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Ozet: Biyolojik sistemlerin isleyisinde ve patolojisinde reseptorler dnemlidir. Belirtilen nedenle reseptér ve reseptér alt
tiplerini tanimlama, anatomik dagihmlari, hastalik durumundaki sikhdi, reseptorlere 6zgi ligand gelistirme, gelistirilen
ligandlarin farmakokinetik ve farmakodinamik ¢aligmalarinin yapilmasi gibi birgok alanda resept6r analiz yontemlerine
ihtiyag bulunmaktadir. Reseptdr analizinde yeni yéntemlerin gelistiriimesi ile ligandi belli olmayan “yetim” reseptorlerin
kesfi ve hastaliklarla baglantilarinin incelenmesi kolaylagsacaktir. Reseptor analizlerinde en yaygin kullanilan yéntemler-
den birisi radyoligand baglanma deneyleridir. Bu derlemede, radyoligand badlanma deneyinin prensibi, teknigi, kulla-
nim alanlari, reseptore 6zgl ligand gelistiriimesindeki rold, gelistirilen ligandlarin farmakokinetik galismalarinda kullani-
mi, biyolojik ve patolojik mekanizmalarin anlagiimasindaki roli ve diger reseptdr analiz yontemlerine gére avantajlari ve
dezavantajlari hakkinda genel bilgi verilmistir.

Anahtar kelimeler: Ligand, radyoligand, reseptor

Radioligand Binding Assays in Receptor Analysis

Summary: Receptors are important in function and pathology of biological systems. In this regard, a number of recep-
tor assay methods are needed such as identification of receptor and receptor subtypes, anatomical distributions, the
frequency disease state frequency, development of receptor specific ligands, pharmacokinetic and pharmacodynamic
studies of the ligands. Development of new methods in receptor analysis will facilitate the discovery of "orphan" recep-
tors and examination of relation between these receptors and diseases. One of the methods widely used in receptor
analysis is radioligand binding assays. In this review, general information about the principle of radioligand binding
assay, uses, role of it in development of ligand specific to the receptor, the use of ligands developed in pharmacokine-
tic studies, role of it in understanding of biological and pathological mechanisms and the advantages and disadvanta-
ges of it to other receptor analysis methods will be given.
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Giris

Genel olarak ilaglarin canli yapilardaki etkilerini
kendilerine 6zel bazi noktalara baglanarak veya
buralar etkileyerek olusturduklari kabul edil-

zenleyici ligandlar igin reseptor gorevi yapar. Bu
tur fizyolojik reseptorlerin iglevi, uygun igsel li-
gandi bagladiktan sonra yanit olarak diizenleyi-
ci sinyali hedef hucre igine yaymaktir. Proteinler

mektedir. ilaglarin viicutta etkilesme gdsterdikle-
ri bu hiicresel makromolekller yapilara genel
anlamda reseptor adi verilir; bunlar hicrenin ve
dolayisiyla canlinin hayatini devam ettirebilmesi
bakimindan hayati 6nem tasir (3,13).

ilac reseptorlerinin yapisal ve sayisal bakimdan
en 6nemli sinifini hiicresel proteinler olusturur.
Bu hucresel proteinler hormonlar, biyime fak-
torleri, gevirim faktorleri, sinirsel aracilari, meta-
bolizma ya da dizenleme yollarinin enzimleri,
tasima sureclerine katilan proteinler, salgi gli-
koproteinleri ve yapisal proteinler gibi i¢sel di-
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disinda, cevap olusturmada diger hiicresel bile-
senlerin spesifik baglama 6zelliklerinden de ya-
rarlanilabilmektedir. Bu baglamda nikleik asitler
ozellikle kanser tedavisinde kullanilan ilaglar igin
onemli nukleer ilag reseptdrleridir(3).

Reseptor proteinleri, periferal membran protein-
leri, transmembran proteinleri veya nukleer re-
septorler seklindedir. Periferal membran prote-
inleri sadece iligkili oldugu biyolojik membrana
gegici olarak yapisan (ylizeye gevsek baglanan)
zar proteinleridir. Bu proteinler kendilerine bag-
lanan ligandin hicre igine alinabilmesi igin ta-
nimlayici gorev Ustlenir. Transmembran resep-
térler hicre zarinin iginde gémulidir, bdylece
disaridan bir ligandin baglanmasi, hicrenin igi-
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ne dogru sinyal transdiksiyon yolunun etkinles-
mesini saglar (6,23). Nukleer reseptorler ise
hicre ¢ekirdeginde bulunur. Nikleer reseptorler
ailesinde yer alan steroid hormon reseptorleri
surekli hicre ¢ekirdegine gidip gelen proteinler-
dir; ligandin varligi ve tipine bagl olarak, farkli
subsellller yerlesme gosterirler; ligandh ve li-
gandsiz Ostrojenler ve progesteron reseptorleri
blylk c¢ogunlukla nUkleer, mineralokortikoid
reseptorler kismen sitoplazmik ve nukleer, li-
gandsiz glukokortikoidler ve androjen reseptor-
ler codunlukla sitoplazmada yerlesmistir. Gluko-
kortikoid ve androjen reseptoérler sadece hormo-
na baglandiktan sonra nikleusa tam olarak ge-
cebilirler (8). Steroid hormonlar reseptoérlerine
baglaninca, aktive edilmis reseptér DNA’daki
bazi 6zel dizilere baglanir ve bu yolla transkrip-
siyonun hizini degistirirler (3,6,32).

Reseptdr varliginin ortaya konmasinda in vitro-
ve in vivo uygulanan farkli metodlar s6z konusu-
dur (2, 28). Reseptdr tanimlanmasinda en yay-
gin kullanilan yéntemlerin basinda Radyoligand
baglanma deneyleri gelmektedir. Teknolojik ge-
lismeler, medikal olarak dnemli proteinlerin ge-
nis ¢apta gortnir hale gelmesini, hatta i¢ bo-
yutlu goruntisinin elde edilmesini saglamistir.
Yapisal biyolojideki gelismeler, dzellikle nikleer
manyetik rezonans spektrofotometresinde, ro-
botik kristallenme, kriyojenik kristal yapilabilme-
si, X 1sInl kristalografi ve yuksek hizli program-
lama, protein yapisini belirlemeyi kolaylastirmis-
tir. Reseptdr analiz ydntemlerinin etkili kullanil-
masi ile iyi bir sekilde valide edilmis hedef yapi-
lar yeni ilag gelistirme, fizyolojik ve patolojik me-
kanizmalarin anasiimasinda yonlendirici olabil-
mektedir (7,29).

Reseptor-ligandile ilgili kavramlar

Hicresel makromolekdullerin gogunun (6rnegin,
antikorlar, enzimler, reseptor proteinler, nikleik
asitler vb) meydana getirdikleri biyolojik islevler
ligand adi verilen 6zgul molekullerle etkilesimle-
rinin bir sonucudur. Biyokimyada ligand, bir bi-
yomolekule baglanarak kompleks olusturan bir
bilesik anlaminda kullanilir. Ligandin baglanma
egilimi veya giiciine de “afinite” denir (26). int-
rinsik aktivite veya efikasite maksimum bir fonsi-
yonel yaniti olusturabilmede ilag reseptdr bilesi-
ginin nispi yetenegini ifade eder. Diger bir ifade
ile ne kadar "iyi" bir agonist ila¢g oldugunu anla-
tir. Bu tanimin afiniteden ayrilmasi gerekir; afini-
te, ilacin molekiler hedefine baglanmasindaki
yetenegidir (24). Reseptorlere baglanabilen ve
icsel uyarici bilesiklerin duzenleyici etkilerini
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taklit eden ilaglara agonist (kannabinoid resep-
tér 2 agonisti JWH-133 gibi) denir. Tek baslari-
na uyarici etkileri olmadigi halde bir agonistin
etkisini engelleyerek istenen etkileri olusturabi-
len bu tur bilesiklere de antagonist (kannabinoid
reseptdr 1 ve 2 antagonisti kannabidiol gibi) de-
nir (15,28).

Radyoligand baglanma deneylerinin tanimi
ve uygulama alanlar

Sitokimyasal metotlarin en 6énemlisi maddelerin
radyoizotoplarla isaretlenmesidir. isaretli madde
(markir) hicre veya doku igine verilir ve sonra
fotografla yerleri tespit edilir. Radyoaktif madde-
lerin yayilimindan olusan isinlar, nikleer emil-
siyon veya rontgen filmi Gzerinde gorinti olus-
tururlar. Alternatif olarak, sintilasyon gaz dedek-
toérlerinin son zamanlarda gelistiriimesiyle oto-
radyografide dijital gorinti elde edilebilir hale
gelmistir (1).

Radyoligand, reseptér, tasiyici, enzim veya her-
hangi bir proteine baglanabilen radyoizotopla
isaretlenmis bir bilegiktir. Baglanmanin gicu ve
orani, baglanma alanlarinin sayisi, ilaglarin afi-
nitesi ve ¢esitli ilaglarin kesfi icin bilgi saglar.
Radyoligand baglanma deneyleri yapilmasi ko-
laydir ve birgok alanda yararh bilgi saglayabilir.
Fakat bircok arastirmaci radyoligand baglanma
bilgilerini yorumlama agsamasinda zorlanir (18).
Radyoligand baglama, reseptér tanimlama ve
onlarin anatomik dagihmini belirlemek icin genis
capta kullanilir. Ozellikle G-protein aracil resep-
torlerin (GPCRs) analizinde kullaniimaktadir
(4,5). Birgok dnemli fizyolojik suregleri yonlendi-
ren ve tum ilaglarin yaklasik %50’sine hedef
olan 200'den fazla reseptér bu familya igerisine
girer. Yaklasik 160 belki de daha fazla yetim
GPCRs insan genomunda bulundugu ve
GPCR’nin karakteristik mRNA dizilerinin oldugu,
fakat i¢ ligandlarinin hala isimlendirilmedigi bilin-
mektedir. Bu reseptorlerin godu hiicre hatlarin-
da yapay olarak eksprese edilmistir. Bu hicre
hatlarinda bu reseptoére baglanan ligandlar tes-
pit edilerek 45’den fazla reseptdérin yetim ol-
maktan kurtariimasi saglanmistir. Bu igsel li-
gandlarin neredeyse vyarisinin peptid oldugu
anlasiimistir. Geriye kalan isimlendiriimemis
yetim reseptorlerin yaklasik 70 kadari peptidik
bir liganda sahip olabilecegi dusunulmektedir
(5,30).

Ligandin radyoisaretli analogunun sentezini ta-
kiben, radyoligand baglanma deneyleri ile re-
septdrld tanimlayan farmakolojik kriterler (ismi,
expresyon yeri, doyurulabilirlik, sipesifite ve afi-
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nite vb.) saptanabilir. Bir doku veya hicrede
yeni bir reseptdrtn kesfi, olasi fonksiyonlari an-
lamada bir ipucu ve fonksiyonel deneylerin ta-
sarlanmasina kilavuzluk yapabilir. Yeni kesfedi-
len tasiyici sistemlerin bazilarinin karakteristik
Ozelligi olarak reseptdr yogunlugu nispeten du-
suk olabilir. Bu nedenle dokularda ¢alisilan ana-
tomik bolgeler sinirlandiriimalidir. Bu sekilde
otoradyografi ile goriintilenmesi kolaylasir. Tim
doku veya organlarin homojenatini kullanmak
ise incelemeyi zorlastirir hatta imkansizlastirir
(5).

ilag ve metabolitlerinin in vivo doku ve hiicresel
dagilmi hakkindaki bilgiler, ilaglarin etkileri ve
toksisitelerinin anlasiimasi bakimindan 6énemli-
dir. ilag hedefleri ve hedef biyoyararllik calig-
malar yuksek ¢6zunurltkli ve hassas metodlar
gerektirir. Bu metodlar arasinda en ¢ok kullani-
lanlardan birisi in vivo ve daha hassas inceleme
yapabilen mikrootoradyografi teknigidir. ilaglarin
ve toksisite etkilerinin tahmin ve etkinin meka-
nizmasi anlamak i¢in bu gibi metodlara ihtiyac
vardir. Bu yontemin temeli radyoligand baglan-
ma deneyleri ile aynidir. Reseptdr mikrootorad-
yografi doku butinlGgiand korur ve mikroskopik
bir goérintileme nicel analizler ve hedef alanin
karakterizasyonunu saglar (25). Yaygin olarak
kullanilan ADMET (Emilim, Dagilim, Metaboliz-
ma, Bosaltim ve Zehirlilik) prosedurleri, rad-
yoassay-HPLC ve whole-body otoradyografi ile
tanimlanamadan kalan bir¢ok hedef dokudaki
reseptdr, mikrootoradyografi ile kesfedilmis ve
karakterize edilmistir. Reseptdr mikrootoradyog-
rafi hassas bir ydntemdir. DUsUk dozlarda toksin
bilesiklerinin viicuda verilerek savunma meka-
nizmasinin uyariimasi ve harakete geciriimesini
saglayan “Hormesis” olarak bilinen ¢alismalarda
kullanilabilir. Ayrica, otoradyograf ve immunosi-
tokimya, radyo isaretli ilag ve antikor kombinas-
yonu reseptorlerin ve diger hicresel yapilarin
hedef karakterizasyonunda daha iyi sonuglar
verir. Mikrootoradyografi daha iyi detay ve ke-
sinlik ile dogrulayabilir ve dusuk hassasliktaki
yontemlerin tamamlayicisi olabilir, ADMET 6n-
gorulerinde hatalari azaltabilir. Tani araci olarak
gorev alir ve ilag arastirmalarinda ve gelistirme-
lerinde biyokimyasal, fonksiyonel ve kliniksel
olarak takibi yonetmede yardimci olabilir (25).
Bircok yetim GPCR reseptorleri icin ya dogal ya
da yapay ligandlarin bulunmasi hatiri sayilir bir
¢aba gerektirir. Bu gibi calismalarla histamin
reseptorleri igin iyi tanimlanmis farmakolojik
ligandlarin reseptor alt tipleri ortaya gikariimigtir.
Baska calismalarda da buna benzer bir¢ok ye-
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tim reseptér tanimlanmistir. Ornegin, GABA-B
reseptor, peptid reseptorlerle ilgili kalsitonin ge-
ni, amilin reseptér ve nikotinik reseptér gibi.
Ama asil heyecan verici ¢alismalar GPCR’nin
bir sinifi olan “Eser aminle iligkili reseptorler
(TAARSs)” lerin kesfidir. Bu reseptor sinifinda
bulunan prokinetik reseptoérleri ve ndéromedin
reseptorlerinin iki alt tipinin isimlendiriimesi aka-
demisyenlerin ve ilag sanayinin buydk ilgisini
cekmistir. Kesfedilen bu reseptorler, hiicre biyo-
lojisini ve hastaliklarin mekanizmalarini anlama-
da yardimci olmustur (30).

Bir dokuda reseptor sayisi, i¢sel ligandlarin mik-
tarina bagli olarak degisebileceginden reseptor-
lerin yogunlugu sabit olmayabilir. G protein ara-
cih reseptdr sisteminde, i¢sel ligandlarda mey-
dana gelen bir ylikselmeye karsilik dengenin
saglanmasi igin reseptdr sayisinda bir disme
(down regtlasyona) goérilebilir. Buda fonksiyo-
nel cevapta bir gerilemeyle sonuglanir. Alternatif
olarak, i¢ ligandlarin diguk seviyede olmasi kar-
sihik dengenin saglanmasi icin reseptér miktari
upregllasyona ugrayabilir. Ligand baglanma ile
bu gibi degisimlerin 6lcimi, son zamanlarda
kesfedilmis bir reseptor sistemini hastalik sireg-
leriyle iligskilendirmek igin ipuglari saglayabilir ve
baska buluslar igin dncliolabilir. Ornegin, insan
arteriosklerozunda  ['®I]-ghrelin  reseptorleri
o6nemli 6lclde upregilasyona ugrar (12).

insan ve hayvan hastaliklarinda, hastalik sireci
ve ila¢ uygulamalari sirasinda olusan bagdlanma
parametrelerindeki degisiklikler, hayvan model-
lerinde deneysel uygulamalar ile odlculebilir. Bu-
nun icin spesifik reseptorleri asiri eksprese
eden (overexpressed) veya hi¢ eksprese etme-
yen (knockout) transgenik hayvanlar kullanilr.
Gunimulzde, gelisimsel ve letal fenotiplerden
kaginmak icin hicre-spesifik knock-out hayvan-
lar Uretilmigtir (5).

Radyoaktif isaretli tamamlayici oligonukleotidler
veya ribonukleik asit “(riboprobes)” kullaniimasi
ile doku kesitlerinde RNA transkriptlerinin dagili-
minin goérintilenmesi in situ hibridizasyon yon-
temi olarak bilinir. Sirasiyla *H (timidin) ve *H
(uridin) ile isaretli DNA ve RNA’nin radyoaktif
prekursoérleri, hiicre déngusunin gesitli asama-
larinin  zamanlanmasini belirlemek igin canli
hlcrelere uygulanabilir (11). In situ hibridizas-
yon ve gercek zamanli PZR (PCR) gibi moleki-
ler teknikler, hicre ve dokularda yeni reseptor
veya reseptor alt tiplerini kodlayan mRNA’nin
varhdi konusunda kesin kanitlar saglayabilir.
Ancak, bu metodlar proteinin gergekten ekspre-
se edilip edilmedigiyle ilgili bir bilgi veremez.
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Reseptorler, yonlendirilmis antikorlar kullanila-
rak kendi aminoasit yapilariyla tanimlanabilirler
ve fonksiyonel calismalar affinitenin niceliksel
Olgiminu saglayabilir fakat ligand baglanma
¢alismalarinda 6nemli bir parametre olan resep-
tor yogunlugunu (Bnax) 6lcemez. Bir reseptérin
segiciligi, translasyon sonrasi degisim, diger
reseptorin varli§i veya bagka bir proteinin varli-
di ile degisebilir. Bunlar hastalik durumumunda
degisebilir ve molekiler teknikler kullanarak bu
degisimler belirlenemez (5).

Ligand in vivo olarak verildiginde, hedef resep-
tordn bulundugu dokuya bilesigin girisinin orani
radyoisaretli ligandin ilk karsilasacagi engeldir.
ilacin hangi cesit glcle baglandigi énemlidir
(iyonik, kovalent veya van der vals). Fizyolojik
kosullar altinda baglanir ve hizlica kirilir. Oz-
gunldk, ligand ve reseptérin tamamlayici yu-
zeylerinden kaynaklanir ve ligand baglanma

[Ligand.Reseptor]

Kismi Isgal = [Reseptdr]
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zamanda ayrismanin sayisl)
[Ligand.Reseptor].kora esittir. Bu denk-
lemde ko ayrisma hiz sabitidir ve birimi

min™ dir.

. Ayrismadan sonra reseptdr ve ligand ilk
halini alir.

. Ayrisma orani ile baglanma orani esit

hale geldiginde denge saglanir.
[Ligand].[Reseptdr].kon=[Ligand.Reseptor]. Ky

Denge ayrisma sabitesi anlamina da gelen Ky
reseptorlerin yarisini isgal eden ligandkonsant-
rasyonunu gosterir. Birimi mol/L veya molar
(M)ydir. Kiglk Ky degeri ligandin reseptore ilgi-
sinin fazla oldugunu, blyuk Ky degeri ise resep-
tore ligandin affinitesinin disuk oldugunu gdste-
rir. Denge ayrisma sabitesi olan Ky ile ayrisma
hiz sabiti olan kgbirbirinden farkhidir ve ayni
birimle ifade edilmezler.

[Ligand.Reseptor]
[Reseptor] + [Ligand.Reseptor]

[Ligand].[Reseptor]/ [Ligand.Reseptor]=Kos/ kon=Kg

deneyleri kullanilarak in vitro olarak bu etkilesim

Olgulebilir. Ligandlar bazi konsantrasyon oranla-

rinda bir hedef reseptdre segici olabilirler fakat

yuksek dozlarda diger reseptdrlere de baglana-
bilirler. Ligand ve reseptdr arasindaki etkilesim
ligand baglanma deneyleriyle dlgulebilir. Bu se-
kilde ligandin reseptore badlanma afinitesi-Ky4 ve
reseptorlerin maksimum yogunlugu- Bpaxgibi iki

Onemli parametre hesaplanabilir (4). Ligandin

reseptore baglanma afinitesi (Ky), ayni zamanda

ligandin denge ayrilma sabiti olarak da ifade

edilir (21).

Radyoligand baglanma deneyleri

Radyoligand baglanma deney analizlerinin ¢cogu

Kitle Haraket Kanunu olarak bilinen basit bir

modele dayanir (18).

Ligand+Reseptér = Ligand.Reseptor

Modele gore:

. Ligand ve reseptdr karsilastiginda yeterl
enerji ve dogru ybnelimle baglanma mey-
dana gelir. Baglanma hizi (Ligand).
(Receptor).Kon'a esittir. Bu denklemde
Kon, M'min” biriminde baglanma hiz
sabitidir.

. Baglanma meydana geldiginde, reseptor
ve ligand birbirine olan afinitesi oraninda
bir stire bagh kalir. Ayrilma hizi (her birim
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Kitle haraket kanunu ligand konsantrasyonu-
nun bir fonksiyonu olarak dengede kismi resep-
tér isgalini tahmin eder. Kismi isgal, liganda
baglanan reseptorlerin bolimunu ifade eder.
[Ligand]=0 oldugunda, isgal sifira esittir.
[Ligand] cok yuksek oldugunda (Kq'nin birkag
kati) kismi isgal 1.00’e yaklagir. [Ligand] miktar
yukseldikgce doygunluga yaklasim daha yavas-
lar. Ligand miktari Ky'sinin dort katina esit oldu-
gunda denge halinde reseptorlerin sadece ylz-
de 80’i isgal edilecektir. Ligand konsantrasyonu
K¢'nin dokuz katina esit oldugunda isgal ylizde
90’a yukselir. Denge halinde reseptorlerin ylzde
99'unu isgal etmek igin Kg'nin 99 katina esit
konsantrasyon alinmalidir (18).

Kitle Hakaret Kanununa Ozgii Varsayimlar:
Kitle hareket kanunu bir kanun olarak isimlendi-
riimesine ragmen, asagidaki varsayimlarin tze-
rine kurulmus basit bir modeldir:

. Tim reseptorler esit olarak ligandlara
erisebilir.

. Tam reseptoérler ya bosta (baglanmamisg)
ya da liganda baglidir.

o Model parsiyel baglanmanin herhangi bir
durumunu rededer.

o Ne ligand ne de reseptdr baglanma ile
farklilagir.
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o Baglanma déndsumludir.
Bu varsayimlarin olusmamasi durumunda, iki
secenek ile devam edilir. Birinci segenek daha
karmasik bir model olusturmaktir. Diger sece-
nek ise olagan yoldan bilgileri analiz etmektir
(14).
Radyoligand baglanma deneylerini gergeklesti-
rebilmek igin radyo isaretli ligandlar Gretiimesi
gerekmektedir. Reseptorleri karakterize etmede
kullanilan radyo isaretli ligandlar in vitro ortam-
da kullanilacak sekilde 1960’h yillarda Uretilmis-
tir. Bu ligandlar genellikle disik yogunlukta an-
cak yuksek aktiviteye sahip ligandlardir. Son
zamanlarda, pozitron veya tek foton emisyon
tomografi (SPECT) cihazlari icin gelistirilen rad-
yoligandlar insan ve hayvan reseptorlerinin in
vivo goruntilenmesini saglamaktadir (4). Her
zaman istenildigi kalitede radyoligand uretilmesi
bu deneylerin dogru sonu¢ vermesi bakimindan
onemlidir.

ideal olarak, radyoisaretleme igin ligand adayla-

ri agsagidaki 6zelliklere sahip olmaldir:

e  Yiksek afinite (Kp 1nM veya daha az) spe-
fisik olmayan baglanmadan cok spesifik
baglanma yapmali,

e  Dusuk spesifik olmayan baglanti yapmali,

. Dusuk reseptdr yodunlugunu belirlemek
icin yUksek spesifik aktivite sahip olmali,

. Reseptor 6zgunliga olmali,

Reseptorlerin in vivo olarak goruntilenmesi igin-

kullanilan radyo ligandlarin asagdidaki ek 6zellik-

lere sahip olmasi gerekir;

. Kan beyin bariyerinin radyoligandapermea-
bilitesi,

. Dusuk metabolizma orani,

. Dusuk toksisite (4),

Yuksek 6zgul aktiviteye ve safliga sahip radyo-

isaretli bilesikler reseptor otoradyografinin teme-

lunsurudur. Radyoligand baglanma calismala-
rinda bazi 6rnek radyoizotoplar:

. Tritium-igaretli bilegikler tercih edilir ve 6zel
bir sekilde isaretlenmelidir.

e "C-isaretli bilesikler reseptdr baglanma
¢alismalari igin uygunlugu azdir. Cunku
tritium-isaretli bilesiklerle kiyaslandiginda
oldukca dlUsiUk spesifik aktiviteye sahiptir-
ler. Ayrica, °H- ve "®l-isaretli bilesiklerden
daha dusik otoradyografik ¢ézinUrlik sag-
lar.

e '"PLjsaretli bilesikler kisa yari dmrii oldugu
icin uygundur. Cok yuksek spesifik aktivite
kisa maruz kalma zamani ile mimkdan olur.

Bunlarin disinda diger radyoizotoplar (**'I-, "N-
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isaretli gibi) da kullaniimistir; ancak, bunlarin
spesifik aktivite ve ¢ézinurliklerinde bazi kisit-
lamalar oldugu bildirilmigtir (25).

Rayoligand baglanma deneylerinde genellikle
doku homejenatindan kismi olarak arindiriimis
plazma membran boélimleri, reseptdr geni trans-
fekte edilmis hiicreler, taze olarak izole edilmis
veya Uretilmis hcreler gibi doku preparatlari
kullanilir. Ayrica, taze olarak dondurulmus doku
kesitleri kullanilabilir. Ozellikle doku kesitlerioto-
radyografi icin uygundur (5). In vivo ¢alismalar-
da fare, sigan yaygin olarak kullanilir. Radyoisa-
retli ilag verildikten sonra doku ornekleri kesile-
rek alinir ve 6zel dondurma teknikleri ile muha-
faza edilir (25).

Ug tip radyoligand baglanma deneyi vardir.

1. Doyurma baglanma deneyleri: Doyurma
baglanma deneyleri, reseptor sayisini ve affini-
tesini belirlemek icin denge halinde radyoligan-
din degisen konsantrasyonlarinda spesifik bag-
lanmay! olcer. Analiz inkubasyonun dengeye
ulagmasi varsayimina dayanir. Bu birkag daki-
kadan birka¢ saate varan siUrede gergeklesir.
Liganda, reseptore, isiya ve diger deneysel ko-
sullara baghdir. Kuguk dozdaki radyoligandin
dengeye ulagsmasi ¢ok zaman alir (12,18).
Ligand fizyolojik olarak ilgi duydugu reseptorle-
rin yanisira reseptoér olamayan bolgelerede bag-
lanabilir. Bir radyoligand deneyi gerceklestirilir-
ken hem toplam hemde nonspesifik baglanmayi
olcmek gerekir. Spesifik baglanma, toplam bag-
lanmadan nonspesifik baglanmay! c¢ikararak
hesaplanir (16,18).

TUm reseptorlere baglanan isaretlenmemis bile-
siklerin bir konsantrasyonunun varliginda radyo-
ligand baglanmayi 6lgerek nonspesifik baglan-
ma elde edilir. Tim reseptorler isaretienmemis
ilaglar tarafindan isgal edildigi icin radyoligand
sadece nonspesifik olarak baglanir (20).
isaretlenmemis ligand olarak, radyoligand ola-
rak kullanilan bilesigin aynisi ve isaretsiz olani
kullanilir. Birgok durumda, diger ilaglarin resep-
tére baglanmasi bilinmedidi icin bu gereklidir.
Fakat caligilan reseptdrlere baglandigi bilinen
standart bir ila¢ da nonspesifik baglanmayi be-
lirlemede kullanilabilir (18).

isaretlenmemis ilacin konsantrasyonu, neredey-
se tim sepesifik radyoligand baglanmayi onle-
yecek kadar kullaniimasi istenir. Fakat bunun
belirlenmesi zordur. lyi tanimlanmis bir reseptor
ile calisihyorsa, reseptorin Kqy'sinin yliz katina
esit miktarda isaretlenmemis bilesik kullanmak
pratik bir ydntemdir (18).
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2. Yanngsmali baglanma deneyleri: Yarigmali

baglanma deneyleri, farkli konsantrasyonlardaki

isaretlenmemis ligandin varhdinda tek isaretlen-
mis ligand konsantrasyonunun baglanmasini

Olger (12). Yarismali baglanma deneyleri:

e Bir deneyi dogrular. Fonksiyonel deneyler-
den bilinen ilaglarin etki glglerini yarigtirir.
Bu ilaglarin umulan etki glict veya en azin-
dan umulan gig¢ siralamasi ile baglandigini
gosterir, radyoligandin dogru reseptére bag-
lanip baglanmadidinin saptanmasinda yar-
dimci olur (18).

e lacin reseptdre baglanip baglanmadigini
belirler. Reseptdre baglanan ilaglari bulmak
icin binlerce bilesik goéruntulenebilir. Bu di-
ger goruntileme metodlarina goére kolay ve
hizhdir (16).

e Reseptorlere disik afinite gdsteren ilaglarin
etkilesimi arastirilabilir. Radyoligand baglan-
ma sadece yuksek afiniteye sahip radyoli-
gand oldugunda yararhdir (Kq< 100 nM).
Dusuk affiniteli bir ligand genellikle yiksek
ayrisma hiz sabitine sahiptir ve bu yizden
filtreler yikanirken reseptdre bagl kalmaya-
caktir. Eger dusuk afiniteli ligandlarla ¢ahg-
mak istenirse ligand isaretlenmemis bir ya-
rismaci olarak kullanilir.

e saretlenmis ve isaretlenmemis ligand olarak
ayni bilesik kullanilir ve reseptdr sayisi ve
afinitesi belirlenir (18).

3. Kinetik baglanma deneyleri

3.1. Ayrisma deneyleri: Bir ayrisma deneyi,

reseptdrden ayrilan radyoligand igin “ayrisma

hizi” ni 6lger (16). Ayrisma deneyleri:

e Ligand ve reseptdrin etkilesimini tam olarak
karakterize etmede kullanilir.

e Kitle haraket kanunu uygulanirigini dogru-
lamada kullantlir.

e Deneysel protokolu olusturmada yardimci
olur. Ayrismanin hizl olmasi durumunda,
ornek hizli bir sekilde yikanmali ve filtrelen-
melidir. Buna dikkat edilmemesi durumunda
ise 6nemli dlciide ayrisma meydana gelebi-
lir. Filtreyi yikamak i¢in kullanilan tamponun
Isisi dusuk olmasi tavsiye edilir. Ayrismanin
yavas oldugu durumda ise Ornekler yavas
bir sekilde filtrelenmelidir ve bu sekilde yika-
ma sirasinda meydana gelen ayrisma mini-
mum dizeye dusurilir (18).

Ayrisma hiz deneyini gergeklestirmek icin ilk

basta ligand ve reseptériin baglanmasina izin

verilir yani dengeye ulagsmasi saglanir. Bu nok-
tada radyoligand ve reseptdrin diger baglanma-
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lari engellenir. Ayrisma bagladiktan sonra re-

septdérden ligandin ne kadar hizda ayrildigini

saptamak ic¢in belirli zamanlarda &lgiim yapilr

(16,18).

3.2. Baglanma deneyleri:

Baglanma deneyleri:

e Baglanma hiz sabitesinin belirlemesinde kul-
lanilir.

o Reseptor ile ligand arasindaki etkilesimi ka-
rakterize etmede yararlidir.

e Doyurma ve yarisma deneylerinde dengeye
ulasmanin ne kadar sure alacagini belirme-
de de dnemlidir.

Calismada radyoligand eklenir ve cesitli zaman-
larda spesifik baglanma olgulur (14,18).
Radyoligand galismalari birgok reseptor karak-
terizasyonu ve ligand analizinde kullaniimistir.
Mussap ve ark. (19) kopeklerde idrar kesesi
kasinda takinin reseptorlerini radyoligand bag-
lanma deneyi ile karakterize etmislerdir. Bir di-
ger calismada, Tsukahara ve ark. (27) yohimbin
ile yaptiklari baglanma calismasinda képeklerin
serebral arterlerindeki a, adrenoreseptdrlerini
incelemisler ve serabral arterlerde iki farkli alttipi
(a-2n, 0-21) oldugunu bulmuslardir. Meini ve ark.
(17) bu metod ilekinin B, reseptdr farmakoloji-
sindehayvan turler arasindaki farkliliklari arastir-
miglardir. Buna benzer bir ¢alisma olarak Gei-
zen ve ark.(10), kdpeklerde ticagrelor, clopidog-
rel ve prasugrel (P2Yi, plateletlerin yuzinde
bulunan protein; reseptdr antagonisti; plateletle-
rin toplanmasini saglar) maddelerinin affiniteleri-
ni radyoligand baglanma deneyi ile kargilastir-
miglardir.

Yoshino-Furukawa ve ark. (31) ndrokinin-1 (NK

(1)) reseptor antagonisti FK886’in farmakolojik

Ozelliklerini insan NK(1) reseptorleri eksprese

eden c¢in hamster ovaryum hucrelerinde calis-

mislardir. Fishback ve ark. (9) o4 reseptor icin in
vivo ve in vitro olarak kullanilabilecek bir ligand
gelistirmis ve bu ligandin incelemesini radyoli-
gand baglanma denemeleri ile yapmislardir.

Baska bir calismada, képek P2RX7 reseptorleri-

nininsan ve sican P2RX7 reseptorlerine benzer-

likleri arastinlmistir. Bu ¢alismada, kopek

P2RX7 reseptdlerine affinite duyan bir antago-

nistradyoligand kullaniimistir. Calisma sonucla-

rina gore, arastirmacilar insan yerine kdpegin
bu antagonistin toksikolojik degerlendirme calis-
malarinda  kullanilabilecegini  saptamiglardir

(22).
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Sonug
Transmembran reseptérleri tzerine yapilan ¢a-
lismalarda radyoligand baglanma deneyleri ol-
dukga fazla kullaniimaktadir. Ancak, bir resepto-
rin analizinde kullanilacak yéntemler o resepto-
rin gesidine goére degisiklik gdsterebildigi gibi,
gorintileme kalitesi, hedef noktanin konumu,
guvenilirligi, hassasiyeti, maliyet ve laboratuvar
olanaklari gibi faktérlerde ydntemin o6nceligini
degistirebilir. Ginimuizde radyoligand baglan-
ma deneyleri ile yeni reseptdr ve reseptér alt
tipleri kesfedilebilir, bunlar igin ligand geligtirile-
bilir ve ligandin karekterizasyon ¢alismalar ya-
pilabilir. Hastalik ile reseptér etkilesimi arastiri-
labilir. Dolayisi ile uzun zamandir kullanilan li-
gand baglanma deneyleri halen popilaritesini
kaybetmemigtir. Son yillarda bilgisayar destekli
radyoligand goérintileme sistemlerinin gelistiril-
mesiyle daha saglikh ve kaliteli reseptdr gorun-
tilemelerin elde edilebilirligi, pek ¢ok biyolojik
sistemin ¢dzllmesinde bilim insanlarina blyik
katki saglayacaktir.
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