyon (sodyum ve potasyum) kanallarini
aktive etmek suretiyle meydana getirdigi gésterilmistir. Oksitosin endotelin-1 gibi
diger endojen oksitosiklerden farkh olarak miyoflamanlarin kalsiyuma olan
duyarliigini da artirmaktadir (17,21-23).

II.5. Miyometriyal Aktiviteyi Etkileyen Parakrin Faktorler

Miyometriyal dokuda cesitli parakrin mediatorler bulunmaktadir. Bu
mediatérler miyometriyumun kontraktil aktivitesinin dizenlenmesinde ve
gebeligin devami ile sonlanmasinda énemli rol oynarlar. Bunlardan en dnemlileri
nitrik oksit (NO), prostaglandinler, Iokotrienler ve sitokinlerdir. Parakrin
mediatorler son derece lipofilik olup, bulunduklari dokularda fonksiyon
goOsterdikten sonra hizlica metabolize olup yikilirlar. Ayrica sentez ve
salgilanimlari steroid hormonlarin kontrolt altindadir (22, 24).

Parakrin mediatorlerden prostaglandin ve NO vericilerinin miyometriyal
aktivitedeki islevleri olduk¢a Onemlidir. Uterusta kasici etkisi olan
prostaglandinler, PGE4, PGE, ve PGFy,/dir. insan ve sigan miyometriyumu
Uzerinde yapilan in vivo ve in vitro galismalarda NO’nun gevsetici etkisi
gosterilmistir (21,25,26).

NO, L-arginin amino asidinin guanidino grubundaki nitrojenin
hidroksilasyonu sonucu meydana gelir. Bu reaksiyonu katalizleyen enzim NO
sentetazdir. NO sentetaz kofaktor olarak oksijen, nikotin amid adenin dinikleotid

fosfat (NADPH) ve tetrahidrobiopterine gereksinim duyar.
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NO’nun genel olarak diz kas hucrelerindeki etki mekanizmasi guanilat
siklazi aktive ederek hicre i¢ci cGMP konsantrasyonunu artirmak ve cGMP’ye
bagiml protein kinazlar araciligiyla sitozoldeki kalsiyumun ekstraselller siviya
mobilizasyonunu ile dokularda gevseme olusturmaktir. Fosfodiesteraz enzimi ve
kalsiyum, cGMP’nin regulasyonundan sorumludur. Kalsiyum guanozin trifosfata
(GTP) bagh G proteini araciligiyla fosfolipaz-C enzimini aktive ederek hicre
kasilmasina neden olmaktadir. Ancak yapilan bazi c¢aligmalarda NO’nun
uterusta guanilat siklazin yanisira ATP’ye bagimli potasyum kanallarini da
aktive ederek gevsemeye yol acgtigi gosterilmistir. Ayrica vaskuller yataktaki
etkisi tamamen cGMP’den bagimsiz olup direk olarak potasyum kanallarinin

aktivasyonuna bagl oldugu bildirilmistir (27).

1.6 Miyometriyal Aktiveteyi inhibe Eden Diger ilaglar ve Etki

Mekanizmalari

Erken dogum eyleminin tedavisinde miyometriyal aktiveteyi inhibe etmek
amaciyla farkh tokolitik ilaglar kullaniimaktadir. Tokoliz tedavisinin primer hedefi
olusan uterin kontraksiyonlarin durdurulmasidir. Tokoliz tedavisinde ;-
sempatomimetikler, magnezyum sulfat, kalsiyum kanal blokorleri ve nonsteroidal

antiinflamatuvar ilaglar (NSAIi) kullanilmaktadir.

11.6.1. Magnezyum

In vivo ve in vitro olarak Mg?* miyometriyal aktiviteyi inhibe eder (28).
Magnezyum, diz kas gevsetici olarak iki yolla etki etmektedir; birincisi uterus
kasina uyarilari ileten sinirlerin bloke edilmesi ve ikincisi uterus duz kas
hiicresine direkt etkidir. llkinde artmis Mg?* seviyesi kas-sinir kavsagindaki sinir
hicrelerine kalsiyum girisini engelleyerek ve asetilkolin salinimini azaltarak etki
eder. ikincisinde ise magnezyum uterus diiz kasinda kalsiyumla yarisa girmekte,
ATP’nin etkiledigi aktin-miyozin iligkilerini engellemektedir (29). Klinik bulgular
MgSO4'in etkisini kalsiyum antagonisti olarak yaptigini gostermektedir. Cunku

MgSQO, alan hastalarda kalsiyum verildiginde uterus aktivitesi artmaktadir (30).
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Magnezyum ekstraselliler kalsiyumun hucre icgine girigini, intrasellller
depolardaki kalsiyumun salinimini, sitozoldeki kalsiyumun hareketini ve boylece
de miyometriyumun fazik kasiimalarini inhibe eder.

Tokolitik amagla kullanildiginda infuzyon hizi 4 g/saat‘den yuksek degilse
veya bobrek yetmezligi yoksa Mg?* toksisitesi riski disuktir. Plazma Mg**
seviyesi 9-13 mg/dl arasinda iken patellar refleks kaybolur, 14 mg/dl'’de solunum
depresyonu olusur (29). Magnezyum sulfatin daha Onemsiz yan etkileri
basagrisi, gorme bulanikligi, sasilik, bulanti, hipotermi, nistagmus, letariji,
gugsuzlik, dalginlik, driner retansiyon ve fekaloidtir. Hastalarin birgogunda bu
etkiler hafif ve gecicidir. Daha nadir ama ciddi bir yan etkisi ise hipokalsemidir
(11,31). B>-mimetiklerin aksine magnezyum sllfat tagikardi yapmaz. Ozellikle
hafif preeklampsi, diabet, hipertiroidi, maternal kardiyak hastalik, vajinal
kanama, plasenta previa gibi durumlarda magnezyum sulfat ritodrine tercih
edilir. Magnezyum sulfat, bdbrek fonksiyonlari bozuklugunda, kalp blogu ve
miyokardiyal hasari olanlarda ve myastenia graviste kullaniimamalidir (31).
Magnezyum sulfat tedavisinin  birakilmasinin  en sik sebebi uterus
kontraksiyonlarinin durdurulamamasidir. Yenidoganda letarji, hipotoni, solunum

depresyonu gorilebilir (4, 29).

11.6.2. Kalsiyum Kanal Blokorleri

Kalsiyum kanal blokorleri esas olarak hicre membranindaki voltaj-bagiml
kanallardan igeriye kalsiyum akisini inhibe etmektedir. Kalsiyum kanal blokdru
olarak tokolitik amacla klinik uygulamada en sik, dihidropridin tlrevi olan
nifedipin kullaniimaktadir. Miyometriyum gibi duz kaslarin aktivitesi direk olarak
sitoplazma igindeki serbest kalsiyum miktari ile iligkilidir. Intraselliiler serbest
kalsiyum miktarinin azalmasi miyometriyal kasilmalari inhibe etmekte, artmasi
ise aktive etmektedir. Hucre igi kalsiyum, esas olarak ekstraselltler kalsiyumun
hicre icine girisi ile artar. Bu ekstraselliler kalsiyumun intraselliler alana
transferi voltaj-bagimli veya reseptor aracili kanallar sayesinde olur. Kalsiyum

kanal blokorlerinin esas etki yerleri diz kaslarda en ¢ok bulunan L-tipi voltaj-
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bagdimli kanallaridir (32). Baglandiklari kanallari depolarizasyondan sonra
kesinlikle acilabilir halden nadiren agilabilir hale getirirler. Boylece membranin
kalsiyum gecirgenliginde azalma gorulur ve kas uzun sureli gevsek kalir. Bu
ilaglar ayrica intrasellller sarkolemmalardan kalsiyum salinimini baskilar (33).
Bu ilaglarin sebep oldugu diz kas gevsemesi organa spesifik
olmadigindan birgok dokuda istenmeyen etkilere sebep olabilir. Ancak, tokolitik
amagla kullanilan dozlarda bu yan etkilerinin gorulmesi nadirdir. Kalsiyum kanal
blokorleri ile en sik goérllen istenmeyen etki gegici flushing, basagrisi ve
bulantidir (34). Kalsiyum kanal blokdrlerinin kardiyovaskuler yan etkileri [3,-
mimetiklere benzer ancak daha hafiftir. Vazodilatasyon, kan basincinda hafif bir
dusme ve buna bagh olarak kalp hizinda biraz yukselmeye neden olabilirler.
Kalp hizinda artis yapmalarinin bir sebebi de duz kaslardan farkli olarak kalp
hicrelerinde artirdiklari cAMP’nin kalsiyumu kontraktil bodlgelere baglanmaya
hazir hale getirmesi ve kasilmayi uyarmasidir (32). B.-mimetikler gibi kan
potasyumu Uzerine etki etmezler ancak glikozu ¢ok hafif yukseltebilirler. Bazi
hayvan deneylerinde kalsiyum kanal blokdrlerinin uteroplasental kan akimini
azaltarak fotlste hipoksemiye neden olabilecegi iddia edilmesine ragmen bu
gorus diger hayvan deneyleriyle desteklenmemigtir (4) Bu ilaglarin maternal ve

fetal istenmeyen etkilerinin iyice arastirilmasi gerekmektedir.
1.6.3. Nonsteroidal Antiinflamatuvar ilaglar (NSAIi)

NSAIl ‘lerin pek cogunda bulunan ortak &zellik, dokularda arasidonik
asidden PG’ler ve diger bazi eikozanoidlerin olugsmasini katalize eden
siklooksijenaz (COX-1 ve COX-2) enzimlerini inhibe etmeleridir. Pek ¢cogunun,
hem analjezik, hem antipiretik ve hem de antiinflamatuvar etkileri vardir.
Bazilarinda sadece analjezik, ve antipiretik etki bulunur (asetaminofen gibi).
Antipiretik ve analjezik etkileri, hipotalamus ve omurilik arka boynuzunda
peroksidlerden fakir ortamda prostaglandin sentez ve saliverilmesini inhibe
etmesi ile iligkilidir. Antiinflamatuvar etkinligi, sentetik veya dogal en guglu

antiinflamatuvar steroid ilaclar olan glukokortikoidlere gbre daha zayiftir.
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Analjezik etkinlikleri de guclu analjezikler olan, fakat antiinflamatuvar etkisi
bulunmayan narkotik analjeziklerinkine goére zayiftir (35).

Selektif COX-2 inhibitorleri antiinflamatuvar olarak kullaniimaktadir.
Selektif COX-2 inhibitérleri insan miyometriyumda gugclu uterusu gevsetici
ajanlardir. COX-2’nin up-regulasyonu erken dogum ve dogumun baslangici ile
cok guclt iliski icerisindedir (36). Nimesulid ve indometazin, kalsiyum
kanallarindaki akimi azaltarak insan miyometriyal kontraksiyonlar uzerinde
inhibitor  etkilidir.  Kalsiyumun azalmasi duz kaslarda gevsetici etki
gOstermektedir. Kalsiyum kanal akisini inhibe etmeleri, miyometriyal
kontraktilitenin inhibe edilmesinde PG sentezinin inhibisyonuna gére daha az
etkilidir. Kalsiyum kanallarinin blokaji, NSAIi"in bir kag etki mekanizmasindan biri
olabilir (37).

PGE’ler ve PGF’ler gebelik olsun veya olmasin, uterusta tonusu artirirlar
ve ritmik kasilmalara neden olurlar. PG sentez yolaginda ana enzim olan COX’in
aktivitesi, annenin amniyon sivisinda gestasyon yasi ilerledikge artmaktadir.
Erken ve miyadinda dogumda uterusta artmis PG sentezini inhibe eden NSAIi,
erken ve miyadinda dogumu geciktirmede etkili ajanlardir (38,39). Fakat
NSAIi'in ductus arteriosusun erken kapanmasi ve amniyotik sivinin azalmasi
sonucu renal perfiuzyonda bozulma gibi yan etkilere neden olduklarindan erken
dogum tedavisinde kullaniimalar kisithidir (40-42). Erken dogum ve miyadinda
dogumda COX-2’'nin up regule olmasi ve indometazin gibi nonselektif COX
inhibitérlerinin  yan etkilerinin  birgopgundan COX-1 inhibisyonu sorumlu
oldugundan, COX-2 selektif NSAi'lar erken dogumda daha az yan etki ile
tokolitik tedavi yapabilirler (42,43).

I.7. Adrenoseptor Farmakolojisi

Adrenoseptorler néronal ve noéronal olmayan dokularda, hicre
membraninin dig ylzeyi boyunca vyerlesmis, endojen katekolamin olan
noradrenalin ve adrenalin cevaplarinin farkli sekilde olusumunu saglayan

membran bagimli reseptorlerdir. Bu reseptorler, izole dokuda yapilan
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farmakolojik ¢alismalara gore alfa-reseptorler ve beta reseptorler olmak lGzere
ikiye ayrilmaktadirlar.

Gegen yuzyilin son yarisinda alfa-reseptorler anatomik lokalizasyonlarina
gore alfa-1 ve alfa-2 olmak Uzere iki alt grupta toplanir. Molekuler biyolojik
tekniklerdeki gelismeler ve devam eden farmakolojik ¢alismalar sonucunda alfa-
reseptorler daha sonra kendi icinde tekrar alt gruplara ayrildilar (43).

Beta adrenoseptorler hetorojen 6zelikle olup baslangigta in vivo ve in vitro
sistemlerde katekolaminlerin etkilerine bagh olarak iki alt gruba ayrildilar. Kalp,
ince barsak ve yag dokusunda beta-1 adroseptoérler hakim iken vaskuler, uterus
ve solunum duz kaslarinda ise beta-2 adrenoseptorler bulunmaktadir. Devam
eden fonksiyonel c¢aligmalar, genetik teknikler ve reseptor baglama
calismalarinin  kullanilmasi ile atipik beta reseptorlerinin oldugu bildirildi.
Emorine ve arkadaglari 1989 yilinda ilk olarak beta-3 reseptérini insan
genomunda klonlayarak varligini kanitladilar (44). Sonradan beta adrenoseptor
alt gruplarina ek olarak kardiyak dokuda da bagka bir atipik reseptor olan beta-4

adrenoseptorler tanimlandi (45).

1.7.1.Beta-2 Adrenoseptor Agonistleri

Beta adrenerjik agonistlerin  yapilari  endojen katakolaminlere
benzemektedir. Bu gruptan kullanilan ilk ila¢ isoksuprindir. Daha sonra ritodrin,
terbutalin, hezoprenalin, fenoterol, nilidin, salbutamol, metoproterenol, albuterol
ve oreiprenoline gibi turevleri gelistirilmistir. Bunlarin arasinda, klinikte kullanilan
ritodrin ve terbutalindir. Beta-2 adrenoseptorler uterus duz kasinda, kan
damarlarinda, diafragmada ve brongiollerde bulunmaktadir. Vazodilatasyon,
bronkodilatasyon, glikojenoliz ve uterin relaksasyon yaparlar. Tokolitik ilaglarin
etkinligi ve yan etkileri reseptor cevabi ile iligkilidir. Tokolitik amagla kullanilan
beta-2 agonistlerin uterus diz kasina spesifik olmasi beklenir. Ancak az
miktarda da olsa beta-1 reseptorlere etki etmektedirler . Beta adrenerjik ilaglar
beta-2 reseptorlere baglanarak adenil siklaz enzimini aktive eder ve siklik

adenozin mono fosfat (cCAMP) duzeyini artirirlar. Bu da MLCK'nin direk
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fosforilasyon ile inhibisyonuna ve hicre ici kalsiyum dizeyinin azalmasina
neden olur. Bunun neticesinde aktin-myozin etkilesmesi gerceklesmez ve
miyometriyal kas lifinin kontraksiyonu 6nlenmis olur. En sik rastlanan yan etkiler

tasikardi, hipotansiyon, bulanti, gégus agrisi ve solunum sikintisidir (13).

11.7.2.Beta-3 Adrenoseptor Agonistleri

Beta-3 adrenoseptdr agonistleri ilk olarak 1980 yilinin baslarinda
kesfedilmiglerdir. Daha sonra Arch ve arkadaslari 1984 de beyaz yag
dokusunda lipolize, kahverengi yag dokusunda termogeneze neden oldugu
kadar trakeal yada uterus kasiimalarini gevsetici etkisinin olabilecedi dusunulen
yeni bir beta-3 agonist buldular (46). ilk olarak kemirgenlerdeki yag dokusunda
beta-3 adrenoseptér mRNA’si gdsterildi (44). ikinci olarak beta-3 adrenoseptor
MRNA’sI immunohistokimyasal caligmalarla iskelet dokusu dahil olmak Uzere
primer yag dokusu ve diger insan dokularinda gosterildi (45). Beta-3
adrenoseptdr agonistlerinin kolon, ileum, mesane, solunum duz kaslarinda ve
iskelet kasinda gevsetici etkilerinin oldugu cesitli in vitro ¢alismalarla gdsterildi
(47,48). Chamberlain ve arkadaslari beta-3 adrenoseptér mRNA’sIni
immunohistokimyasal ¢alismalarla kas ve iskelet dokusu da dahil olmak Uzere
pek ¢ok insan dokusunda bulundugunu gostediler (49). Daha sonra beta-3
agonistlerin ilk generasyon bilesikleri, obesite ve diabet tedavisindeki etkinlikleri
yonundan arastirilmaya baslanildi. Bu grup ilaglarin duz kas Uzerinde gevsetici
etkilerinin gosterilmesi, tokolitik tedavide de miyometriyal gevseme yaparak
faydali olabilecegini dugsundirmektedir (50-52). Bu amagla yapilmis bir kag
calisma olmasina ragmen yeterli dizeyde degildir.

[(R,R)-5-[2-[[2-(3-chlorophenyl)-2-hydroxyethyl]-amino]-propyl]1,3-
benzodioxole-2,2-dicarboxylate] (CL 316243) maddesinin degisik hayvanlarda
mesane detrisor, mide fundus, 6zafagus, koroner arter , kolon ve ince barsak

gibi diz kaslarda gevsetici etkilerinin oldugu gosterilmigtir.(53 - 59)
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BOLUM Ill
GEREG ve YONTEM

Bu Calismanin yapiimasi CUTF Hayvan Etik Kurulu’nun 01/07/2004 tarih
ve B.30.CUM.0.1.H.00.00/55 sayil karar ile uygun bulunmustur.(Bkz Ek)

lll.1. Siganlarin Bakimi ve Miyad Gebelik Olusturulmasi:

Bu calismada, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
ve Arastirma Laboratuvar’'nda bakimi yapilan 180-200 g agiriginda 10 adet
erigkin disi Wistar albino sigan kullanildi. Oda i1sinda tutulan disi siganlar gece
saat 17:00 ile sabah saat 9:00 arasi, eriskin erkek sicanlarla giftlestirildi. Ertesi
gun sabah saat 09.00-10.00 arasinda c¢iftlesmenin bulgusu olan kopulatuvar
plug tespiti icin muayene edildi. Daha 6nce yapilmis galismalarda uygulanan
yontem ile kopulatuvar plak muayenesi yapildi (60,61). Muayenede pediatrik
otoskop (HEINE mini 2000, Heine Optotechnik, Herrsching, Germany) kullanildi.
Daha sonra vajinal suruntd alinarak spermler arandi. Kopulatuvar plagin
saptandigi ve spermotozoanin goruldigu gun gebeligin 0. guinu olarak kabul
edildi .

Sigcan gebeligi yaklasik 21 gin sirmektedir. Gebeligin 19-21. glnleri term
gebelik olarak kabul edilmektedir (62). Calismamizda term gebe siganlar (n=10)
kullanildi.
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lll.2. Yapilan deneysel igslemler

Bu calismada yapilan deneyler iki bdlim halinde diizenlendi. ilk bélimde,
oksitosin ile uyarilmis miyometriyal kasilmalarin amplitid ve frekansi Uzerinde
CL 316243'Un etkisi doku banyosu deneyleri ile incelendi. ikinci boliimde ise
beta-1 reseptdér antagonisti metoprolol, beta-2 reseptér antagonisti ICI-118.551
ve beta-3 reseptor antagonisti SR-59230A ve varliginda, miyometriyal
kasilmalarin amplitid ve frekansi Uzerinde Uzerinde CL 316243’Un olusturdugu

gevsetici etkiye tekrar bakildi.
1ll.3. Doku banyosu deneyleri

111.3.1 Miyometriyal dokunun hazirlanmasi ve kontraktil aktivitelerinin

mekanik olarak él¢iilmesi

Gebe sicanlar (n=10) boyunlari kirilarak éldurtldd. Siganlarin uteruslari
cikarilarak gebelik materyali dikkatlice alindi. Miyometriyal doku, endometriyum
ve cevre dokulardan ayristirilarak, her bir sicandan 4 adet 8 x 2 x 2 mm.
uzunlugunda miyometriyal seritler elde edildi. Bunlardan 4 tanesi igerisinde
Krebs-Henseleit solisyonu bulunan, %95 O, ve %5 CO; ile gazlandirilan, pH’si
7.4 degerinde, sicakligi 37°C olan, 10 ml'lik izole organ banyolarina bir ucu
organ askisina diger wucu gerilim algilayicisina (Grass-FT 03 Force
Displacement) gelecek sekilde yerlestirildi. Diger iki miyometriyal serit duzenli
calismayan dokularin yerine kullanmak Gzere oksijenlendiriimis Krebs- Henseleit
solusyonunda bekletildi. Miyometriyal seritlerden 60 dk i¢erisinde stabil spontan
kontraksiyon olugturmayanlari organ banyolarindan c¢ikarildi ve yerine yeni
preparatlar asildi. Miyometriyal seritlere 1 g’lik istirahat gerilimi uygulandi ve
spontan kontraksiyonlar stabil hale gelene kadar dokular her 15 dk’da yikanarak
60 dk beklendi. Calisma yapilacak ilaglar organ banyolarina artan
konsantrasyonlarda eklendi. izometrik gerilim degisiklikleri Grass 79E Poligraf

(Grass, Quincy, MA, USA) araciigi ile kaydedildi. Kaydedicinin kagit hizi
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2.5 mm/dk’ya ayarlandi. Cihazin kalibrasyonu 1 g’lik gerilim vertikal olarak 0.5

cm’lik yer degisikligine karsilik gelecek sekilde yapildi.

Spontan miyometriyal kontraksiyonlari stabil hale gelen seritlerde duzenli
kontraksiyonlar olusturmak igin uterotonik ajan olarak oksitosin (10 mU/ml) ilave
edilerek 15 dk beklendi. Kontraksiyonlari dizenli hale gelen miyometriyal seritler
Uzerine selektif Bz agonist CL 316243’Un artan konsantrasyonlarda ilave edilerek
gevseme cevaplarl kaydedildi. Sonra doku banyolarina sirasiyla B1, B2, Bs
antagonistler (metoprolol, ICI-118.551, SR-59230A) ilave edilerek CL 316243’Un
gevseme cevaplari tekrar kaydedildi. Bu amacla yapilan deneyler asagida

ayrintili olarak sunulmustur.

11l.3.2. Deneylerin Yapiligi

Set 1: Oksitosin ile stimule edilen miyometriyal seritlerin (n=10) amplitid
ve frekansi (izerinde CL 316243 (107°%-10 M) ’Uin artan konsantrasyonlarinin
etkisi arastirildi.

Set 2: Oksitosin ile stimule edilen miyometriyal seritlerin (n=10) amplitid
ve frekansi Uzerinde, metoprolol (10° M) uygulandiktan 15 dk. sonra,
CL 316243 (10"°-10®° M) ’lin artan konsantrasyonlarinin etkisi arastirildi.

Set 3: Oksitosin ile stimule edilen miyometriyal seritlerin (n=10) amplitid
ve frekansi (zerinde, ICI-118.551 (10° M) uygulandiktan 15 dk. sonra,
CL 316243 (107"°-10° M) ’(in artan konsantrasyonlarinin etkisi arastirildi.

Set 4: Oksitosin ile stimule edilen miyometriyal seritlerin (n=10) amplitid
ve frekansi Uzerinde, SR-59230A (10° M) uygulandiktan 15 dk. sonra,
CL 316243 (107"°-10° M) ’(in artan konsantrasyonlarinin etkisi arastirildi.

TUm deneyler Cumhuriyet Universitesi Tip FakUltesi Farmakoloji Anabilim

Dali Laboratuvari'nda yapildi.

lI.4. Kullanilan ilaglar ve Soliisyonlar:

Deneylerde kullanilan CL 316243, metoprolol, ICI-118.551, SR-59230A

ilaglari Tocris Cookson Ltd. firmasindan (Bristol, UK) elde edildi. Oksitosin
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(Synpitan forte ampul) deva ila¢ firmasinin Urettigi ampullerden elde edildi. ilag
iceren solusyonlar deneylerden hemen 6nce hazirlandi.

Deneylerde kullanilan Krebs-Henseleit solusyonu mM/L olarak su sekilde
hazirlandi: NaCl 125 mM, KCI 2.4 mM, CaCl; 1.8 mM, MgCl, 0.5 mM, NaHCO3
23.9 mM ve glukoz 11.0 mM.

lI.5. Deney Sonuglarinin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi:

Kontraksiyon (kasilma) karakteristikleri, ilaglarin artan
konsantrasyonlarinin ilavesinden hemen sonra 600 saniyelik intervallerle analiz
edildi. Kontraksiyonlarin 600 sn suresince ortalama amplitidleri (gram) ve
frekanslari (600 sn’deki kontraksiyon sayisi) hesaplanarak kontrol degerlerle
(ilag veriimeden hemen 6nceki kontraksiyonlar) karsilastirildi.

Kontraksiyon verileri hesaplanirken, oksitosin ile elde edilen kasiima
cevabi % 100 (kontrol) olarak kabul edildi. Antagonistlerin varliginda ve
yoklugunda, CL 316243’Un kUumdulatif konsantrasyonlari uygulandiktan sonra
elde edilen cevap, bu kasilmanin % degdisimi olarak hesaplandi.

Her set icin grup ici tekrarlayici 6lcim (repeated measures) varyans
analizi (ANOVA) yapildi. Her testten once grup i¢i tekrarlayici 6lgim ANOVA
testinin parametrik veya nonparametrik tiplerinin dogru secilmesine yardim eden
normalite testi verilere uygulandi. Verilerin normalite testini gectigi durumlarda
tekrarlayici 6lcim ANOVA testi kullanilarak kontrol ve ilag konsantrasyonlarinin
eklenmesinden sonra olusan kasilmalarin amplitid ve frekanslari arasinda fark
olup olmadigi incelendi. Fark bulundugunda post hoc test olarak Bonferroni
variance t testi ile ilag konsantrasyonlarinin etkilerinin kontrolden farkli olup
olmadigi incelendi. Veriler normalite testini gegemediginde Friedman tekrarlayici
Oolcim ANOVA testi uygulandi. Kontrol ve ila¢g konsantrasyonlari arasinda fark
bulundugu durumlarda ila¢ konsantrasyonlarinin etkisinin kontrole gore farkl
olup olmadigi post hoc test olarak Dunnett testi ile incelendi. Ayrica hangi ilacin
digerlerinden daha fazla inhibitér etki sagladigini arastirmak amaciyla ilaglarin

amplitud ve frekans Uzerine olan etkileri gruplar arasi tekrarlayici 6lgim ANOVA
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testi ile analiz edildi. Veriler aritmetik ortalama + standart hata olarak sunuldu.
istatistiksel analizlerin sonucunda P degerinin 0.05'den kicik oldugu
durumlarda fark anlamh kabul edildi. Agonist ilaglarin olusturdugu maksimum
yanitin % 50’sini olusturmak igin gereken konsantrasyon (ECsg) her bir deneyin
log-konsantrasyon yanit egrilerinden elde edildi. Bulgular aritmetik ortalama +
standart hata olarak sunuldu.

pD, degerleri asagidaki formule gore hesaplandi.

pD2 =log A—log (Emax/Ea-1)

A =Agonist ilacin molar konsantrasyonu

Emax =Agonist ilacin olusturdugu maksimum etki

Ea = Agonist ilacin belirli bir konsantrasyonda olugturdugu etki
Ayrica ilaglarin olusturdugu maksimum etkileri her bir deneyden elde edilen

verilerin Scatchard denklemine uygulanmasi ile gizilen grafiklerden saptandi.
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BOLUM IV
BULGULAR

IV.1. Oksitosin ile Stimiile Edilen Miyometriyal Seritlerin Amplitid ve
Frekansi Uzerinde CL 316243’{in Etkisi.

Gebelik suresinin 19-21 gunlerindeki (miyad dogum) sicanlardan (n=10)
izole edilen miyometriyum seritleri 10 mU/ml oksitosin ile stimile edildikten ve
bu stimilasyon dengeye ulastiktan sonra (kontrol kasilmalar), CL 316243
(107°-10° M) ile konsantrasyona-bagimli gevseme vyanitlari  alindi.
CL 316243’GUn miyometriyal kasiimalarin amplitidu Uzerindeki gevsetici etkisi
10° M konsantrasyondan baslayarak istatistiksel anlamliliga ulasirken,
miyometriyal kasilmalarin frekansi (zerindeki gevsetici etkisi 107 M

konsantrasyondan baglayarak istatistiksel anlamliliga ulasti (P<0.05).

IV. 2. CL 316243 Yanitlarina Metoprolol, ICI-118.551 ve SR-59230A’

nin Etkisi.

Miyometriyal kasilmalarin amplitud ve frekansi Uzerinde CL 316243’Un
yaptigi gevsetici etkiye metoprolol (10° M), ICI-118.551(10° M) ve SR-59230A
(10°® M) varhiginda tekrar bakildi. Miyometriyal kasiimalarin amplitiidii (izerinde
CL 316243’Un gevsetici etkisi beta-3 reseptor antagonisti SR-59230A varliginda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalirken (P<0.05), beta-1 antagonist
metoprolol ve beta-2 antagonist ICI-118.551 varliginda ise anlamli sekilde

degismedi. (P>0.05) (Sekil 1). Miyometriyal kasilmalarin frekansi Uzerinde
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CL 316243’Un gevsetici etkisi ise her U¢ antagonist varliginda da istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde degismedi (P>0.05) (Sekil 2).

IV. 3. CL 316243’iin Enax ve pD2 Degerleri Uzerinde Metoprolol,
ICI-118.551 ve SR-59230A’ nin Etkisi.

Miyometriyal kasilmalarin amplitiidii (izerinde, SR-59230A (10° M)
varliginda CL 316243’'Un Emax dederi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalirken (P<0.05), metoprolol (10° M) ve ICI-118.551 (10° M) varli§inda
CL 316243’Un Enax degerleri anlamli olarak degismedi (P>0.05) (Tablo 1). Her
u¢c antagonist varliginda da miyometriyal kasilmalarin amplitidi Gzerinde
CL 316243’tUn pD, degeri degismedi (P>0.05) (Tablo 1).

Miyometriyal kasiimalarin frekansi (izerinde, metoprolol (10° M),
ICI-118.551 (10° M) ve SR-59230A (10° M) variginda CL 316243’iin Emax Ve
pD, degerleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degismedi (P>0.05) (Tablo
2).
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Tablo 1. Miyad dogum donemlerinde bulunan siganlardan izole edilen ve
oksitosin (10 mU/ml) ile stimule edilen miyometriyal geritlerin amlitudu Uzerinde,
CL 316243'iin ve metoprolol (10° M), ICI-118.551 (10° M) ve SR-59230A
(10° M) varliginda CL 316243'Un Enax ve pD. degerleri. Degerler ortalama

+ standart hata olarak sunulmustur (n=10).

ilag Antagonist pD: Emax (%)
CL 316243 yok 7.02 £ 0.09 706 £4.8
CL 316243 metoprolol 6.86 £ 0.10 63.7£4.7
CL 316243 ICI-118.551 6.94 £ 0.09 65.0+£5.0
CL 316243 SR-59230A 7.27 £0.11 28.2 + 3.5

* CL 316243'ln beta-3 antagonist SR-59230A varliginda Enax degerlerinde

anlamli bir azalmanin oldugunu gostermektedir (p<0.05).

Tablo 2. Miyad dogum doénemlerinde bulunan siganlardan izole edilen ve
oksitosin (10 mU/ml) ile stimile edilen miyometriyal seritlerin frekansi Gzerinde,
CL 316243’in ve metoprolol (10° M), ICI-118.551 (10° M) ve SR-59230A
(10° M) varliginda CL 316243'Un Enax ve pD. degerleri. Degerler ortalama

+ standart hata olarak sunulmustur (n=10).

ilag Antagonist pD2 Emax (%)
CL 316243 yok 6.76 £ 0.07 27.8+3.6
CL 316243 metoprolol 6.64 + 0.08 23.2+3.0
CL 316243 ICI-118.551 6.87 £ 0.10 31.6+3.2
CL 316243 SR-59230A 6.90 + 0.07 25.0+£2.5
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Sekil 1. Miyad dogum doénemlerinde bulunan sicanlardan izole edilen ve
oksitosin (10 mU/ml) ile stimlle edilen miyometriyal seritlerin amlitidu Uzerinde
CL 316243'iin ve metoprolol (10° M), ICI-118.551 (10° M) ve SR-59230A
(10° M) varliginda CL 316243’iin gevseme yanitlari.

* SR-59230A (10° M) varliginda CL 316243’liin gevseme yanitlarinin diger

gruplardan anlamli sekilde farkh oldugunu gdsterir.
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Sekil 2. Miyad dogum doénemlerinde bulunan siganlardan izole edilen ve
oksitosin (10 mU/ml) ile stimule edilen miyometriyal seritlerin frekansi Gzerinde
CL 316243'iin ve metoprolol (10° M), ICI-118.551 (10° M) ve SR-59230A
(10° M) varliginda CL 316243’iin gevseme yanitlari.
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BOLUM VvV

TARTISMA

Erken dogum eylemi gebelikte istenmeyen sonugclari nedeniyle dnemli bir
sorundur. Erken dogum riski olan gebelerin tespit edilip, onceden gerekli
onlemlerin alinmasi tedavinin basgarisini artirmaktadir. Erken dogum eyleminde
kullanilan ilaglar, gesitli mekanizmalarla miyometriyum kasiimasini baskilayarak
etki gostermektedir (2, 24). Halen kullaniimakta olan tokolitik ilaglarin etki
potansiyelleri, istenen duzeyde olmayip bir gogunun ciddi yan tesirleri vardir.

Obstetrik ve farmakoloji bilim dallarinin ortak amaclarindan biri, istenen
Ozelliklerde yeni tokolitik ilaclarin gelistiriimesidir. Miyometriyuma diger
dokulardan daha spesifik ve uzun etkili, sistemik yan etkileri daha az ve etkisine
tasiflaksi gelismeyen, gugclu ilaglar erken dogum sikhiginin azaltiimasi i¢in daha
faydali olabilir.

Bu calismada, beta-3 agonist CL 316243 maddesinin, term gebe
sicanlardan elde edilen ve oksitosin ile uyariimis izole sigcan miyometriyumunda
amplitid ve frekans Uzerine gevsetici etkileri incelendi. Beta-1, beta-2 ve beta-3
antagonist varliginda, bu ilacin gevsetici etkilerindeki degisiklikler kaydedilip,
kontrol degerler ile karsilastirildi. CL 316243 konsantrasyona bagimli olarak
miyometriyal kasiimalari inhibe etti.

CL 316243’Un amplitid Gzerine etkinligi beta-1 ve beta-2 antagonistler
varliginda degismezken beta-3 antagonist varliginda istatistiksel olarak anlamli

Olclde azaldi. Bu sonuglar, CL 316243’'Un amplitid Uzerindeki gevsetici etkisini
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beta-1 ve beta-2 adrenoseptorleri etkilemeden, buyuk oranda beta-3 reseptorler
araciligiyla olusturdugunu gostermektedir.

CL 316243’'Un frekans Uzerine etkinligi beta-1, beta-2 ve beta-3
antagonistler varliginda degismedi. Bu sonuglar, CL 316243’'Un frekans
Uzerindeki azaltici etkisinin beta-1, beta-2 ve beta-3 adrenoseptoérlere bagli
olmadigini dusindurdr. Bu etki CL 316243 maddesinin nonspesifik bir etkisine
bagl olabilir.

Selektif beta-2 agonistler erken dogumu 6nlemek igin tercih edilen bir ilag
grubu olmakla birlikte, ritodrin gibi geleneksel formlari kisa etki surelidir. Ritodrin
tedavisinin, erken dogumu 48 saat engelledigi gosteriimekle birlikte, gebeligi
uzattigina dair oldukga az veri vardir. Tokolizin, bagarili bir akut tedavi sonrasi
idame tedavisinin deg@erlendirildigi bir arastirmada erken dogum eyleminin
sikliginin azalmadidi ve perinatal sonuglari dizeltmedigi bildirilmistir (63).

Son zamanlarda yapilan in vitro ¢calismalar, beta-3 agonist ilaglarin insan
miyometriyum kasiimalari Uzerine gevsetici etkisinin, beta-2 agonist ilaglarin
etkisine esdeger oldugunu gostermektedir (51,52). CL 316243 maddesinin
degisik hayvanlarda mesane detrisor, mide fundus, 6zafagus, koroner arter ,
kolon ve ince barsak gibi duz kaslarda gevsetici etkilerinin oldugu gosterilmistir
(53 - 59).

Erken dogum eyleminde temel fizyopatolojik mekanizma fetusun dig
ortama uyum saglayabilecek olgunluga gelebilmesi i¢in gerekli olan miyometriyal
latent fazin kisa sUrmesidir. Uterusun latent fazdan miyometriyal kasilmalarin
bagladigi aktif dogum eylemine geg¢mesi bir takim molekuler ve enzimatik
degisiklikler sonucu olmaktadir. Bunlar; prostaglandinler, sitokinler, CAMP ve
hormonlar ile ilgili degismelerdir. Miyometriyal aktiviteyi baskilamak amaci ile
molekuller ve enzimatik degisimlerin inhibe edilmesi, erken dogum eylemi
tedavisinin temel hedefidir (2).

Erken dogum eylemi tedavisinin dnemli kismini diz kas gevsetici ilaclar

olusturur. Gunumuizde beta-2 agonistler, magnezyum siilfat, kalsiyum kanal
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blokorleri ve prostaglandin sentez inhibitorleri bu amagcla klinik uygulamaya
girmis olan ilaglardir.

Ritodrin, 1980°’den beri en fazla kullanilan ve Uzerinde en ¢ok arastirma
yapilmis beta-2 agonist ilagtir. Uzun sureli kullanimda beta-2-adrenoseptor
sayisi duser, bu nedenle ilacin etkisi azalir. Yapilan bir ¢ok arastirmada, uzun
suren beta-2 agonist tedavisi sirasinda cAMP seviyesinin kontrol grubuna gore
daha dusuk oldugu ve desensitizasyon geligtigi bildirilmektedir (11,64).
Desensitizasyon geliserek etkinliginin azalmasi tokolitik tedavinin dnande énemli
bir sorundur. Beta-2 agonist ilaglar, dokulardaki beta reseptdrlere kismen
seciciligi olan ilaglardir. Buna bagli olarak da bu ilaglar yuksek dozlarda kardiyak
beta-1 adrenoseptorleri uyarirlar. Tagikardi, hipotansiyon, tedirginlik, gogus
sikismasi veya agrisi, elektrokardiyogramda degisiklikler gibi kardiyovaskuler,
akciger odemi gibi pulmoner, hipokalemi, hiperglisemi, hiperinsulinemi,
laktikasidoz ve ketoasidoz, bulanti, bagagdrisi, titreme, ates, hallUsinasyon gibi
metabolik yan etkileri nedeniyle tokolitik olarak kullanimlari kisithdir (65). Tedavi
sirasinda olugan yan etkiler, inflzyon orani ve kan duzeyi ile iligkili oldugundan,
tedavi dozu yan etkilerin ortaya ¢iktigi dozdan ¢ok daha dusuk olmahdir (11).
Ritodrin ve terbutalin plasentadan hizla gecerek fetusda beta adrenerjik
reseptorleri stimule ederler. Tedavinin ikinci saatinde, fetal kanda anne kan
dizeyinin %30’una ulasilir (66). Diabetik gebelerde hiperglisemi ve ketoasidoz
gibi 6nemli komplikasyonlar gelistigi ve insulin ihtiyaci arttigi icin beta-2
agonistlerle tokoliz dnerilmemektedir.

Beta agonistlerin kullanimi ile ilgili olarak literatlrde farkh gortusler mevcut
olup, erken dogum oranini azaltma agisindan yarari ginimuzde tartisiimaya
devam etmektedir. King ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, gebelik
suresinin beta-2 agonistlerin kullanildigi grupta kontrole gore anlamli olarak
daha uzun oldugu bildiriimektedir (67). Anneye olan yan etkileri fetusa ve
yenidogana olan etkilerinden daha siktir (68). Oral terbutalin ritodrine gore,
glukoz tolerans testini anlamli olarak daha fazla bozar. Ritodrin ise daha ¢ok

kalbe ait yan etkiler olusturur. Beta adrenerjiklerin bu yan etkileri daha ¢ok uzun
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sureli parenteral tedavi sonucu ortaya cikar. Fetusa olan yan etkileri ise
tasikardi, hipoglisemi, hiperinsilinemi, hipertansiyon, hipokalemi, fetal
ketoasidoz, yenidoganda hiperbilirubinemi gibi nadir gorulen etkilerdir. Kullanilan
beta adrenerjikler fetusta hiperglisemi ve hiperinsulinemi yaptigi igin dogumdan
sonra hipoglisemi gelisebilir. Ozellikle, anne kan glukozu dogumdan o©nce
normale inmemisse gelisebilir (69).

Gebe insan miyometriyumunda bulunan beta-2 adrenoseptorlerin
uyariimasiyla cAMP dulzeylerinin arttigi ve gevsetici etkinin olustugu cesitli
calismalarda gosterilmigstir (64,70). Beta-2 agonistlerin miyometriyal kasiimalari
gevsetme mekanizmasi cAMP araciligiyla kalsiyumun sarkoplazmik vezikullerde
depolanmasi ve aktin-miyozin etkilesiminde gorevli MLCK enziminin inhibisyonu
seklindedir (54). Beta-2 adrenoseptorlerin beta-2 agonistlere maruziyet sonrasi
akut desensitizasyona ugradidi oysa beta-3 adrenoseptorlerde bunun olmadigi
gosterilmistir (71). Bir ¢ok kadinda tokolitiklerin uterus kontraksiyonlarini gegici
olarak durdurdugu ve nadiren erken dogumu Onledigi gorulmustur. Tokolitik
tedavisi ile ilgili bir metaanalizde tokolitik ajanlarin gebeligi uzatmalarina ragmen
perinatal sonuglarda dizelmenin gdsterilemedigi fakat kadinlarin saghginda
onemli yan etkilere neden oldugu seklinde sonuclandiriimistir (63).

Beta adrenoseptorler esasinda beta-1 ve beta-2 adrenoseptor olarak
siniflandinimis olup beta-3 adrenoseptor alt tipi, 1989 yilinda insan genomunda
klonlanarak gosteriimesinden sonra tanimlandi (44). Beta-3 adrenoseptorler
beyaz yag dokusunda lipolize, kahverengi yag dokusunda termogeneze neden
olmaktadir (46, 72). Son 5-6 yildir beta-3 adrenoseptor agonistlerinin, tip-2
diabet ve obesitenin tedavisindeki etkinligi arastiriimaya baslanmigtir.

Beta-3 adrenoseptdr agonistlerinin - vaskuiler dokuda ve insan
myokardinda gevsetici etkide bulurken hticre ici cGMP duzeylerinin arttigi ve NO
sentez inhibitorlerinin bu etkiyi ortadan kaldirdig1 gosterildi. Bu nedenle, vaskuler
beta-3 adrenoseptorlerinin  gevsetici  etkilerini  NO sentetaz aktivasyonu
uzerinden cGMP artigi yoluyla da oldugu dusunulmektedir (73, 74). Daha dnceki

arastirmalar da ise, yag dokusunda beta-3 adrenoseptorlerinin etki
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mekanizmasinin, beta-1 ve beta-2 adrenoseptorleri gibi cAMP yolunun
aktivasyonu ile oldugu bildirildi (75).

ilk olarak Bardou ve arkadaglari, term gebelik dénemindeki insan
miyometriyumunda, beta-3 adrenoseptor mRNA’sInI polimeraz zincir reaksiyonu
ile gosterdiler (56). Bu ¢alismada selektif beta-3 agonist SR-59119A ve beta-2
agonist salbutamolin miyometriyal CcAMP duzeylerini anlamli sekilde arttirdigi
fakat cGMP duzeylerinde bu artigin olmadigi gozlenmigtir (76). Pek c¢ok
calismada gebelik terme yaklastikga miyometriyumda NO sentetaz aktivitesinin
azaldigi ve bu etkinin insan gebeliginde uterin istirahate katki sagladigini ve
term miyometriyumda azalarak dizenlendigi bildirilmistir (50, 77).

Calismamizda in vitro olarak CL 316243'Un gebe sigan miyometriyal
kasilmalarini inhibe ettigini tespit ettik. Miyometriyal kasilmalari kontrole gore
anlamli oranda azaltan bu ilag erken dogum eylemi tedavisinde kullanilabilir.
Calismamizda CL 316243’Gn amplitid Uzerindeki maksimum miyometriyal
gevsetici etkisisinin beta-3 antagonist ila¢g tarafindan azaltilmasi bu etkiye
aracilik eden reseptorlerin adrenerjik beta-3 reseptorler olabilecegini, beta-1,
beta-2 ve beta-3 reseptdr antagonistlerinin CL 316243’Un frekans Uzerindeki
azaltici etkisini degistirmemesi bu etkinin ilacin spesifik olmayan bir 6zelligine
bagli olabilecegini dusundurar.

Bundan sonraki galismalarda CL 316243 maddesinin miyometriyum
Uzerindeki gevsetici etkisinin mekanizmasinin tam olarak arastiriimasi igin

molekuler duzeyde ¢alismalar planlanabilir.
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