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OZET

Bu ¢aligmada sigcan yaurularmda ve erigkinde beyinde benzodiazepin reseptor-
lerinin gelisimi incelenmigtir. 3H. Flunitrazepam kullanilarak yapilan calismada re-
septorlerin yasla orantili olarak geligtikleri, en hizli gelismenin 3—5 giinler arasinda
oldugu, 21. giinde erigkin degerlerin ¢ok yakin degerlere ulastig: saptanmigtr.

SUMMARY
Development of the Benzodiazepin Receptors in Rat Brain

The ontogenesis of the *H FNZ binding sites have been studied in whole rat
brain at various ages. Specific binding were found in the first day 25 % of adult
levels. The rapid increase in receptor density was significant at 5th day. Adult levels
were noted at 21st day.

Biitiin cocuklarn yaklagik % 4'iiniin 15 yasina ulasana kadar en az bir konvul-
sif nobet gecirdikleri samilmaktadir '. Bunlarin bir kismu epileptik olmakta ya da
diger bir deyisle tekrarlayict nobetler gecirmekte ve biiyiik oranda tedavi ile iyiles-
tirilebilmektedir. Tedavi amaci ile cesitli antikonvulzan ilaglar kullanilmaktadir.
Benzodiazepinler (BZD) 1960'lardan baslayarak kullanim alanina girmis antikon-
vulzan etkilerinin yaminda, anksiyete ¢oziicii kas gevsetici ve yiiksek dozlarda hipno-
tik etkileri de olan cok kullanian ilaclardir 2. Bu kadar yaygin kullammalarina
karsin uzun siire molekiiller etkisinin nasil oldugu anlagilamamstir.

Reseptor kavrami, bir ajanin baglandig: yiiksek oranda yapisal se¢me yetenegi
olan ve bdylece ajanin karakteristik biolojik etkisini saglayan biolojik makromole-
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kiiller icin kullaniimaktadir. Reseptorler hormonlara, norotansmitterlere ait olabile-
cegi gibi ilaglara da ait olabilirler. Benzodiozepinlerin reseptorleri aragtinlmg ve
1977 yilinda cesitli aragtiricilar * ~© insan ve sican beyninde spesifik, yiiksek affini-
tesi olan reseptdrlerin varlifim gostermeyi basarmuglardir. Bu tarihten baglayarak
benzodiazepin reseptorlerinin iizerinde arastirmalar biiyiik bir yogunluk kazanmis-
tir. Gosterilmigtir ki, bu reseptorler santral sinir sisteminin en énemli inhibitor trans-
mitteri olan y —amino butirik asit (GABA) reseptorleri ile fonksiyonel olarak etki-
lesmekte ve benzodiazepinler GABA sistemini potensiye etmektedir 7. Cok kullan-
lan bir antikonvulzan ilag olan difenilhidantion benzodiazepinlerin etkilerini artir-
maktadir ®. Biitin bu ¢ahsmalar benzodiazepin reseptoreri ile ilgili ilging ve ¢cok
onemli gerceklerin ortaya cikmasim saglayacak gibi goriinmektedir. Bu ¢algma
benzodiazepin reseptorlerinin biiyiime ve gelisme ile iliskisini aragtrmak amaci ile
planlanmig ve yavru sicanlarda reseptor gelisimi incelenmistir.

ARAC ve YONTEM

Calismada degisik yaslarda erkek ve disi sigan yavrulan kullanilmgtir (Bursa
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlarn Yetigtirme ve Arastirma Merkezi).
Gebelikleri takip edilerek dogumlan saptanan sicanlann yavrulan dogum sonrasi
0. (dogumdan sonraki ilk 2 saat icinde), 1., 3., 5., 10. ve 21. giinlerde Sldiirildiiler.
Beyinlerin siiratle ¢ikanlarak donduruldu ve —20°C'de, membran 6rnekleri hazrla-
nana kadar, saklandilar,

Membran Omeklerinin Hazirlanmasi: Yavru sican beyinleri dondurulmus ola-
rak tartildilar. Agwrhklan dikkate alinarak 5 hacim izotonik, 0.32 M, siikroz soliis-
yonu icinde cam-teflon dgutiiciilerle Ggiitiildiiler. Kaba partikiillerin ¢okertilmesi
icin beyin homojenatlan diisiik devirde (3000 devir-dakika; 900 g kadar) sogukta
(+4°C) santrfiije edildiler (Sorval RC—5 yiiksek devirli ve sogutmali santrifiij). Ust-
teki kisim aynlarak yeniden santrifiije edildi (12.000 devir/dakika; 18.000 g, +4°C).
Dipteki ¢okelti 2 kez daha 10 hacim siikroz ile yikanarak santrifigasyon iglemi tek-
rarlandi. Son defasinda iistteki berrak kisim tamamen atilarak dipteki ¢okiintii, bas-
langictaki beyin agirh dikkate alinarak ve 25 mg vas beyin agirhg 1 ml icinde
olacak sekilde, Tris—HCI tomponu (50 mM, pH 7.4) icinde c¢oziildii. Radyoaktif
benzodazepin, *H—Flunitrezepam (*H FNZ), baglanmasinin arastirilacagi memb-
ranlar bahsedilen ve Tris—HCI i¢inde ¢oziilmiis ¢okiintii yeniden ve kisa siire (20—
30 saniye kadar) homojenize edilerek (Ultra—Turrax) hazirlandi. Bu membran pre-
paratlan baglanma ¢alismalar1 yapilana kadar (2—3 giin siireyle) —20°C'de saklan-
dilar.

*H FNZ baglanmas:: *H FNZ baglanmasi Regan ve arkadaglarinn ° kullan-
diklar1 yontem esas alinarak asagidaki sekilde yapilmistir. Derin dondurucuda sak-
lanan membran preparatlar baglanma oncesi 18—20 dakikalik siire buzdolabmda
tutularak erimeleri saglandi. Takiben, her beyin membran preparatindan 12 tiipe
(6'sar tiipliik 2 seri) 200'er ul konuldu. Serilerden birisine yiiksek konsantrasyonda
(10~5M) radyoaktif olmayan diezepam konularak biitiin benzodiazepin baglanma
yerleri iggal edildi. Bu seri tiipler non-spesifik *H FNZ baglanmasinin saptanmasi
icin kullanlmstir. Ikinei seri tiiplere ise diezepam ekienmemistir. *H FNZ 6 degi-
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sik konsantrasyonda tiiplere eklenilmigtir. Tiiplerdeki son inkiibasyon hacmi 250 ul
ve °H FNZ'm konsantrasyonlanda diigiikten yukari dogru logaritmik olarak artarak
107'% 8.2 x 1077, 107%, 3.2 x 107%, 107® ve 1.6 x 10~® Molar olacak gekilde
ayarlanmigtir. Radyoaktif FNZ eklenmis her 2 seri tiip 60 dakika siire ile 0°C da
inkiibe edilmigtir. Takiben inkiibasyon ortamu Ozel filirelerden (Whatman Glass
fiber, GF/B, 2.4 cm) 6zel cihaz (Millipore, Manifold) aracilifile ve vakum (Millipore)
altinda siiziilmiiglerdir. Filtreler, siiratle sofutulmug Tris—HCI tamponu ile (3 ml ve
3 kez) yikanmiglardrr. Bu filtrelerin yapisi membran partikiillerinin siiziiliip gitme-
sine imk#n vermediginden membran partikiilleri ve bunlara baglanmig olan *H-FNZ
filtrelere takili kalmaktadir. Bagh olmayan serbest > H FNZ ise vakum altinda siiziil-
mekte ve atilmaktadir. Filtreler, sizme cihazindan alinarak radyoaktif sayim gigele-
rine konmus ve radyoaktivite 3 ml toluen'e dayal (1 litre toluen 4 gram PPO ve
100 mg POPOP) saymm ortam icinde olcilmiigtiir (Packarda, Tri Carp 3395 Liquid
Scintillation Spectrometer).

Degerlendirmeler: Radyoaktiviteleri dl¢iilerek membranlara baglanmalar sap-
tandiktan sonra *H FNZ'n degisik 6 konsantrasyonuna kars: elde edilen spesifik
(benzodiazepin reseptorlerine) baglanma oranlari, toplam baglanmadan her kon-
santrasyondaki non-spesifik baglanma (reseptdr digmdaki makromolekiiller, memb-
ran parcalan, vs.) ¢ikarilarak, hesaplanmistir, Degerler konsantrasyon —baglanma ' °
ve Scathard egrileri !! cizilerek analiz edilmigtir. Hesaplamalarda ve istatistiki de-
gerlendirmelerde Hewlett-Packard hesap makinas: (HP 9810A) ve manyetik kartlara
gecirilmis hazir programlar (HP STAT PAC Vol 1, I—1 ve V—6) kullanilmistir.

BULGULAR

Maksimum baglanma yerlerinin gelisimi: Scathard analizinden '' yararlam-

larak elde edilen degerler Tablo: I de gosterilmigtir.

Tablo: I
3H FNZ Max Baglanma Yerleri Degerleri
Giin Max Baglanma %Plarak-
(p.mol/g. doku) Degiskenlik

0 46 ¥ 1.2 100

1 49 + 1.0 107

3 556 F 0.9 120

5 116 ¥ 1.1 252
10 14.0'+ 1.8 304
21 15.6 ¥ 3.1 339

E 224 F 2.7 487




Maksimal baglanma p.mol/g. doku olarak ele alindiginda en biiyiik farklilik 0
ve 5'ci giinler arasmnda gorilmektedir (p < 0.001). 0—1, 0—3 giinleri arasinda hafif
bir artma gozlenmekle beraber anlamh bir farklilik bulunamamstir. 3 ve 5 giinler
arasinda cok anlamli bir farkhlik bulunmustur (p < 0.01). Besinci giinden itibaren
maksimal *H FNZ baglanmasinda artis devam etmistir. Fakat bu artis 3—5 giinler
arasindaki anlamlihiga ulagamamigtir.

Depisiklik yiizde olarak incelendiginde 0'ci giin degeri yiiz kabul edilerek,
artma iigiincii giinde % 120, besinci giinde % 252, 21. giinde % 339 ve erigkin si¢an-
da % 487 olarak bulunmustur. Bulgulanimiz maksimal baglanma yerlerinin geligimi
goze alindifinda 21 giinde erigkin sican degerlerine ¢ok yaklagtig: gorilmektedir.
Erigkin sicanmin maksimal baglama degeri % 100 kabul edildiginde 0'c1 giinde % 25,
5. giin % 50, 10. giin % 60, 21. giin % 70 olarak bulunmustur. *H FNZ maksimal
baglanma yerleri scatchard analizi ile hazirlanan sekilde daha agik olarak goriilmek-
tedir (Sekil 1). 3

Nonspesifik ve Spesifik Baglanma:

3H FNZ'nin beyin dokusuna nonspesifik baglanmasi, *H FNZ'in konsantras-

yonu ile orantil olarak lineer bir artis gostermigtir. Buna ait degerler Tablo: II de
gosterilmistir.

Tablo: 11
Nonspesifik Baglanma (p.mol/g.doku)
*H FNZ Konsentrasyonu Giinler

(M) 0 1 3 5 10 21 E
0.1x1078 0.11 | 0.15| 0.17| 0.15 | 0.14 | 0.15 | 0.14
0.3.2x107% 0.13 | 0.14| 0.18| 0.19 | 0.18 | 0.17 | 0.14
1.0x 1078 0.19 | 0.22| 0.21| 0.23 | 0.20 | 0.30 | 0.52
32x107° 0.73 | 0.51 | 0.50| 0.68 | 0.72 | 1.10 | 1.23
10x 1078 1.01 | 1.28 | 1.53| 1.62 | 1.17 | 1.88 | 1.47
16x 1078 2.35| 1.74| 2.51| 2.50 | 2.23 | 3.29 | 2.30

Sekil 2 de goniildiigii gibi non. spesifik baglantmin konsantrasyonla iligkili
sekilde lineer olarak artmasina kargin, spesifik baglanma yiiksek afiniteli ve kolay-
ca doyurulabilir oldugunu gosteren tipik parabolik bir egri 6zelligi gostermektedir.
Biitiin yas gruplarinda konsantrasyona bagh nonspesifik baglanma az cok sabit de-
gerlerdedir. Spesifik baglanma ise yaslara gore degismekte ve ilk 10 giin icinde 3—4
kat artmaktadir.

3H FNZ Baglanmasimnin Kinetiginde Yasla Degisiklikler:

Reseptorlerin saysinda yasla gonilen artiglar yaninda, reseptorlerin ilac karsi-
sindaki davramslarinda bir degisiklik olup olmadig: arastinlmistir. Sekil 3 de de
gonildiigii gibi konsantrasyon baglanma egrileri birbirine paraleldir. Sekilleri birbi-
rine ¢ok benzerdir. Baglanma kinetigi yOniinden 6nemli bir deger olan pD, ler he-

saplanildifinda yas gruplan arasindaki degisiklikler cok simirli ve istatistiki olarak
farkl degildir (Tablo: III).
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Tablo: III
*H FNZ'in Yaslara Gore pD, Degerleri

Giin pD,*
0 893 ¥ 0.18
1 8.85 ¥ 0.05
893 + 0.07
8.87 + 0.07
10 871 ¥ 0.11
21 8.66 ¥ 0.09

(*) pD, degeri: % 50 baglanma yapan
3H FNZ konsantrasyonun Flogarit-
masidir.

TARTISMA

Elde edilen sonuclar *H FNZ reseptor baglama yerlerinin dogumda da mev-
cut oldugunu ve erigkinin % 25 oraminda bulundugunu gostermistir. Bu bulgumuz
literatiirde bildirilen degerlerle uygunluk gostermektedir. Braestrup ve Nielsen 2
bu oram % 35 olarak bildirilmektedir. Gallager ve arkadaslar1 ' ® bizim bulgulari-
miza cok yakin olan % 26 sonucunu bildirmislerdir. Sicanlarda yapilan bu ¢alisma-
lardan baska, farelerde yapilan bir calismada ? ilk giinde saptanan spesifik reseptor
sayis1 erigkinin % 23 olarak bildirilmistir. Spesifik *H FNZ baglanmas: yerlerinin
dogustan itibaren biiyiik oranda var olmasi bagka reseptor ¢aligmalan ile kargilasti-
rildiginda oldukea ilging gorilmektedir. Ornegin f—adrenerjik reseptorer '* mus-
karinik reseptorer ' ° ve GABA reseptorleri '® yeni dogmus sicanlarda yok dene-
cek kadar az bulunmuslardr.

Maksimal baglanma kapasitesi bulgularimiza gore ilk ii¢ giin artis gostermekle
beraber, besinci giinde birden bire ¢ok anlaml bir artis gostermistir. Uciineii giinde
5.5 ¥ 0.9 p.mol/g doku olan bu deger besinci giinde 11.6 + 1.1 ulagmig ve erigkin
degerin % 50'sine erigmistir. Regan ve arkadaslar1 ° da post partum ikinci haftaya
kadarki donemde ani artisa dikkati cekmiglerdir. Bu arastiricilara gore de daha son-
ra artig da bir yavaglama olmaktadir. Nitekim bizim degerlerimizde 5. giinden sonra
istatistiksel bir farkhilik gostermemisgtir. Braestrup ve arkadaslan ' ? sican beyninde
benzodiazepin reseptdr sayisinin 21. giinde erigkininkine ulastifim bildirmektedir-
ler. Biz de bu oran erigkinin % 70 olarak bulunmustur. Bu farkhlifin yontemden
kaynaklanmasi olasiigi vardir. Biz cahismamizda *H FNZ kullandik. Ad1 gecen
arastincilar *H Diazepam kullanmislardir. Bunun yaninda, biz cahlsmamizda deger-
leri gram/yas beyin dokusuna gore verdik ve tiim homejenat: kullandik. Gram /pro-
tein iizerinden yapilan hesaplamalarda madde kaybi olmaktadir. Doku tartmanm,
protein miktarinm hesaplanmasindan daha saglikh oldugu ve beynin biiyiime siireci
icinde artan doku miktarindan otiirii bu tip hesaplamalarda hata paymnin daha yiik-
sek olabilecegi bildirilmistir °.
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Benzodiazepin reseptorlerinin yiiksek afiniteli, doyurulabilir spesifik reseptor-
ler olduklar gosterilmistir *+*+'7. Bizim bulgularimizda aym durum teyid etmek-
tedir. Her konsantrasyonda bu reseptorler aym davramisi gostermiglerdir. Biitiin ba-
lanma yerleri *H FNZ ile isgal edildikten sonra baglanma egrisi yataylagmaktadir.
Bu durum her yas grubu sican i¢in aym sekilde gozlenmistir. Yani, yasla ilgili ola-
rak reseptorlerin doyurucu olabilirlilik vasiflar1 degismemistir. Nonspesifik baglan-
ma ortamda mevcut protein miktar arttikga artmus ve lineer bir grafik ¢izmistir.
Amnagtmeilar spesifik benzodiazepin reseptorlerinin, benzodiazepin tiirevi ilaclarin
antikonvulzan etkilerinin ortaya c¢ikmas: i¢in biitlin reseptorlerin % 25 —30'unun
isgal edilmesinin yeterli olabilecegini gostermiglerdir ' ®. Bu durum tiimii doyurula-
bilir olan spesifik benzodiazepin reseptorlerinin endojen bazi biyolojik aktif madde-
lerin baglanmalarn1 amaci ile membran da bulunduklarim gostermektedir. Nitekim
endojen kokenli ve benzodiazepin reseptorlerine baglanabilen maddelerin varliklar
gosterilmistir ' °.

Benzodiazepin reseptorlerinin ilaca afiniteleri pD, degerleri ile ifade edilerek
incelenmistir. *H FNZ'nin % 50 oraninda reseptdr saturasyonun konsantrasyonunu
ifade eden bu degerler yas gruplar arasinda bazi anlamsiz farkhliklar gostermisler-
dir. Yagla orantili olarak reseptoriin benzodiazepine kars affinitesinin degistigi gek-
linde yorumlanabilecek bu durum bu ¢ahisma ile agikhfa kavusturulamamisgtir. An-
cak literatiirde de birbiri ile celisen yaymnlar vardir. Bazi aragtiricilar yasla orantili
olarak affinitenin arttigm *+° ve bunun bazi endojen ligandlarin gelisimi ve memb-
ran yikama teknigi ile ilgili oldugunu ileri sirmektedirler. Regan ve arkadaslan °
meveut bulunan bu degisikligin ¢ok diisiik oldugunu 6nem tagimadigim bildirmek-
tedirler.

Sonug olarak sunlar sdylenebilir:

Benzodiazepin reseptorlerinin gelisimi biiyiime fizyolojisi ile dogrudan ilgili-
dir. Bu bakimdan bu reseptorler diger tranismitter reseptérlerden ayrilmaktadumlar.
Benzodiazepinlere 6zgii spesifik baglant: yerleri vardir. Gelisme siireci i¢inde ilaca
affiniteleri yoniinden yapisal degisiklik gegirdikleri izlenimin alinmakta ancak bu
durumun acgiklifa kavusturulmas: ek aragtirmalan gerektirmektedir. Benzodiazepin
reseptorlerinin baslica niteliklerinin acikhifa cikmasmi saglayacak ¢aligmalar,
santral sinir sisteminin hastaliklarinda fonksiyon bozuklugunun biosimik nedenini
ortaya ¢ikabilecegini diisiindiirmektedir. Gelismenin ve biiyiimenin en hizh oldugu,
ozellikle beyin dokusunun hizla degisime ugradig1 pre, peri ve postnatal donemler-
de, hipoksi, stress enfeksiyonlar ve ilac alimminin benzodiazepin reseptorleri
iizerine olan etkilerinin arastirilmasimin ¢ok yararh olacagi kamsina varilmisgtir.
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