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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

CTP: Sitidin trifosfat

CTPS: Sitidin trifosfat sentaz

UTP: Urasil trifosfat

ATP: Adenozin trifosfat

ADP: Adenozin difosfat

UDP: Urasil difosfat

P2X: Piirinerjik 2X reseptorleri
P2Y: Piirinerjik 2Y reseptorleri
GTP: Guanin trifosfat

ITP: Inozin trifosfat
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OZET

Sitidin 5' Trifosfat'in I"Jrogenital, Gastrointestinal, Solunum

Sistem Diiz Kaslar1 Uzerindeki Etkileri

Bu calismada sitidin trifosfat (CTP)"in sican gastrik fundusu, mesanesi ve
trakeasinin reaktivitesi (kasilma/gevseme gibi) iizerine etkilerinin ve bu etkilere
aracilk eden piirinerjik reseptor alt tiplerinin arastirilmasi amaclanmstir.
Cahsmamizda dogal bir niikleotid olan CTP'nin gastrik fundus, mesane ve trakea
dokular iizerinde sadece kasilma etkilerinin degil aym zamanda dokularda
karbakol ile olusturulmus yiiksek tonustaki gevseme etkilerinin de hangi
piirinerjik reseptor alt tipleri aracihigiyla gerceklestirildigi arastirilmistir. Bu
amacla CTP'nin gastrik fundus, mesane ve trakea dokular iizerindeki bu etkileri,
P1 reseptor antagonisti 8-(siilfo) fenil teofilin (8-sSPT, 2x10™ M), non-selektif P2
reseptéor antagonisti suramin (2x10™* M), P2Y reseptor antagonisti reactive blue 2
(RB-2, 3x10™ M), P2X; reseptor antagonisti NF 449 (2x10®° M), P2Xs reseptor
antagonisti NF 110 (2x10™ M) ve P2X; reseptor antagonisti brilliant normal blue G
(BBG, 2x10™ M) varhgnda ve yoklugunda incelenmistir. CTP normal tansiyonda
bulunan gastrik fundus, mesane ve trakea dokularinda konsantrasyon bagimh
kasilmalar olusturmustur. Ancak kullanilan hi¢bir purinerjik reseptor antagonisti
tarafindan trakea kasilma cevaplar degistirilmemistir. Gastrik fundusta kasilma
cevaplar1 suramin, 8-sPT, RB-2 ve NF449 tarafindan baskilanirken, BBG ve
NF110 degistirmemistir. Mesane kasilmalari ise suramin, RB-2 ve NF449
tarafindan baskillanmis buna karsi 8-sPT, NF110 ve BBG cevaplarda anlamh
degisikliklere neden olmamustir. Karbakol ile on kastirilmis mesane, trakea ve
gastrik fundus dokularinda CTP ile olusturulan gevseme yanitlari, kullamilan
antagonistler tarafindan degistirilmemistir.

Sonu¢ olarak CTP s6z konusu dokulardaki reaktivasyona aracilik eden bir
mediator olarak karsimiza ¢ikmaktadir. CTP ile olusturulan kasilmalar sirasiyla
en fazla mesane > gastrik fundus > trakea seklinde ifade edilebilir. Bu kasilmaya
aracilik eden reseptorler, gastrik fundusda; P1, P2X, P2Y ve P2X1, mesanede;
P2X, P2Y, P2X1 reseptorleridir. Trakeada ise CTP'nin olusturdugu reaktivasyona
bu piirinerjik reseptorler disinda baska reseptorlerin aracihk edebilecegi
diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: CTP, gastrik fundus, trakea, mesane, 8-sPT, suramin, NF 110,
NF 449, BBG, RB-2
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ABSTRACT

Effects of Cytidine 5'triphosphate on Urogenital, Gastrointestinal,
Respiratory System Smooth Muscles

This study aimed to investigate the effects of the cytidine triphosphate on the
reactivity of the rat gastric fundus, bladder and trachea and to explore purinergic
receptor subtypes mediating these effects. In our study not only contractile effects
of CTP which is an endogenous nucleotide on the rat gastric fundus, bladder and
trachea investigated, but also we examined which receptor subtypes involved in the
relaxant effects of CTP on the tissues precontracted with carbachol. For that
purpose, effects of the CTP on gastric fundus, urinary bladder and tracheal tissues
in the absence or presence of the P1 receptor antagonist 8-(sulpho) phenyl
theophylline (8-sPT, 2x10-4 M), non-selective P2 receptor antagonist suramin
(2x10-4 M), P2Y receptor antagonist reactive blue 2 (RB-2, 3x10-5 M), P2X1
receptor antagonist NF 449 (2x10-5 M), P2X3 receptor antagonist NF 110 (2x10-5
M) and the normal P2X7 receptor antagonist Brilliant Blue G (BBG, 2x10-5 M)
were examined. CTP produced concentration dependent contractions on the
gastric fundus, bladder and tracheal tissues. However, any antagonists did not
change the tracheal responses. In the gastric fundus tissue contractions supressed
by suramin, 8-sPT, RB-2 and NF449 while NF110 and BBG did not alter the
answers. Contractions of the bladder were supressed by suramin, RB-2 and
NF449;whereas, 8-sPT, NF110 and BBG did not cause significant changes in
responses. The CTP relaxation responses to carbachol precontracted bladder,
trachea and gastric fundus tissues were not changed by the antagonists that were
used.

In conclusion, CTP appears as a mediator which mediating the reactivation
in these tissues. This power ranking among the tissues, gastric fundus> bladder> is
the trachea. The receptors that mediate contraction of gastric fundus P1, P2X, P2Y
and P2X1 and of bladder P2X, P2Y, P2X1 receptors. On the other hand, it has
been suggested that another receptors apart from the purinergic receptors
mediated to the reactivation produced by CTP in the trachea

Key Words: CTP, gastric fundus, trachea, bladder, 8-sPT, suramin, NF 110, NF
449, BBG, RB-2
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1. GIRIS

Sitidin trifosfat (cytidine 5'-triphosphate, CTP), sitozolik sitidin trifosfat sentaz
(CTPS) enzimi tarafindan kataliz edilerek urasil trifosfattan (UTP) sentezlenen dogal bir
niikleotiddir. CTPS, amin donérii olarak ¢alisan glutamini kullanarak UTP’den CTP
olusumunu kataliz eder. Adenozin trifosfat (ATP) bu reaksiyonda fosfat vericisi olarak
rol alir. Dogal niikleotid trifosfatlar arasinda bulunan sitidin trifosfat (CTP), RNA
sentezi igin gerekli olup bazi tepkimelerde rol alir ve icerdigi fosfat baglariyla da enerji
aciga cikartir. Diger niikleotidler i¢inde hiicresel konsantrasyonu en diisiik niikleotid
CTP'dir. CTP ve deoksisitidin trifosfatin diizeyleri, hiicre siklusunun S fazi boyunca
yiiksek olup genellikle hizli proliferasyona ugrayan hiicrelerde bazal konsantrasyonlari
yiiksek bulunmustur. CTP hiicre proliferasyonu, hiicrenin biiyiimesi ve fosfolipid sentezi

i¢in gerekli olan bir niikleotittir (1, 2, 3).

flging olarak, CTP'nin diger bir niikleotid trifosfat olan ATP reseptdrlerini aktive
ettigi gosterilmistir. ATP reseptorleri piirinerjik reseptorler olarak da bilinir ve iki alt
sinifa ayrilirlar. Adenozine duyarli reseptor alt tipleri, Pl reseptorleri olarak
isimlendirilirken, ATP, CTP, UTP, adenozin difosfat (ADP), urasil difosfat (UDP) gibi
pirin ve pirimidin niikleotidleri tarafindan aktive edilen reseptorler, P2 reseptor alt
tipleri olarak isimlendirilirler. P2 reseptorlerinin P2X ve P2Y alt tipleri mevcuttur. P2Y
reseptorleri G proteini kenetli reseptorler olup 8 alt tipi mevcuttur. P2X reseptorleri ise

ligand bagimli iyon kanallaridir ve 7 alt tipi vardir (4).

Piirinerjik reseptorler, 1960'larin baginda barsak ve mesanede non-adrenerjik, non-
kolinerjik norotransmisyonun kesfi ile ortaya c¢ikmistir. 1970'lerin basinda ise bu
sinirleri innerve eden transmitterin ATP oldugu "Geoffrey Burnstock™ tarafindan ortaya
konulmustur. Ekstraselliiler ATP’nin tanimlanmis ilk fonksiyonel roliiniin, barsak diiz
kaslarim1  inerve eden non-adrenerjik, non-kolinerjik  sinirlerdeki  inhibitor

norotransmisyon oldugu Dbelirlenmistir.  Yapilan daha sonraki c¢alismalarda



gastrointestinal, iirogenital ve vaskiiler diiz kas hiicreleri, trakea ve bobrek epitel
hiicreleri, kalp ve iskelet kasi, tiikriik bezleri ile pankreas alfa hiicreleri gibi endokrin-
ekzokrin salgi hiicrelerinde, mast hiicreleri, makrofajlar ve lenfositler gibi bagisiklik
sistemine ait hiicrelerde, kohleadaki tiiy hiicrelerinde, ¢esitli otonom ve santral nérolarin
govdelerinde de ATP reseptorlerinin varligir gosterilmistir. Buna ilaveten piirinerjik
reseptor alt tiplerinin ATP, ADP, CTP, UTP gibi baska piirin ve pirimidin birlesiklerine
afiniteleri de farkliliklar gdstermektedir. Ornegin, P2 reseptdrlerinin niikleozit
trifosfatlar icin segicilikleri incelenmis ve kobay mesanesinde reseptore baglanma

afinitelerti,

ATP >> CTP = Guanin trifosfat (GTP) > UTP = Inozin trifosfat (ITP)

olarak bulunmustur. Buna karsin, hemstir iiretrasinda gevsemeye aracilik eden P2Y

reseptorlerine karsi niikleotid trifosfatlarin ve diger agonistlerin afinitelerinin

2-metil tiyo adenozin difosfat (2-MeSADP) >B,y-MeATP = ATP = Adenozin =
ADP > 2-MeSATP > a,-MeATP > Timidin trifosfat (TTP) >CTP =UTP >GTP = UDP

seklinde oldugu saptanmistir. UDP'nin diger niikleotid trifosfatlarla karsilastirildiginda
daha zayif bir agonist olarak gériinmektedir (4, 5, 6, 7, 8).

Bu bilgiler 15181inda, organizmada ATP'nin kardiyovaskiiler sistemden iirogenital
sisteme kadar pek ¢ok farkli organ ve dokuda transmitter olarak gérev yapmakta oldugu

ortaya konulmustur.

Son zamanlarda, irotelyumdan saliverilen ATP'nin, bir mesane distansiyon
refleksinde aferent sinirleri aktive edebildigi artik bilinmektedir. Bununla birlikte

mesanenin afferent sinirlerinin uyarilmasina P2X3 reseptorlerinin aracilik ettigi de



ortaya c¢ikarilmistir. Ayrica mesanede mekanik gerilme ve elektriksel uyariyla meydana
gelen ATP saliniminin detriisor kasilmasinin ve idrar yapma eyleminin baslatilmasinda
onemli rol oynadigi yapilan calismalarla goslerilmistir. Buna ilaveten, idiopatik
hiperaktif mesanesi olanlarda anormal purinerjik iletinin oldugu da bildirilmektedir (6,
9, 10).

Piirinerjik reseptorlerin gastrik fundusta asit sekresyonunu modiile ettigine dair
bilgiler mevcuttur. Diger taraftan piirinlerin bagirsaklarin immiin fonksiyonlarina,
gastrointestinal motilitenin, sekresyonun ve kan akiminin kontroliine katkida bulundugu
gosterilmistir Bununla birlikte, diizenli barsak hareketlerine aracilik eden enterik sinir
sistemi sinyalizasyon mekanizmalarinda piirinerjik sinyalizasyonun anahtar rolii oldugu
kanitlanmistir. 2007'de siganlarda yapilan bir ¢alismada ATP'min gastrik fundusdaki
inhibitér transmitterlerden biri olduguna isaret edilmistir. Gastrointestinal diiz kas
tabakalar1 ve mukozal tabakalarinin P2X reseptorleri araciligiyla, ATP tarafindan aktive
edildigi kanitlanmig olmakla birlikte buna aracilik eden purinerjik reseptor alt tipleri

heniiz net olarak saptanamamustir (6, 11, 12, 13).

Bunlarla birlikte solunum sisteminin trakea epiteli ve diiz kas tabakasinda da
piirinerjik reseptorlerin ¢esitli rolleri oldugu gosterilmistir. Bronsiyal siliyer epitelyum
hiicreleri tarafindan eksprese edilen P2X reseptorlerinin siliyalarin titresimini kontrol
ettigi ve boylece havayollarindan mukus atilimini sagladigi ortaya konmustur. ATP'nin
hem P2Y hem de P2X reseptorlerinin aktivasyonu araciligiyla burun ve trakea gibi
siliyel aktivitesi bulunan cesitli dokularin siliyer epitelyum vurmalarini arttirdigi da
gosterilmistir. S6z konusu durumlarin Kistik fibroz gibi akciger hastaliklarinda nemli
oldugu bilinmektedir. Diger taraftan bu sistemler lizerinde farkli piirinerjik reseptor alt
smiflarinin varligit kanitlanmistir. Yapilan bir ¢aligmada ATP'min P2X, reseptorleri
aracilifiyla hava yolu diiz kaslarmin kasilmasinda 6nemli rolii oldugu ve P2X4
reseptorlerinin Oksiiriik refleksinde de rol aldigi ortaya koyulmustur. Bununla birlikte
P2 reseptorlerinin akciger amfizeminde ve kronik obstriiktif akciger hastaliginda

inflamasyon yolaginin aktivasyonunda ve epitelyum hiicreleri ile makrofajlar arasindaki



iletisimde rol aldig1 gosterilmistir. Hiperkapniye bagli gelisen ventilator cevaplara P2X
reseptorlerinin aracilik ettigine dikkat ¢ekilmistir (6, 14, 15, 16, 17).

Yapilan ¢aligmalarla gastrointestinal, tirogenital ve solunum sistemlerinde pek ¢cok
aktivitenin diizenlenmesinde piirinerjik reseptor alt tiplerinin rol aldigi gosterilmistir.
Ancak farkli bolgelerde, farkli piirinerjik reseptor alt tipleri, farkli yogunluklarda
bulunabilir. Bu nedenle de farkli bolgelerde farkli giiglerde etki gosterirler. Buna ek
olarak, cesitli dokularda CTP"1n piirinerjik reseptorler ile etkilesimi gosterilmis olmasina
ragmen irogenital, gastrointestinal ve solunum sistemi diiz kas hiicrelerinde
reaktivasyon gosterip gostermedikleri, eger gosteriyorsa, bu etkilerine aracilik eden

piirinerjik reseptor alt tipleri heniiz aydinlatilamamastir.

Bu nedenle biz bu ¢alismada, izole sigan trakea, gastrik fundus ve mesane gibi
duyusal ve purinerjik inervasyonun ¢ok yogun oldugu dokularda CTP’nin ne tiir etkiler
(kasilma ve/veya gevseme anlaminda) yaptigimi ve bu etkilere hangi piirinerjik
reseptorler alt tiplerinin aracilik ettigini arastirmayr amagladik. Ayni zamanda, bu
purinerjik maddenin etkilerini s6z konusu sistemlerde tanimlayarak olasi terapotik

potansiyelini de test ettik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Niikleotidler

Niikleotidler, biitiin hiicrelerdeki metabolik siiregleri (temel olarak biyosentezleri)
yiiriiten enerjileri zengin bilesiklerdir; hiicre metabolizmasina 6nemli destekleyici
rolleri ile bizzat katilan biyomolekiillerdir. Niikleotidler, ayn1 zamanda hormonlara ve
diger ekstraselliiler uyarilara cevap veren selliiler sistemlerde kimyasal sinyal olarak
gorev yaparlar; ayrica bir grup enzim i¢in kofaktor ve metabolik ara {irlinlerin yapisal

komponentleridirler (1).

2.1.1. Niikleotidlerin Bilesenleri

Niikleotidler, bir azotlu baz, bir pentoz ve bir fosfat olmak iizere {i¢ karakteristik
komponente sahiptirler. Azotlu baz ve pentozun birbirine B-N-glikozit bagiyla
baglanmasiyla niikleozid olusur, niikleozide fosfatin baglanmasiyla niikleotid

(mononiikleotid, niikleozid monofosfat) olusur (1).

NH,
N
N}I \> }Adenine
N
N N

CH,

/| o

— 0 Ribose
-9 o7

HO-P-0-P-0-P
0o- o

HO OH

Adenosine 5"~ monophosphate {AMP}

Adenosine 5"-diphosphate {ADP)

Adenosine 5"-triphosphate (ATP)}

Sekil 2.1. Adenozin monofosfat (AMP), adenozin difosfat (ADP) ve adenozin trifosfatin yapilart
(ATP) (4).



2.1.1.1. Niikleotidlerdeki Azotlu Bazlar

Niikleotidlerdeki azotlu bazlar, pirimidin bazlar1 ve piirin bazlaridir: Piirin ve

pirimidinler heterosiklik bilesiklerdir. Benzen yapisindaki karbon atomlarindan ikisinin

yerine azot atomlarinin geg¢mesiyle pirimidin halkasi olusmaktadir; pirimidin ve

imidazol halkalariin kondanse olmalariyla da piirin halka sistemi meydana gelmektedir

).

Sitozin (C ), timin (T) ve urasil (U), niikleotidlerde bulunan {i¢ 6nemli pirimidin

bazidir; 5-metilsitozin ve 5-hidroksimetilsitozin ise dogada nadiren bulunan pirimidin

bazlaridirlar (1):

SiTOZIN

2-oksi-4-amino

pirimidin

0

Ty

N
H

TiMIN
2, 4- dioksi metil
pirimidin

Sekil 2.2. Pirimidin bazlar1 (1).

URASAIL

2.4 dioksi
pirimidin
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NH,

NZ CH,OH

PN

5 Hidroksi metilsitozin

Adenin (A) ve guanin (G), niikleotidlerde bulunan iki 6nemli piirin bazidir;

hipoksantin ve ksantin ise adenin ve guanin metabolizmasinda ara iiriinlerdir; okside bir

piirin olan iirik asid piirin katabolizmasinin son iriinii olarak insanlarda atilima ugrar

).
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Sekil 2.3. Adenin ve Guanin iki 6nemli piirin bazlar1 ve piirin metabolizmasi triinleri (1).

Serbest pirimidinler ve piirinler, zayif olarak bazik bilesiklerdir, bu yiizden baz

olarak tanimlanirlar (1).

Pirimidin bazlarindan sitozin, hem DNA’da hem RNA’da bulundugu halde timin
yalnizca DNA’da, urasil yalnizca RNA’da bulunur. Piirin bazlarindan adenin ve guanin,
hem DNA’da hem de RNA’da bulunurlar. DNA’nin yapisinda adenin (A), guanin (G),
sitozin (C) ve timin (T) yer almakta; RNA’nin yapisinda ise adenin (A), guanin (G),
sitozin (C) ve urasil (U) yer almaktadir (1).

DNA ve RNA yapisinda yer alan piirin ve pirimidin bazlari ileri derecede konjiige
yapilar olduklar1 i¢in niikleik asitlerin yapisini, elektron dagilimint ve 151k
absorpsiyonunu etkilemektedir. Pirimidinler diizlemsel, piirinler ise diizlemsel yapiya

yakin biiziilmiis yap1 gostermektedirler (1).

2.1.1.2. Niikleotidlerdeki Pentozlar



Niikleotidlerdeki pentozlar, D-riboz ve 2'-deoksi-D-Ribozdur ve her iki pentoz tipi

niikleotidlerde B-furanoz formunda bulunurlar (1).

DNA’daki niikleotidler 2'-deoksi-D-riboz icerir, RNA’daki niikleotidler ise D-

riboz igerirler (1).

HO(\iH > o OH HOC‘:H > o TH
L | ! !
A 4 <&
H C C H H (‘: C H
b OH
2-Deosiriboz Riboz

Sekil 2.4. Niikleotidlerdeki pentozlar (18).

2.1.1.3. Niikleotidlerdeki Fosfat

Niikleotidlerdeki fosfat, fosforik asittir (H,PO,); pentozun 5'-C atomuna ester bag1

ile baglanir (1):
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Sekil 2.5. Adenozin trifosfat ve fosfat baglar1 (19).

2.1.2. Niikleozidler

Niikleozidler, aside olduk¢a dayaniksiz bir B-N-glikozit bagi ile piirin veya
pirimidine baglanan (piirinlerde N° konumunda pirimidinlerde N' konumunda) bir
pentozdan (genelde D-riboz veya 2-deoksi-D-riboz) olusmuslardir; i¢erdikleri azotlu

baza gore adlandirilirlar (1).

NH,
T:I,;> Ho-CH o A mlﬁﬁ> Ho-CH, o G

OH
ADENOZIN Deoksiadenozin GUANOZIN Deoksiguanozin

OH OH
SITIDIN Deoksisitidin URIDIN Deoksitimidin

Sekil 2.6. D-riboz ve 2-deoksi-D-riboz sekerlerinden olusan niikleozitler (1).



Niikleozidler, piirin ve pirimidin bazlarina bagl bir pentoz igermektedirler. Bunlar
RNA yapisinda yer alan bes karbonlu bir monosakkarit olan D-riboz ve DNA yapisinda
yer alan 2-deoksi-D-ribozdur (1).

Niikleozidlerin fosfat esterleri olan niikleotidler, yapilarinda bulunan niikleozide
gore adlandirilirlar. Niikleotidler, bir azotlu baz, bir seker ve sekerin 5'-hidroksil
grubuna kovalent bag ile baglanmis bir veya daha ¢ok sayida fosfat grubu igerirler.
Niikleotidlerdeki fosfat gruplari, sekerden baslamak {izere sirasiyla a, B ve y olarak
adlandirilmaktadir. Niikleotidlerin biyosentez ve enerji doniistimlerinde kullanilan aktif

sekilleri, difosfat ve trifosfat sekilleridir (1).

Riboniikleozid 5'-

Baz Monofosfat Difosfat Trifosfat
Adenin AMP ADP ATP
Guanin GMP GDP GTP
Sitozin CMP CDP CTP
Urasil UMP UDP UTP

2'-deoksiriboniikleozid 5'-

Baz Monofosfat Difosfat Trifosfat
Adenin dAMP dADP dATP
Guanin dGMP dGDP dGTP
Sitozin dCMP dCDP dCTP
Timin dTMP dTDP dTTP

Tablo 2.1. Niikleotid bazlarinin hem 35'riboz, hem de 2-deoksi 5'riboz sekerleri ile olan
monofosfat, difosfat ve trifosfat yapilari (1).

2.1.3. Niikleotid Metabolizmasi
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2.1.3.1. Piirin Niikleotid Sentezi

Piirin halkasindaki atomlar aminoasidler (aspartik asid, glisin, glutamin), CO, ve
2 tane tetrahidrofolat tiirevi (N10-formil-tetrahidrofolat) gibi ¢esitli bilesikler tarafindan
saglanir. Piirin halkasi, 6nceden varolan bir riboz-5-P'a, bu maddelerden verilen C ve

N'larin bir dizi reaksiyonla eklenmesiyle olusturulur (20).

2.1.3.1.1. 5-Fosforibozil-1-Pirofosfat Sentezi

PRPP, ATP ve riboz-5-P'tan riboz fosfat pirofosfokinaz (PRPP sentetaz) enzimi
ile sentezlenir. PRPP'nin yapisindaki seker ribozdur. Niikleotid sentezi sirasinda once
riboniikleotidler olusur, sonradan rediiklenerek deoksiriboniikleotidlere ¢evrilirler.
PRPP, pirimidin sentezi ve piirin ve pirimidin kurtarma reaksiyonlarinda, niikleotid

koenzim sentezinde de kullanilir (20).

2.1.3.1.2. 5'-Fosforibozilamin Sentezi

5'-fosforibozilamin PRPP ve glutaminden sentezlenir. Glutaminin amid grubu,
PRPP'nin 1. karbonuna bagl pirofosfatin yerine geger. Enzim, glutamin fosforibozil
pirofosfat amidotransferazdir. Piirin 5'-niikleotidler AMP, GMP ve IMP (son iiriin) ile
inhibe edilir. Piirin niikleotid biosentezinde hiz kisitlayict basamak fosforibozilamin

sentezidir. Reaksiyonun hizi, hiicre i¢i substrat konsantrasyonlariyla da kontrol edilir

(glutamin ve daha etkilisi PRPP) (20).
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2.1.3.1.3. inozin Monofosfat Sentezi

Inozin Monofosfat (IMP), diger piirin niikleotidlerin &nciisiidiir. Arka arkaya 9

reaksiyonla IMP sentezlenir. Toplam 4 ATP (+ ilk 2 ATP=6) harcanir (20).

2.1.3.1.4. inozin Monofosfat'in Adenozin Monofosfat ve Guanozin Monofosfat'a

Doniismesi

AMP sentezinde enerji kaynagi GTP, GMP sentezinde de ATP'dir. Her iki yolda
da ilk reaksiyon son iriin tarafindan inhibe edilir. Bu sayede IMP, daha az miktarlarda
bulunan piirinlerin sentezine yonlendirilir. AMP ve GMP yeterli miktarlardaysa, de
novo plrin sentezi, amidotransferaz basamaginda inhibe edilir. AMP sentezinde 1,

GMP sentezinde 2 yiiksek enerjili fosfat harcanir (20).

2.1.3.1.5. Niikleozid Monofosfatlarin, Di ve Trifosfatlara Cevrilmesi

Niikleozid difosfatlara (NDP) karsilik gelen NMP'lardan, spesifik NMP kinazlarin
kataliziyle sentezlenir. ATP, nakledilen fosfatin kaynagidir ¢iinkii diger NTP'lardan
daha ¢ok bulunur (20).

2.1.3.1.6. Piirin Niikleotidlerinin Yikilim

Insanda piirin katabolizmasmin son iiriinii {irik asittir. Primatlar disindaki
memeliler iirik asiti allantoine okside ederler. Bu da bazi hayvanlarda iire ve hatta
amonyaga kadar yikilabilir. Ekzo ve endoniikleazlar niikleik asitleri niikleotidlere

pargalar (20).
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2.1.3.2. Pirimidin Sentezi

Piirin sentezinin aksine, once pirimidin halkas1 sentezlenir, sonra riboz 5-P'a

baglanir. C ve N atomlar1 glutamin, CO, ve aspartik asitten gelir (20).

2.1.3.2.1. Karbamoil Fosfat Sentezi

Bu yol pirimidinlerin sentezinin memelilerdeki hiz kisitlayict basamagdir,
glutamin ve CO,'den karbamoil fosfat sentezlenir bu reaksiyonu karbamoil fosfat
sentetaz Il katalizler. Biotine gerek yoktur. Enzim UTP ile inhibe, ATP ve PRPP ile
aktive olur. Enzim sitozoliktir. Ure sentezindeki karbomoil fosfat sentetaz 1 ise
mitokondriyaldir. Karbomoil fosfat sentetaz II aktivator olarak N-asetil glutamata gerek
duymaz. Karbomoil fosfat sentetaz I, azot kaynagi olarak amonyak, II ise glutamin

kullanir. Glutamin hem piirin hem pirimidin sentezinde kullanilir (20).

2.1.3.2.2. Orotik Asit Sentezi

Ikinci basamak, karbamoilaspartat olusumudur. Enzim aspartat transkarbamoilaz

dir. Prokaryotlarda (E.coli) hiz kisitlayic1 basamaktir (20).

Bundan sonra dihidroorotaz ile pirimidin halkasi kapanir ve ilk pirimidin olan
dihidroorotat olusur. Okside olarak orotik asite (orotat) gevrilir. Bu yoldaki ilk 3 enzim
ayni polipeptidin ana parcalaridir. Dihidroorotat dehidrogenaz mitokondriyal, digerleri
sitozoliktir (20).
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2.1.3.2.3. Pirimidin Niikleotidi Olusumu

Riboz 5-P vericisi yine PRPP'tir. Orotat fosforibozil transferaz ile orotidin 5'-
mono P olusur (hem piirin hem pirimidin sentezinde glutamin ve PRPP kullanilir). Ana
pirimidin niikleotid olan orotidilat monofosfat (OMP), orotidilat dekarboksilaz ile
UMP'a ¢gevrilir (2).

2.1.3.2.4. Uridin Trifosfat ve Sitidin Trifosfat Sentezi

UTP'den CTP sentetaz ile CTP olusur. Azot, glutaminden gelir. C-4’deki karbonil
oksijeni amino grubu ile yer degistirir. Memelilerde amino grubu vericisi, glutaminin
yan zinciridir. Bu aminasyon reaksiyonlarinda bir molekiil ATP harcanir. Riboz veya
deoksiriboz niikleotidlerinin hidroliziyle ortaya c¢ikan serbest urasil, sitozin ve timin
bazlarindan UMP, CMP ve dTMP iki basamakli reaksiyonla sentezlenebilir. Once,
niikleosit fosforilaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonunun niikleosit iirlinleri
niikleosit kinaz enzimleri tarafindan fosforillenerek (bu enzim iki yonlii c¢alisir),
niikleotidler olusturulur. Ayrica, pirimidin fosforibozil transferaz enziminin katalizledigi

reaksiyonuyla da serbest pirimidinlerden niikleotidler yapilabilir (20).

2.1.3.2.5. Pirimidinlerin Yikilimi

Piirinlerin aksine pirimidinler parcalanarak, ¢oziiniir yapilar olan b-alanin ve b-
aminoizobiitirata doniislir. Bunlar da sirasiyla asetil koA ve siiksinil koA'ya ¢evrilir.
Pirimidinler de yeniden kullanilabilir, pirimidin fosforiboziltransferaz ile niikleotidlere

cevrilebilir (20).

2.1.4. Niikleotidlerin Fonksiyonlari
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2.1.4.1. Niikleik Asitlerin Alt Unitesi Olarak Niikleotidler

Piirin ve pirimidin niikleotidleri, DNA ve RNA molekiillerinin monomerik
birimleri olarak gorev yapmaktadirlar. Hem DNA’da hem RNA’da niikleotidler, fosfat
kopriileri vasitasiyla ard arda baglanmuslardir. Ozellikle bir niikleotidin 5'-hidroksil
grubu sonraki niikleotidin 3'-hidroksil grubuna bir fosfodiester bag1 vasitasiyla baglanir.
Boylece, niikleik asitlerin kovalent iskeleti, birbiri ardina gelen fosfat ve pentoz
kalintilarindan olusur; karakteristik bazlar, iskelete diizenli araliklarla eklenmis yan

gruplar durumundadirlar (1).
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Sekil 2.7. Piirin ve pirimidin bazlarinin, DNA veya RNA molekiillerdeki dizilimi (21).

Bir niikleotid dizisi, aligkanlik olarak, 5' ucu solda 3' ucu sagda yani 5' —3'
yoniinde gosterilir; 5' ucu, 5' pozisyonunda bir niikleotidden yoksundur ve 3' ucu, 3'

pozisyonunda bir niikleotidden yoksundur (1).
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2.1.4.2. Niikleotidler, Hiicrede Kimyasal Enerjiyi Tasirlar

Asit anhidrid baglar1 tarafindan mononiikleotidin pentozuna baglanan ilave
fosfatlar, adenozin difosfat (ADP) ve adenozin trifosfat (ATP) gibi niikleozid di- ve tri-

fosfatlar1 olustururlar (1).

Niikleozid trifosfatlar, biyokimyasal reaksiyonlarin genis bir boliimiinii yiirtitmek
icin kimyasal enerji kaynagi olarak kullanilirlar. ATP ve diger niikleozid trifosfatlarin
hidrolizi, trifosfat yapisinin kimyasi nedeniyle enerji veren bir reaksiyondur. Riboz ve o

fosfat arasindaki bag bir ester bagidir, a—f3 ve p—y baglar1 fosforik asit anhidridleridirler

(D).

Uridin trifosfat (UTP), guanozin trifosfat (GTP) ve sitidin trifosfat (CTP) spesifik

reaksiyonlarda rol alirlar (1).

Timidin deoksitrifosfat (dTTP) da dahil olmak tizere niikleozid trifosfatlar, DNA

ve RNA sentezinin aktiflenmis prekiirsorleri olarak da gorev goriirler (1).

2.1.4.3. Enzim Kofaktorleri Olarak Niikleotidler

Kimyasal fonksiyonlarin genis bir boliimiine yardim eden enzim kofaktorlerinin
bir grubu, yapilarmin bir pargasi olarak adenozin igerir. Bu faktorlerin higbirinde
adenozin kismi primer fonksiyona katilmaz; fakat yapidan adenozinin c¢ikarilmasi
genellikle aktivitelerinde siddetli bir azalmaya neden olur. Yapilarinda adenozin iceren

baslica koenzimler, koenzim A (CoA), nikotinamid adenin diniikleotid (NAD" veya
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NADH) ve flavin adenin diniikleotid (FAD veya FADH,)’dir. Vitamin B, ’nin aktif

formu 5'-deoksiadenozil kobalamin igerir (22).

2.1.4.4. Hiicresel Sinyal Ileti Mekanizmasinda Niikleotidlerin Rolii

Hiicreler, hormonlardan veya ortamdaki diger kimyasal sinyallerden isaret alarak
cevrelerine cevap verirler. Birinci haberci diye tanimlanan ekstraselliiler uyaranlarin
hiicre yiizeyindeki reseptorler ile karsilikli etkilesimi, hiicre ig¢inde ikinci habercilerin
tiretimine yol agar; ikinci haberci, hiicre i¢inde adaptif degisikliklere yol acar ve boylece

hiicrenin cevabi olusur (22).

En yaygin ikinci habercilerden biri adenozin 3', 5'-siklik monofosfat (siklik AMP,
cAMP)’tir. cAMP, plazma membraninin i¢ yiiziinde bulunan adenilat siklaz tarafindan
katalizlenen bir reaksiyonda ATP’den olusturulur. Guanozin 3', 5'-siklik monofosfat

(cGMP) da bir ¢ok hiicrede meydana gelir ve diizenleyici fonksiyonlara sahiptir (20).

2.1.4.5. Piirinler ve Onlarin Niikleotid ve Niikleozid Formlar1 Hiicre ici ve

Hiicreler Arasindaki Iletisime de Onemli Katkilar Saglarlar

Piirinerjik sinyal ve piirinerjik néromodulasyon ilk olarak 30 yil énce ortaya
atilmistir. Piirin nukleotidleri ekstraselliller haberciler olup P1 ve P2 reseptorleri
tizerinden etki ederler. P1 reseptorleri G proteinleri ile etkilesip A1, Aoa Ve Azg Ve As
olmak tizere alt gruplara ayrilirken P2 reseptorleri P2X ve P2Y alt gruplarina
ayriimaktadir. P2Y reseptorleri G proteinleri ile etkilesirler, P2X reseptorleri ise ligand
bagimli iyon kanallaridir. P1 ve P2 reseptorlerinin aktivasyonu, nérotransmisyon, hiicre

cogalmasi ve hiicre 6lumii gibi pek ¢ok hiicresel fonksiyon ile iliskilidir (23).
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2.2. Piirin ve Pirimidin Reseptorleri

DOEEOEOOD

0000000

Sekil 2.8. Piirinerjik reseptorler ve piirinerlik reseptor alt tipleri (24).

1970'li yillara kadar yapilan c¢alismalar, otonom sinir sisteminin yapisinda
adrenerjik ve kolinerjik olmayan ikinci bir sistemin varligini bildirmistir. Bu sistemin
sinir liflerinin ucundan salgilanan ana transmitter maddelerden piirin niikleotidleri

oldugu anlasilmistir. Boylece bu sinirlere piirinerjik sinirler adi verilmistir (11).

Piirin niikleotidleri adrenerjik sinirlerin ucunda noradrenalin (NA) ile ve
kolinerjik sinirlerin ucunda asetilkolin (AK) ile birlikte kotransmitter olarak bulunur ve
salgilanirlar. Otonom sinir sistemine ait aksonlarin ucunda NA (gap1: 250-600 A°) ve

AK (cap1: 1000 A% nin depolandig: vezikiillerden farkli olarak ¢aplar 800-200 A° olan
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biiyiik, opak vezikiillerde piirinlerin bulundugu bildirilmistir. Vezikiillerde adenin
niikleotidlerin % 83'i ATP, % 15'1 adenozin di fosfat (ADP) ve % 2'si adenozin mono
fosfat (AMP) dir (11).

Piirinerjik noronlarda ATP sentezlemeye yarayan bir enzim sistemi mevcuttur.
Piirinler, aktif olarak hiicre i¢ine alinirlar ve hizli bir sekilde niikleotidlere doniisiirler.
ATP, meydana gelip saliverildikten sonra siiratle magnezyuma bagli ATP az ve 5-
niikleotidaz enzimleri tarafindan hidroliz edilir, en son adenozine doniisiir. Adenozin,
kismen inaktif iirlinlere doniisiirken kismen de piirinerjik sinir ucu tarafindan geri
alinarak tekrar ATP sentezinde kullanilir. Sinaptik araliga salinan ATP i¢in bdyle bir
geri alim mekanizmasi1 gosterilmemistir. Muhtemelen ATP, sinaptik araliga salinip
etkisini gosterdikten sonra tamamen adenozin ve inozine yikilmaktadir. Adenozinin
sinaptik araliktan geri emilimi dipiridamol tarafindan engellenmektedir. 5-niikleotidaz
enzimi gastrointestinal kanalda yiiksek konsantrasyonda bulunur. Pirinerjik sinir
liflerinin uglarma yakin diiz kas hiicrelerinin membraninda da magnezyum ATP az
enzimi vardir. Plrinerjik sinirlerin uyarilmasi veya disaridan ATP uygulandiginda
meydana gelen benzer cevaplarin kisa siirede maksimuma ulasip derhal kaybolmasi,
ATP nin inaktivasyonunun hizli oldugunun delilidir. Ayrica mide damarlarini1 dolasan
bir perflizyon sivisina ATP verildiginde, cikista ¢ok az ATP bulundugu, adenozin,
inozin, ADP ve AMP miktariin gittik¢e arttig1 bildirilmistir. Viicudun her tarafinda
purinlere rastlamak miimkiindiir. Beyinde serbest adenozin miktariin 2 nmol/gr oldugu

gosterilmistir (11).

Adenozin presinaptik ve postsinaptik etkilere sahiptir. Presinaptik etkileri, diger
norotransmitterlerin agiga cikist ile ilgili indirekt etkilerdir. Bu modiilator etkisi ile
adenozin NA, ACh, dopamin, serotonin, gama-aminobutirik asid (GABA), aspartat ve
gultamat agiga c¢ikisini inhibe eder. Bu etki, teofilin tarafindan antagonize edilir.
Postsinaptik etkileri ise hiicre uyarilmasi tizerine olan direkt etkileridir. Presinaptik
etkinlik, postsinaptik etkinlikten fazladir ve adenozinin depresér etkilerinden

sorumludur (11).
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Piirin reseptorleri ilk kez "Marangoz" tarafindan 1982'de P ve R diye ikiye

ayrilmislardir. P, piirin halkasi, R, riboz igin diisiiniilmiistiir. Ikinci bir adlandirma da

Burnstock tarafindan P1 ve P2 olarak bildirilmistir (11).

Reseptor Reseptor Dagilimlari Agonistler Antagonistler Transdiiksiyon
Mekanizmalari
P1 A Beyin, spinal kord, CCPA, CPA, S-ENBA, DPCPX, N-840, Gilo
(adenozin) testis, kalp, otonomik CVT-510 MRS1754, N-0840, |cAMP
sinir terminallaeri WRC-0571

Aoa Beyin, kalp, akciger, CGS 21680, HE-NECA, KF17837, SCH58261, Gs tcAMP
dalak CVT-3146 ZM?241385, KW 6002

A Kalin bagirsak, mesane, NECA (non-selektif) Enprofylline, Gs 1cAMP

MRE2029-F20,
MRS17541, MRS
1706
Az Akciger, karaciger, IB-MECA, 2-CL-IB- MRS1220, L-268605, Gi/o Gq/y;
beyin, testis, kalp MECA, DBXRM, VT160 MRS1191, MRS1523, |cAMP 1P,
VUF8405
p2X P2X;  Diiz kaslar, a,B-meATP=ATP=2- TNP-ATP, IPsl, Intrinsik
trombositler, MeSATP, B,y-meATP NF023, NF449 katyon
serebellum, dorsal horn  (hizli desensitizasyon) kanallari
spinal néronlar (Ca®* ve
Na®)

P2X, Diiz kas, SSS, retina, ATP > ATPyS > 2- Suramin, izoPPADS, Intrinsik
kromofin hiicreleri, MeSATP >>q.3-me ATP  RB-2, NF770, NF279  iyon kanali
otonomik ve duyusal (Ph + ¢inko duyarlr) (6zellikle
ganglia Ca?")

P2X, Duyusal néronlar, bazi 2-MeSATP>ATP>a,p TNP-ATP, PPADS, Intrinsik
sempatik noronlar mMeATP> Ap,A (hizli A317491, NF110, katyon

desensitizasyon) Ips, fenol kirmizist kanali

P2X, SSS, testis, kolon ATP>>q,3-meATP, CTP, TNP-ATP, BBG, Intrinsik

fenolftalein iyon kanali
(ozellikle
Ca2+)

P2Xs Ciltteki proliferasyon ATP>>q,-meATP, Suramin, PPADS, Intrinsik
hiicreleri, bagirsak, ATPyS BBG iyon kanal
mesane, timus, spinal
kord

P2Xg  SSS, spinal korttaki B Intrinsik
motor ndronlar iyon kanali

P2X; Immiin BzATP>ATP>2- KN62, KNO04, Intrinsik
hiicreler,pankreas ve MeSATP>>q,3-meATP MRS2427, O-ATP, iyon kanall
ciltteki apoptotik brilliant blue G Ve uzun
hiicreler stiren

aktivasyon
ile genis por
P2y P2Y, Epitelyum ve endotel 2-MeSADP=ADPBS>2- MRS2179, MRS2500, Gq/Gyy;
hiicreler, trombositler, MeSATP=ADP>ATP, MRS2279,PIT PLC-B
immiin hiicreler, MRS2365 aktivasyon

okteoklastlar
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P2Y, Immiin, epitelyum ve UTP=ATP, UTPyS, INS suramin> RB-2, Gq/Gyy ve
endotel hiicreler, bobrek 37217, INS 365 ARC126313 Gj; PLC-B
tiibiilleri, osteoblaslar aktivasyon

P2Y, Endotelyum hiicreleri UTP>ATP, UTPyS, INS RB-2> suramin Gg/Gyy ve

37217 G;; PLC-B
aktivasyon

P2Ys;  Bazi epitelyum UDP>UTP>>ATP, MRS2578 Ga/Gyy;
hiicreleri, plasenta, T UDPSS, IDP PLC-B
hiicreleri, timus aktivasyon

P2Y,;  Dalak, bagirsak, AR- suramin> RB-2, Gg/Gyy ve
grantilositler C67085MX>BzATP>AT  NF157,5' AMPS Gs; PLC-B

PyS>ATP aktivasyon

P2Y;,  Trombositler, glia 2-MeSADP>ADP>>ATP  CT50547, AR- Gijo ;adenilil

hiicreleri C69931MX, siklaz
INS49266, AZD6140, inhibisyonu
PSB0413, ARL66096,
2-MeSAMP

P2Y,;  Dalak, beyin, lenf ADP=2- MRS2211, 2- Gio
diigiimii, kemik iligi MeSADP>>ATP=2- MeSAMP

MeSATP

P2Y,, Plasenta, adipoz doku, UDP glukoz = UDP _ Ga/Gyy
karin, bagirsak, beyinin  galaktoz
baglant1 bolgeleri

Tablo 2.2. Piirinerjik reseptor alt tipleri, organ ve dokulardaki dagilimlari, post reseptor olaylari,
agonist ve antagonistleri (25).

2.2.1. P1 (Adenozin) Reseptorleri

2.2.1.1. Adenozin

Bir piirin niikleozidi olan adenozin, ¢esitli dokularda ATP'nin enzimatik yikimi
sonucu endojen olarak tesekkiil eden biyoaktif bir driindiir, beyinde diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. Adenozin beyinde etkisini esas olarak norotransmiterlerin
salgilanmasin1 inhibe ederek gosterir. Bu sayede sedasyon, lokomotor aktivitede
azalma, antikonviilsan ve anksiyolitik etkiler meydana gelir. Ayrica adenozin
analoglarinin presinaptik reseptorleri stimiile ederek adrenerjik ve kolinerjik iletiyi

azalttiklar bulunmustur (1, 2, 3).
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Adenozin birgok dokuda ve organda olusur, fakat hizli transport ve metabolize
oldugu i¢in plazma konsantrasyonu diisiiktiir. Adenozin etkilerini primer olarak hiicre
yiizey reseptorlerine baglanarak gosterir. Bu yiizden ekstraseliiller konsantrasyonu
etkilerinin biyiklugi ile direkt iliskilidir ve (birgok yollar vasitasiyla) adenozin tiretimi
ve yikimina baghdir. Adenozin devamli olarak eritrositler, karaciger, kalp, iskelet

kaslar1 ve endotel hiicreleri tarafindan olusturulur ve salgilanir (26).

2.2.1.2. Adenozinin Sentezi, Saliverilmesi ve Yikilimi

Hiicre adenozini sentezlemek igin ¢eslitli yollar kullanir. En 6nemli adenozin
kaynagi hiicre iginde devamli kullanilan adenozin trifosfat (ATP) ve dongiisel (siklik:c)
adenozin monofosfat (AMP)’dir. Bu iki niikleotid hiicre i¢inde 6nce AMP’a yikilir ve
olusan AMP hiicresel 5'-niikleotidaz enziminin katalizledigi biyokimyasal reaksiyon ile
adenozine gevrilir. Organizmada diger 6nemli bir adenozin kaynag: da katekolaminlerin
ve histaminin katabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan ve adenozine hidrolize edilebilen S-
adenozil homosisteindir. Hiicre disinda iiretilen adenozinin de en dnemli kaynagi
ATP’dir. ATP presinaptik sinir uglarindaki vezikiillerde dopamin, asetilkolin, serotonin
ve norepinefrin gibi norotransmiterler ile birlikte bulunur ve bu ndrotransmiterler
saliverilirken hiicre digina ¢ikar. Hiicre disinda once AMP’ye sonra da ekto-5'-
niikleotidaz enzimi araciligi ile adenozine ¢evrilir. Hiicre i¢i ATP’nin adenozine
¢evriminde %1°lik bir artisin adenozin miktarinda 100 kat artisa neden olabilecegi ileri

stiriilmiistiir (23).
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Sekil 2.9. ATP, AMP ve Adenozinin dongiisel olarak birbirlerine ¢evrilmesi. e5'-NT ekto-5'-
niikleotidaz, 5'-NT 5'-niikleotidaz, NTDPaz ekto-niikleotid trifosfat difosfohidrolaz, P1 adenozin reseptor,

P2 ATP reseptor, SAH S-adenozilhomosistein (27).

Probeneside duyarl tasiyicilar araciligi ile hiicre digina ¢ikan cAMP, Once
AMP’ye sonra adenozine gevrilir. Yapilan ¢alismalarda adenilat siklazin forskolin ya da

reseptor aracili uyarilmasinin hiicre dig1 adenozin miktarin1 6nemli 6lgiide artirabildigi

gosterilmigtir (23).

ADP --omemomfoooo - ADP
IMP AMP - mcmee B - AMP
AMP £
deaminaz ST
5°NT A_dcnozin
kinaz

== [ Adenozin

ADA l

inozin j{j

Sekil 2.10. Adenozin olusumu ve kendine 6zgii tasiyict molekiiller araciligiyla hiicre digina taginmasi.
ENT; equilibrative niikleotid transporter; 5'-NT, 5'- niikkleotidaz (28).
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Hiicre i¢inde ve disinda iretilen adenozin hiicre membraninda bulunan kendine
Ozgii tastyict molekiiller molekiiller araciligiyla (ENT1 ve ENT2) membranin igine ve
disina dogru iki yonlii olarak hareket edebilir. Akim yonii konsantrasyon farkina gore
belirlenir. Sonugta hiicre i¢i ve dig1 adenozin konsantrasyonu kolaylastirilmis difiizyon
ile dengelenmis olur. Fizyolojik kosullarda net akim adenozin konsantrasyonunun
nispeten daha az oldugu hiicre igine dogrudur. Hiicre iginde adenozin arttiginda ise akim
tersine doner. Dunwiddie ve Diao sigan hipokampal kesitlerinde 1s1y1 diistirmek
suretiyle tasiyicit proteinleri ¢alismaz hale getirmisler ve bu kosullarda hiicre disi
adenozin miktarinin arttigint gostermislerdir. Bobrek fircamsi epitel hiicrelerinde ise
hiicre i¢i adenozini konsantrasyon gradientine karsi hiicre disina tasiyan aktif transport

sistemi mevcuttur (23).

Sentezlenip ve saliverilen adenozinin katabolizmasinda iki enzim rol oynar:
Bunlar sadece hiicre i¢inde bulunan “adenozin kinaz” ile hiicrenin hem i¢inde ve hem
de disinda bulunan “adenozin deaminaz”dir. Fizyolojik kosullar altinda adenozin hiicre
icine geri alinir ve hiicre i¢i adenozinle birlikte adenozin kinaz tarafindan AMP’ye
fosforillenir. Adenozin geri alim: inhibe edildiginde hiicre dis1 adenozin miktarinin
onemli Ol¢lide artmasi, buna karsin adenozin deaminaz inhibisyonunun hiicre disi
adenozin miktarini etkilememesi adenozinin uzaklastiriimasinda geri alimin (reuptake)

daha 6nemli oldugu yoniindeki goriisii desteklemektedir (23).

Hipoksi ve iskemi gibi patolojik kosullarda ise, muhtemelen adenozin
tastyicilarinin iglev gérememesi ve adenozin kinaz aktivitesinin baskilanmasi nedeniyle,
adenozin deaminaz aktivitesi 6nem kazanmaktadir. Santral sinir sisteminde adenozin
salinimini arttiran kosullar vardir. Bu kosullarin ¢ogunda hiicrede ATP kullanimi

dolayisiyla AMP ve adenozin olusumu artmistir (23).

2.2.1.3. Adenozin Reseptor Alt Tipleri

P1 reseptorlerinin, Aj, Aza, Azs Ve Az olarak isimlendirilen dort alt tipi ortaya

cikarilmigtir. Biitiin adenozin reseptorleri G protein kenetlidir. Herbiri 21-28 amino
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asitli a-heliks yapisina sahip olduguna inanilan hidrofobik amino asitlerin bulundugu

yedi transmembran segmentli yapiya sahiptir (25).

Adenozin
1]

i — 1

||| .. A A

G, Gy Gy
]‘ K" 4-' I_ Adenilat Tl
— Inhibitor siklaz Eksitator
Kinaz e
___ protein | 4————— Siklik AMP ATP

Sekil 2.11. G proteinleri ile kenetli P1 reseptorlerinin yapisal sekli (29).

Reseptorlerin ekstraselliiler bolgesine uzanan terminalleri NH2 ve membranin
sitoplazmik bodlgesine uzanan terminali ise COOH yapisindadir. Genellikle
ekstraselliiler loop 4. ve 5. transmembranal (TM) segmentler arasina, sitoplazmik loop
ise 5. ve 6. TM arasina yayilmistir. Reseptorlerin intraselliiler kisimlar1 G proteinlerinin
uygun bolgeleri ile etkilesirler ve sonrasinda, hiicre i¢i sinyal transdiiksiyon

mekanizmasini aktiflestirirler (25).
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Agonist ve antagonist
tamma bolgesi

COOH

NH
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Hiicre dist
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Sekil 2.12. P1 reseptorlerinin hiicre i¢ci COOH ve hiicre disi NH, terminalleri ile agonist ve

antagonist tanima bolgeleri (25).

Adenozin etkilerinin ¢gogunu kendine 6zgii reseptorleri araciligiyla gerceklestirir.

A, Az ve Az isimli ti¢ farkli reseptorii vardir. A2 reseptorlerinin Aya Ve Agg olmak

tizere iki alt tipi tanimlanmustir (23).

Alt tipleri Adenozin Kenetlendigi Sinyal iletimi Beyindeki etkileri
Afinitesi G-profeinleri
A ~70nM Givan Adenilat siklazi inhibe ederek Noronlarin hiperpolarizasyonu
G, Ca kanallanini inhibe [N-, P-, Q- tipil ederek  Sinaptik iletinin baskilanmasi
GIRK'leri akiive ederek Presinaptik inhibisyon
PLCYyi akfive ederek Iskemik 8nkosullama
Aoy ~ 150 nM G, Adenilat siklazi aktive ederek Basal ganglionlarda duyusal motor ilefisimin
G Ca™ kanallarini inhibe ederek dizenlenmesi
G s Duyusal sinir akfivasyonu
Iskemik hasara kars koruyuculuk
Ay ~ 5100 nM G Adenilat siklaz aktive ederek Beyin kesiflerinde cAMPYi artinr
Gagm PLCyi akfive ederek Ca™ kanallarninin modulasyonu
As ~ 6500 nM Gigs Adenilat siklazi inhibe ederek Onkosullama [?)
Ggm PLCyi akfive ederek

* Bu tablo Fredholm ve ark., 2001 ve Dunwiddie ve Masine, 2007'den dedistirilerek alinmistir.
GIRK: G-protein coupled inwardly rectifying K* channel (G-protein kenatli ice dogrultucu potasyum kanall
PLC: Fostolipaz C

Tablo 2.3. P1 reseptér alt tipleri, sinyal iletim mekanizmalar1 ve beyindeki etkileri (23).

Adenozin reseptorlerinin dagilimi 6zgiil farmakolojik agonist ve antagonistlere

sahip olunmasi nedeniyle daha ¢ok A; ve Aza alt reseptor tipleri agisindan incelenmistir.
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Beyinde en yaygm bulunan adenozin reseptorii Al alt tipidir. Ozellikle korteks,
serebellum ve hipokampiiste yogun olarak bulunmaktadir. Aza alt tipi ise daha ¢ok
striatum, niikleus akkiimbens, kaudat putamen ve bazal ganglionlarda yogunlasmistir
(22).

Adenozin reseptorlerinden A; ve As reseptorleri G protein ailesinden Gip
proteini araciligiyla cAMP iiretimini inhibe ederken, Aja ve Ay reseptorleri Gg
tizerinden cAMP olusumunu stimiile eder. Hiicre tipine bagli olarak, diger G protein
kombinasyonlari ortaya ¢ikarilmistir ve tiim adenozin reseptorlerinin mitojen-aktivated

protein kinazin alt tiplerinden en az birini aktiflestirdigi gosterilmistir (30).

Adenozin, santral sinir sistemi iginde yer alan ndron gelisimi, ndron-glia
sinyallerinde, glia ve ndronlarin modiilasyonunu igeren fonksiyonlarda énemi giderek

artmaktadir (31, 32).

Ayrica, adenozin dogustan gelen ve edinilmis bagisiklik sisteminin kontroliinde
yer alir. Ayrica adenozin sisteminin diizensizligi, epilepsiden kaynakli patolojik

diizensizliklerde, norodejeneratif hastaliklarda ve psikiyatrik durumlarda rol oynar (33).

Buna ilaveten adenozin; lokal kan akimi regiilasyonunda yer alan 6nemli lokal
vazodilatatorlerden olup, vazodilatasyon yoluyla dokuya enerji saglanmasini arttirmak
icin doku tarafindan stres altinda olusturulur ve ayni dokunun stres altindaki enerji
gereksinimini de azaltir. Adenozinin doku korunmasina yonelik bu diizenleyici roliine
ek olarak ayni zamanda olusmus mevcut iskemiye bagli gelisebilecek hiicresel hasara
kars1 da koruyucu rol oynamaktadir. Adenozin, bu rollerini 6zellikle kalp, beyin,
bobrek, sempatik sinir hiicreleri, endotel hiicreleri, 16kositler ve trombositler gibi
iskemik hasara asir1 duyarliligi olan doku ve hiicre gruplarinda olusturur. Ozellikle
iskemi sirasinda miyokarddan bol miktarda salindigi saptanmistir. Kalpte Adenozinin

etkileri; kalp kas1 hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve endoteliyal hiicreler lizerinde
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direkt etki ile olusurken, otonom sinir sistemi igindeki sinaptik ileti ve notrofiller gibi

iltihap hiicreleri {izerinde indirekt bigimde gergeklesir (34).
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Sekil 2.13. P1 reseptor alt tipleri ve post reseptor olaylar (35).
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2.2.2. P2 Reseptorleri

ATP de, diger pek ¢ok norotransmitter ya da hormon gibi, hiicre i¢ine girmeden,
hiicre zarinda yerlesmis bulunan protein yapidaki reseptorler araciligi ile etki gosterir.
Bu reseptorler, piirinerjik reseptorler (piirinoseptorler) denilen daha biiyiik bir reseptor
ailesine dahildir. ATP gibi niikleotidler ile aktive olan piirinoseptorlere P2 tipi

denmistir. P2 tipi reseptorler P2X ve P2Y olmak iizere ikiye ayrilmistir (36).

2.2.2.1. Adenozin Trifosfat ve Diger Niikleotidlerin Salinimi, Depolanmasi ve

Ekstraselliiler Hidrolizi

28



ATP ve diger niikleotidler depolandig1 ve salindig1 sinaptik vezikiillerde yer
alirlar. Son olarak ortaya ¢ikan, SCL17 iyon transporter ailesine ait olan ve vezikiiler
glutamat transportirini da iceren bir ClI” bagiml vezikiiler niikleotid transporter (VNUT)
kanallar1 ATP'min vezikiiller igerisinde birikmesine, aracilik edebilir. VNUT tercihen

ATP, GTP ve ADP’yi tanir (27, 37).

Depo
Vezikiilleri

Ekzositoz

Reseptor
baglanma bolgesi

Piirinoseptor

Sekil 2.14. ATP'nin vezikiiller igerisinde depolanmasi ve salinimi (38).

ATP, diger norotransmitterler (Orne8in, gama-aminobiitirik asid [GABA],
noradrenalin ya da glutamat) ile birlikte salinip birlikte depolanirlar ve her sinaptik
vezikiillerde farkli konsantrasyonlarda bulunurlar. Bazi néronal terminaller ise (medial
habenula ve cortex) sadece ATP vezikiillerini igeren havuzlar1 bulundururlar. Diger

niikleotid reseptor agonistleri de ortak mekanizmalar tarafindan salinirlar (39, 40, 41).

Niikleotid salinim mekanizmasi ayrica ATP bagimli transporter mekanizmasini,
konneksin ve panneksin hemi-kanallarini, plazmalemmal voltaj bagimli iyon kanallarini
icerir (40, 42, 43).
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ATP ve diger niikleotidler salinimdan sonra ektoniikleotidazlar tarafindan hizl
enzimatik yikillma maruz kalirlar, bunun fizyolojik 6nemi vardir ¢iinkii ATP

metabolitleri ¢esitli piirinerjik reseptorler i¢in fizyolojik ligant olarak gorev alirlar (25).

adenozin

adenozin _— =t \
RESEPTORDU 4 & AMP
-~ T b
@@ ADP

kas
/"> ¥ =>
il ® kasilmasi
salman iiriinler
(Ach)

kolinerjik vezikiil sinir terminali . :
noromuskiiler

depresyon

Sekil 2.15. ATP'nin kolinerjik vezikiillerden salinimi (44).

2.2.2.2. P2X Reseptorleri

P2X reseptorlerinin iki farkli alt iinitesi ilk olarak 1994 yilinda iki bagimsiz gurup
tarafindan klonlanmigtir. Daha sonra klonlanan P2X reseptdrii sayisi toplam olarak yedi
tipe yikselmistir. Bu yeni P2X alt-tipleri P2X;.; olarak adlandirilmaktadir. Bu
proteinlerin ksenopus oositlerinde, S49 veya HEK hiicrelerinde heterolog ifadesi
(heterolog expression) sonucu farmakolojik (agonist, antagonist duyarliligl) ve
elektrofizyolojik olarak (aktivasyon/inaktivasyon kinetigi) farkliliklar gdsteren iyonik
akimlar1 elde edilmistir. Heterolog olarak ifade ettirilen bu kanallar genelde katyonlara
secicilik gosterir ancak katyonlar arasinda fazla ayrim yapmazlar. Bu yedi ana alt-tipin

yanisira bu tiplerin "splice-variant™ olarak tanimlanan ve ayni gen tarafindan
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kodlanmasina ragmen mRNA kurgulanmasi degisiklik gosteren, pek ¢ok protein daha
klonlanmistir. Klonlanan alt-iinite proteinlerinin amino asit dizilerinin incelenmesi
sonucu, transmembran segmenti oldugu diisiiniilen, dort degil sadece iki adet hidrofobik
bolgeye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bu 6zellikleri ile P2X reseptorleri diger ligand
bagimli iyon kanallarina benzememektedir. Yapilan mutasyon ¢alismalarindan
anlasildig1 kadari ile genel olarak P2X alt iinitelerinin C ve N uglarn hiicre iginde
bulunurken iki hidrofobik bolgenin arasinda yer alan aminoasitler hiicre disinda yer
almaktadir. P2X reseptoriiniin bir polimer oldugu bilinmektedir. Yapilan cross-linking
caligmalari, bir araya gelerek fonksiyonel bir kanal olusturan altiinite sayisinin iig
oldugunu diisiindiirmektedir. Ayn1 ya da farkli tipteki alt-iinitelerin bir araya gelerek
fonksiyonel P2X kanallar1 olusturabildigi gosterilmistir, yani kanal hem homo hem de
hetero-polimer  olarak  kurulabilmektedir.  Birlikte-immiinopresipitasyon  (co-
Immunoprecipitation) ¢alismalarindan anlasildigi kadari ile her alt-linite tipi herhangi
bir baska tip alt-linite ile birlesememekte, farkli alt {initelerin bir araya gelmesinde
belirli bir secicilik goriilmektedir. Ornegin P2X, sadece P2Xs, P2Xs ve kendisi ile
birlesip fonksiyonel bir iyon-kanali olusturabilmektedir, diger alt-tiplerle ise
birlesememektedir. Buna karsin P2X; alt-tipi sadece Kkendisi ile bir araya
gelebilmektedir (4).

Sekil 2.16. Iyon kanali bagimli P2X reseptérleri (29).
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P2X reseptor fenotiplerinin cesitliligi bireysel alt tiplerin birlesmesiyle belirlenir.
Simdiye kadar alti homomerik (P2X;-P2Xs ve P2X7;, P2Xg altbirimden goriiniiste
oligomerize degildir) ve alti heteromerik (P2Xip, P2Xy4, P2Xys, P2Xys3, P2Xy6 Ve
P2X4s6) kanal tespit edilmistir (45, 46).

Tiim P2X reseptor alt tipleri noron hiicrelerinde de eksprese edilir. Bu ekspresyon
beynin farkli bolgelerinde ve hiicrelerinde heterojendir. ATP’nin P2X tipi reseptorler
araciligi ile hem beyinde hem de sempatik gangliyonlarin sinaptik iletiminde rol aldig:
da gosterilmistir (47, 48, 49).

Hiicre hasar1 sonucu hiicre disina ¢ikan ATP’nin agri duyusunu baslatan
mediyator olabilecegi ve ayn1 zamanda spinal kord arka kok de bu hiicrelerin yaptigi
sinapslarda ndrotransmitter olarak rol alabilecegi (P2X1 ve P2X2 araciligi ile), dolayisi
ile agr1 duyusunun iletiminde 6nemli rolii oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayrica P2X7 tipi
reseptorlerin varlig, bagisiklik sistemi ile ilgili ¢esitli hiicrelerde gosterilmistir. Bu
nedenle mast hiicrelerinde, lenfositlerde ve makrofajlarda ATP ye kars1 goriilen yanitin
P2X7 araciligi ile olustugu disiiniilmektedir. P2X7 reseptorlerinin  bagisiklik
hiicrelerinde goriilen apoptotik ve nekrotik degisimlerin olusumunda 6nemli rolii oldugu
bilinmekle birlikte hiicre zar1 permeabilizasyonunda sorumlu tek mekanizma olmadig1

distintilmektedir (50, 51, 52).

P2X reseptorlerinin diiz kas hiicrelerinde varligi ilk olarak arterlerde
gosterilmistir. Daha sonra vas deferens, mesane, uterus ve mide diiz kaslarinda da bu
reseptorlerin varligr bildirilmistir. Yakin zamanda insan safen veni diiz kas hiicrelerinde
benzer ozellikte bir P2X reseptorii gosterilmistir, bu reseptdriin aynt zamanda uzun
stireli ATP uygulamas1 sonucu hiicre zar1 permeabilizasyonuna da neden oldugu 6ne

strilmistiir (53, 54, 55, 56).
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P2X tipi reseptorler ATP nin yan1 sira ¢esitli yapay ATP analoglart ile de aktive
olabilmektedir. Ancak alt tipler arasinda bu analoglara duyarlilik agisindan &nemli
farklar vardir. Bu analoglar arasinda 6nemli olanlar benzoil-benzoil ATP (BzATP, P2X;
alt tipi icin spesifik bir agonist kabul edilmektedir), 2 metil-tiyo ATP (2 Me-S-ATP),
alfa beta metilen ATP (o, B Me-ATP) olarak sayilabilir. PPADS ve Suramin ise segici
olmayan P2X reseptor antagonistleri olarak tanimlanmustir. Brilliant blue G nin de P2X;

reseptorleri i¢in segici bir antagonist oldugu ileri stiriilmiistiir (4).

2.2.2.3. P2Y Reseptorleri

Metabotropik P2Y reseptorleri de protein kinazlara sahip ekstraselliiler NHj;
terminalleri ve hiicre i¢i COOH terminalleri igerir. Yedi transmembran baglanma
bolgesi diger bazi transmembran bdlgeleri ile yiliksek homoloji gosterirler. Diger
taraftan Gg11, Gs, Gj ile Gj, proteinleriyle kenetli olmasi P2Y reseptdr alt tiplerinin

onemli 6zellikleridir (25).

Sekil 2.17. P2Y reseptorlerinin yapist (57).
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Ligant baglanmasinda ve post reseptdr bolgede G-protein baglanmasinin
seciciliginde aminoasitlerin varligt 6nemlidir. Seciciliklerine goére P2Y reseptdrleri
P2Y1, P2Y,, P2Y,, P2Ys ve P2Y1; alt siniflart ile P2Y12, P2Y13 ve P2Y 1, alt gruplar
olarak ikiye ayrilirlar. Her bir P2Y reseptorii tekli bir heteromerik G proteiniyle
(P2Y 1246 reseptorleri igin Ggu1) bagl olmasina ragmen, P2Y1; hem Ggi1 hem de G
proteinleriyle kapli olabilir. Diger taraftan P2Y 1, ve P2Y13 Gj ile ve P2Y14 ise Gjy ile
baglidir (58, 59, 60).

Birinci gruptaki reseptorler, fosfolipaz C/inozitol trifosfat (IP3) ve endoplazmik
retikulumdan Ca”* salim yolagim Ggus'i kullanarak aktive ederken, ikinci gruptaki

reseptorler adenilaz siklazin inhibisyonu ve iyon kanallarinin modiilasyonunda yanlizca

Gisno'1 kullanir (60, 61).

Farkli G proteinlerle kenetli ayn1 P2Y reseptorleri de olabilir. Varolan agonistin
spesifik sinyalleri farkli aktif reseptdr konfigiirasyonlarini icerir. Ornegin, P2Yy;
reseptorlerinin ATP tarafindan aktivasyonu cAMP, IP; ve sitozolik Ca®"'yi arttirirken,
UTP iiriinleri tarafindan aktivasyonu IP3 ve cAMP olmaksizin Ca®* mobilizasyonunu

arttirir (62).

Sekil 2.18. P2Y reseptorii ve post reseptor olaylari (63).
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Bazi P2Y reseptorleri hem piirin hem de pirimidin niikleotidleri (P2Y246)
tarafindan, digerleri (P2Y7 11,12) ise yalniz piirin niikleotidleri tarafindan aktive edilirler.
Buna karsilik, rekombinant P2Y reseptorlerini niikleotitler, ya fosfolipaz C (PLC)
aktivasyonu ve hiicre i¢ine Ca salimmmiyla ya da adenilil siklazin etkisi ve cAMP

diizeylerinin degisimi ile aktive ederler (25).

P2Y’nin urasil niikleotidlerine cevap veren reseptdrlerinin sisteinil I6kotrienleri
(cysLTs) tarafindan da aktive edildigi rapor edilmistir. P2Y12 de ADP ve sisteinil -
l16kotrienleri (cysLTs) tarfindan aktive edilir, cysLTs ve niikleotidler gibi ikili niikleotid

cevaplar1 P2Y ve P2Y benzeri bazi reseptorlerle ortak olabilir (25).

2-Metiltiyo-ADP, memeli P2Y reseptorleri icin giiclii bir agonisttir ve N6-metil-
2-deoksiadenosine 3,5-bisphosphate (MRS2179), MRS2269 ve MRS2286 selektif
antagonist olarak belirlenmistir. Sicanlarda P2Y;, ve P2Y/, reseptorlerinde UTP ve ATP
esit giicte etki gosterir, fakat iki reseptorde antagonistler ile ayirt edilebilir. Suramin

P2Y,'yi bloklar iken, reaktif blue 2 P2Y 4 reseptorlerini bloke eder (64, 65, 66).

P2Y¢, UDP selektif iken P2Y7 bir 16kotriyen reseptoriine doniisiir. P2Y'g, kurbaga
embriyolarindan klonlanmis bir reseptordiir ve bu reseptdr iizerinde biitiin agonistler

esit giictedir. Fakat memeli olmayan homologlarda farklilasmamis HL60 hiicrelerinde

P2Yg mRNA'sina dair veri belirtilmemistir (67, 68, 69).

P2Y reseptor alt tiplerinin bir temsili olarak goriinen ve P2Yi3 ve P2Yy,'lide

kapsayan reseptorlerin iletimi tamamen adenilat siklaz araciliiyla gerceklesir (70).
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2.3. Piirinerjik Reseptorlerin Sitidin Trifosfata Duyarhhig:

Bugiin birgok diiz kasli dokuda (damar, mide barsak sistemi, mesane vs.), epitel
(trakea, bobrek vs.) ayrica kalp ve iskelet kasi ile endokrin-ekzokrin salgi (tiikriik
bezleri, pankreas alfa hiicreleri) hiicrelerinde ve bagisiklik sistemine ait hiicrelerde
(mast hiicreleri, makrofajlar ve lenfositler), kohleadaki tiiy hiicrelerinde, ¢esitli otonom
ve santral ndronlarin govdelerinde ve bir¢ok hiicre hattinda (cell-line) ATP
reseptorlerinin varligi gosterilmis durumdadir. Sonug olarak, bugiinkii bilgilerimizin
15181nda, organizmada ATP nin kardiyovaskiiler sistemden iirogenital sisteme pek ¢ok
farkli yerde bir transmitter olarak gorev yapmaktadir. Ayrica ATP disindaki, adenozin,
adenozin difosfat (ADP), sitidin trifosfat (CTP), uridin trifosfat (UTP) gibi, baska piirin
ve pirimidin birlesiklerinin de kendilerine 6zgii piirinerjik reseptorler araciligi ile

hiicresel sinyal iletiminde rol oynamakta oldugu bilinmektedir (70).

P2Y reseptorlerinin adenin niikleotidleri igin selektivitesi gosterilmis ve gii¢
siralar1 2-metiltiyo-ATP (2-MeSATP) >ATP = ADP iken diger pirimidin niikleotidleri
etkisiz bulunmustur. Buna karsin piirinler P2Y reseptorlerinin alttipi olan P2U’lara tam
bir spesifite gostermemis ve gii¢ siralar;; ATP = UTP > ITP >CTP seklindedir. ADP ve
UDP diger niikleotid trifosfatlarla karsilastirildiginda daha zayif bir agonist oldugu
gosterilmistir. Diger taraftan CTP'in P2X, reseptorleri lizerinde de agonist etki
gosterdigi bulunmustur. P2Xgs ve P2X; reseptorleri diiz kas dokusu katmanlarinda
belirlenmemistir. P2X7 reseptorlerinin yapilan bir ¢alismada tercih edilen agonisti CTP

olarak belirlenmistir (4, 25, 71, 72).

2.4. Urogenital, Gastrointestinal ve Solunum Sistemlerinde Piirinerjik

Reseptorlerin Rolleri
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2.4.1. Gastrointestinal Sistemde Piirinerjik Reseptorlerin Rolleri

Kobay barsaklarinda adrenerjik ve kolinerjik sinir iletimi bloke edildikten sonra
diiz kas hiicresi direkt olarak uyarildiginda veya disaridan ATP verildiginde kasin
gevsemesine neden olan bir hiperpolarizasyon meydana gelir. Bu gevseme kisa siirede
maksimuma erisip aniden kaybolur. Piirinerjik sinirlerin, sindirim kanalinda uyarilmasi,
inhibitor kavsak potansiyeli meydana getirir. Hiicre membraninin potasyum iyonuna
gecirgenligi artar. Piirinlerin, mide-barsak sisteminin normal c¢alismasina katkida
bulunabilecegi bilinmektedir. Mide fundusunda gastrik asid sekresyonunu keza
pankreatik sekresyonu modiile eden piirinerjik reseptorler mevcuttur (11). Disaridan
idrar kesesine verilen ATP veya idrar kesesine ait piirinerjik sinirlerin uyarilmasi, gabuk

sona eren hizli bir kontraksiyona neden olur (11).

2.4.2. Urogenital Sistemde Piirinerjik Reseptorlerin Rolleri

Piirinler, diger damar yataklariin aksine bobrek damarlarinda vazokonstriiktor

etkiye sahiptirler (11).

Mesane ve idrar kanali, fizyolojik olarak intramural, spinal ve supraspinal
diizeylerden gelen kompleks bir sinirsel kontrol altindadir. Sempatik sinir sistemi,
mesanenin dolumu sirasinda, gelisen eksitator transmisyonu inhibe etmektedir, ayrica,
mesane boynu ve idrar kanallarinin kapali tutulmasinda etkinlik gostermektedir. Oysa
parasempatik sistem, mesane diiz kasinin kontraksiyonunda ve ¢ikis yapilarinin
gevsetilmesinde etkinlik gostermektedir. Asetilkolin ve ATP, mesanede, eksitator
postgangliyonik parasempatik néromiiskiiler transmisyonuna aracilik etmektedirler.
Mesane boynu ve liretranin uyarilmasi postgangliyonik sempatik sinirler araciligi ile

olmaktadir ve adrenerjik 6zellik gostermektedir (73, 74).
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Adenozinin renin salgilanmasi iizerine bifazik etkileri bildirilmistir. Adenozin,
diisiik konsantrasyonlarda A; reseptor aktivasyonu ile renin salgilanmasini inhibe
ederken, yiiksek konsantrasyonlarda A, reseptor aktivasyonu ile renin salgilanmasini
stimiile eder. Afferent arteriollerde her iki reseptor tipi, efferent arteriollerde ise sadece

A, reseptor mevcudiyeti bildirilmistir (11).

Adenozin, bobreklerden sodyum atilimini artirir, glomeriil filtrasyon hizini azaltir.
Sodyum Dbirikiminde makula densa hiicrelerinden salgilanan adenozin renin
salgilanmasini modiile eder. Ayrica adenozin, P1 reseptor aktivasyonu ile surrenal

korteksde steroidojenizin aktivasyonuna neden olur (11).

Pankreas da dahil olmak iizere gastrointestinal sistemde kan akimi mide sinirleri
ile hormonal ve parakrin sinyal molekiilleri tarafindan kontrol edilir. Barsak otonom
sinir sisteminin pargas1 olan parasempatik ve sempatik bolinmeler ile enterik sinir
sistemini (ENS) igerir. ENS gastrointestinal sistemde yer alir ve otonom sinir sisteminin
bolimidiir. Gastrointestinal sistemde uyar1 vagal afferent duyusal ve spinal duyusal
afferent sinirler tarafindan saglanir.Sindirim sisteminde otonom sinirlerden salinan
birgok norotransmitter vardir ancak son yillarda yapilan ¢aligmalarda piirinlerin de
barsaklarda gastrointestinal motilite, sekresyon, kan akimi, duygu kontrolii gibi islevlere
katkida bulunan ve bagisiklik islevi olan o6nemli nérotransmitterler oldugunu
gostermektedir. ATP, enterik gangliyonlarda bulunan P2X ve P2Y reseptorleri igin
Oonemli bir eksitatér noérotransmitterdir; enterik gangliyon ve diiz kaslarda bulunan
piirinerjik nérotransmisyon motilite kontrollerini ve itici motilite paternlerini denetleyen
onemli bir bilesenidir. Pirinerjik iletim kas tabakalarinin kasilma ve gevsemesi
arasindaki koordinasyonu kolaylastirir (75).

Myenterik pleksusta ve kas tabakalarinda purinerjik transmisyon, gastrointestinal
kanalin normal itici parerni i¢in Onemlidir, buna ilaveten 6nemli bir sekretomotor
komponentidir. Ayrica, ATP ve diger piirinler enterokromafin hiicreleri de dahil olmak
tizere non-ndronal hiicrelerin tiirlerinden parakrin sinyal mekanizmalar1 yoluyla

sekretomotor kontrole katkida bulunabilir (75).
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Kobay barsaklarinda adrenerjik ve kolinerjik sinir iletimi bloke edildikten sonra
diiz kas hiicresi direkt olarak uyarildiginda veya disaridan ATP verildiginde kasin
gevsemesine neden olan bir hiperpolarizasyon meydana gelir. Bu gevseme kisa siirede
maksimuma erisip aniden kaybolur. Piirinerjik sinirlerin, sindirim kanalinda uyarilmasi,
inhibitér kavsak potansiyeli meydana getirir. Hiicre membraninin potaSyum iyonuna
gecirgenligi artar. Noradrenalin ve sempatik sinirlerin uyarilmasi da barsaklarda
gevseme meydana getirir. Fakat bu gevseme, ¢ok yavas maksimum degere ulasir ve bu
seviyede uzun siire kalir. Burada ATP ve noradrenalin, farkli reseptorler fakat ayni iyon
kanallarim1 etkilerler. Pirinler, mide-barsak sisteminin normal ¢alismasina katkida
bulunabilirler. Mide fundusunda asid sekresyonunu keza pankreatik sekresyonu modiile

eden piirinerjik reseptorler mevcuttur (11).

2.4.3. Solunum Sisteminde Piirinerjik Reseptorlerin Rolleri

Trakea, ventilasyonu ve ayni zamanda brongiyal sekresyonun drenajini saglayan
fonksiyonlarina sahip bir yoldur. Hastaliklarda piiriilan materyal ve kanin atildig
yoldur. Basit bir tiip olarak goriildiiglinde trakea, cerrahi rekonstriiksiyon ve hastalikli
segmentin ¢ikarilip replasman yapilabilecek bir yap1 gibidir. Ancak, bu rekonstriiksiyon
ve replasman, trakeanin anatomik o6zelliklerinden dolay1 bazi zorluklar igermektedir.
Bunlar: Benzersiz yapisi, tek olan lateral yari rijid yapisi, fakat longitiidinal elastikligi,

major vaskiiler yapilara yakinligi ve genis segmental beslenmesidir (76).

Trakea iizerinde yapilan bir ¢alismada kistik fibrozis hiicrelerinde ATPaz’in
substrat spesifitesine bakildiginda CTP'mm, ATP, ITP, GTP ve UTP’ye gore
spesifitesinin daha az oldugu bulunmustur. Ayrica, fosforile edilmis kistik fibrozis
transmembrenal konduktans regiilator (CFTR) kloriir kanallarinin ag¢ilmasinda

niikleotidlerin etki gliglerinin ATP=GTP>ITP>CTP oldugu da gosterilmistir (77).
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Benzer bir sekilde, epitelyum sliyal hiicrelerinde, ATPaz’in enzimatik hidrolizinin

karakterizasyonunda Mg?* igeren CTP soliisyonun da katki sagladig1 goriilmiistiir (78).

Ek olarak, bronsiyal siliyer epitelyum hiicreleri tarafindan eksprese edilen P2X
reseptorleri siliyalarin titresimini kontrol ettigi ve bodylece havayollarindan mukus
atilimini gergeklestirdigi ortaya ¢ikarilmistir. Bu konunun kistik fibrozisi i¢eren akciger
hastaliklarindaki 6nemi agiktir. Havayollarinin mukozal sekresyondan temizlenmesinde
siliyer epitelyumun kritik rol oynadig1 bilinmektedir. P2Y, ve B2-adrenerjik reseptor
agonistleri gibi siliyer titresimi arttiran ajanlar bazi kronik ve akut solunum hastaliklarin
tedavisinde 6nemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte ATP hem P2Y hem de P2X
reseptorlerinin aktivasyonu araciligiyla, burun, trakea ve cesitli epitelyum dokularinin

siliyer epitelyum hareketlerini arttirdigi da gosterilmistir (79, 80).

Gastrointestinal sistemde, tirogenital sistemde ve solunum sistemlerinde pek ¢ok
aktivitenin diizenlenmesinde piirinerjik reseptorlerin rol aldigi yapilan calismalarla
gosterilmistir. Diger taraftan CTP'im pirinerjik reseptorler iizerinde agonist etki
gosterdigi bilinmektedir. Ancak bu reseptorlerin farkli alt tipleri, her bolgede bolgede
farkli yogunlukta oldugundan heniiz bilinemeyen farkli yolaklar ve/veya reseptorler
kullanmig olabileceginden yapilan g¢aligmalarda etki giicleri cesitli bolgelere gore
degisiklik gostermistir. CTP'in sistemler iizerindeki etkilerine dair ¢ok fazla bir ¢aligma
olmamakla beraber P2X ve P2Y reseptorleri lizerinde etkiler gosterdigine dair bazi

calismalar yapilmstir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvani

Deneylerde Mersin Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinden
saglanan 8 haftalik 200-300 g agirliginda erkek Wistar albino tiirii siganlar kullanildi.
Calismalara baglamadan 6nce Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik kurulundan onay alindi. Deney hayvanlar1 12 saat karanlik 12 saat aydinlik
ortamda, % 40-60 nem orani 22+1 °C sabit oda 1sis1 saglanan Mersin Universitesi
Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuarinda barindirildi. Siganlar planlanan deney
giiniinden bir gece dnce Anabilim Dalina getirilerek, su kisitlamasi yapilmadan yemleri

alinarak bir gece a¢ birakildi.

3.2. Deneyde Kullamlan Kimyasallar

Potasyum Kloriir (KCI; Merck 1.04936.1000)

Karbamilkolin kloriir (Karbakol; Sigma C4382)

Sitidin 5'trifosfat (CTP; Sigma C 1506)

Suramin (Sigma S 2671)

8-(p-Siilfofenil) teofilin (8-sPT; Sigma A013)

Brilliant Blue G (BBG; Sigma 27815)

NF 110 (Tocris 2548)

NF 449 (Tocris 1391)

Procion Blue HB (Reactive Blue; Acros Organics 191430250)

3.3. Krebs Soliisyonunun Hazirlanmasi
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Krebs soliisyonu, NaCl 118 mM, KCI 4.8 mM, CaCl, 2.5 mM, MgSO,4 1.2 mM,
NaHCO3; 25 mM, KH,PO,4 1.2 mM ve glukoz 11mM konsantrasyonda hazirlandi.

3.4. Trakeanin, Gastrik Fundusun ve Mesanenin Izolasyonu ve Hazirlanmasi

Sicanlar servikal dislokasyonla Oldiiriildii ve hemen batin ve gogiis boslugu
acildi trakea, mesane ve gastrik funduslari hizla izole edildi. Dokular buz {izerinde,
igerisinde Krebs soliisyonu bulunan bir petri kabina alindi ve ¢evre dokulardan
temizlendi. Mesane icerisindeki idrar bosaltildiktan sonra sirkiiler kesi ile bir
mesaneden iki serit hazirlandi. Ayn1 sekilde gastrik fundus igerigi temizlendikten sonra
2 sirkiiler serit elde edildi. Trakeadan ise her biri 2 mm olacak sekilde yaklagik 8 halka
elde edildi ve daha sonra bu halkalar birbirlerine ipler yardimiyla zincir misali

baglanarak hazirlandi. Bir trakeadan iki zincir preparat elde edildi.

3.5. Organ Banyosu Deneyleri

Elde edilen trakea halkalari, mesane ve gastrik fundus seritleri organ banyosunun
metal kancalarindan bir ip aracilifiyla izometrik transdiisira baglandi. Iki ayr1 set-up
kullanilarak biri kontrol digeri deney gurubu olmak {iizere iki trakea, iki mesane ve iki
gastrik fundus dokusu ¢alisildi. Asili olan trakea ve mesane halkalarma 1 gr, gastrik
fundus seritlerine 1,5 gr 6n gerilim verildi. Dokular 37 °C’ye kadar 1sitilmis % 95 O2 ve
%5 CO2 ile devamli gazlandirilan Krebs soliisyonu igerisinde 1 saat kadar
dengelenmeye birakildi. Bu siire boyunca preparatlarin i¢inde bulundugu krebs
soliisyonu her 20 dk’da bir degistirildi.

Dokularin tonusundaki degisiklikler “force displacement transducer” (COMMAT,

Ankara, Tiirkiye) araciligi ile izometrik olarak 6l¢iildii ve Biopac kayit sistemi (Biopac

systems Inc., CA, USA) ile veriler bilgisayar ortaminda kaydedildi.
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3.5.1. Deney Plam

Dokular, dengelenme sonrast 80 mM KCI ile kastirilarak maksimum kasilma
verileri (yaklasik 5-6 dakika) elde edildi. Banyo ortami KCI’dan arindirilacak sekilde 3-
4 kez yikandi ve 20 dakika kadar dokular dinlendirildi. Gastrik fundus, mesane ve

trakea preparatlarindan biri kontrol digeri deney grubu olarak degerlendirildi.

[k protokolde, CTP'nin s6z konusu dokulardaki kastiric1 etkileri incelendi. Ayni
organdan elde edilen iki seritten biri kontrol grubu olarak belirlenirken ve diger doku ise
plirinerjik reseptdr antagonisti kullanilan grup olarak belirlendi. Piirinerjik reseptor
antagonistleri, KCI kasilmasini takiben dokular yikandiktan 20 dakika sonra verildi ve
45 dakika inkiibe edildi. Kontrol gruplarina ise herhangi bir uygulanma yapilmadi. Daha
sonra, her bir dokuya CTP (10° M, 10° M, 10* M ve 10° M konsantrasyonlarinda)
uygulandi. Her bir uygulamadan sonra preparatlar dérder kez taze Krebs soliisyonu ile
yikanarak 20 dakika dinlendirildi ve diger konsantrasyon uygulamasi yapildi.
Antagonistlerin test edildigi preparatlarda her yikamadan sonra antagonist uygulamasi
yenilendi. Test edilen piirinerjik reseptor antagonistleri ve uygulanan konsantrasyonlari

asagida belirtilmistir:

1. Suramin (Selektif olmayan P2 reseptdr antagonisti): 2x10™* M (n=8)
2. 8-sPT (P reseptdr antagonisti): 2x10™* M (n=8).

3. NF449 (P2X; reseptor antagonisti): 2x10° M (n=8).

4. NF110 (P2X3 reseptdr antagonisti): 2x10° M (n=8).

5. Brilliant Blue G (P2X; reseptdr antagonisti): 2x10° M (n=8).

6. Reactive Blue (P2Y reseptor antagonisti): 3x10° M (n=8).
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Sekil 3.1. Birinci deney protokolil.

Ikinci protokolde ise, karbakol ile 6n kastirilmis dokular tizerinde, CTP'nin (10'6-

10 M, kiimiilatif) etkileri piirinerjik reseptér antagonistleri varlizinda ve yoklugunda

test edildi. Her bir organdan elde edilen doku seritlerinden biri kontrol grubu olarak

secildi. Diger grup ise piirinerjik reseptor antagonistine maruz birakildi. KClI ile kasilma

olusturulduktan sonra dokular 20 dakika dinlendirildi ve antagonist grubu 60 dakika

piirinerjik reseptdr antagonisti ile inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra gastrik fundus

5x107 M, mesane ve trakea dokulari ise 10° M karbakol ile kastirildu. Olgiilebilir bir
tonus olusturulan dokular tizerinde CTP 10° M, 10° M, 10* M ve 10° M

konsantrasyonlarinda kiimiilatif olarak uygulandi. CTP ile olusturulan gevseme

yanitlari, yukarida bahsedilen antagonistlerin varliginda ve yoklugunda test edildi.
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Sekil 3.2. ikinci deney protokolii.

3.6. Verilerin Analizi

Deney gruplarinda trakea, mesane ve gastrik fundusun antagonist varliginda ve
yoklugunda CTP'ye verilen kasilma yanitlar, 80 mM KCI indiiklenen kasilma
cevaplarinin yiizdesi olarak hesaplandi. CTP'ye verilen gevseme cevaplari ise karbakol
kasilmalarinin yiizdesi olarak ifade edildi. Istatistiksel analiz igin tek yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnett's veya Bonferroni kullanildi.
Tim degerlendirmeler, GraphPad Prism programi ile bilgisayar ortaminda yapildi.
P<0.05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. CTP'nin Izole Sican Gastrik Fundusu Uzerine Etkileri

CTP (10, 10°, 10 10°® M) sican gastrik fundus dokularinda, konsantrasyon
bagimli, kasilmalar olusturdu. CTP, en yiksek konsantrasyonda (10° M), KCI
kasilmasinin yaklasik % 25'i kadar kasilma olusturdu (Sekil 4.1.).

30+
20

10+

) o om R

10°M  10°M  10”*M  10°M

% KCIl Kasilmasi

CTP

Sekil 4.1. izole sigan gastrik fundusu sirkiiler seritlerinde CTP (10, 10, 10, 10 M)'nin etkileri. CTP
artan konsantrasyonlarda uygulandi. Dokular her bir konsantrasyonda maksimum kasilma elde edilinceye
kadar ilaca maruz birakildi. Bu siire yaklagik 5-10 dakika idi. Kararli kasilmalar elde edildikten sonra
dokular taze Krebs soliisyonu ile yikandi ve bir sonraki konsantrasyon uygulanincaya kadar 20 dakika
inkiibe edildi. 10° M CTP KCI kasilmasinin %25'i kadar kasilma olusturdu. istatistiksel analiz icin tek
yonlii varyans analizi ve post hoc test olarak Dunnett's Multiple Comparison testi kullamildi. Veriler
ortalama + standart hata olarak ifade edildi (n=50).
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4.1.2. Non-selektif P2 Reseptor Antagonisti Suraminin CTP Kasilmalarina Etkileri

CTP (10°, 10°, 10, 10 M)nin sican gastrik fundus dokularinda olusturdugu
konsantrasyon bagimli kasilma cevaplari, P2 reseptdr antagonisti suramin (2x10™ M)
varliginda ve yoklugunda test edildi. Suramin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda

CTP'nin olusturdugu kasilma cevaplarin1 tamamen inhibe etti (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. CTP (10, 10, 10, 10 M)'nin suramin varhginda ve yoklugunda izole sigan gastrik fundusu
iizerine etkileri. Suramin, CTP'nin kastiric: etkisini anlaml sekilde inhibe etti. istatistiksel analiz i¢in tek
yonlii varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata
olarak ifade edildi (2x10™* M n=10). ***: P<0.001.

4.1.3. P1 Reseptor Antagonisti 8-(siilfo) Fenil Teofilinin CTP Kasilmalarina
Etkileri

CTP (10°, 10°, 10, 10 M)nin sican gastrik fundus dokularinda olusturdugu
konsantrasyon bagimli kasilma cevaplari, P1 reseptdr antagonisti olan 8-sPT (2x10™ M)
varliginda ve yoklugunda tekrarlandi. CTP'nin olusturdugu kasilma cevaplart 8-sPT

tarafindan anlamli bir sekilde inhibe edildi.
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Sekil 4.3. CTP (10, 10, 10, 10 M)'nin suramin varhginda ve yoklugunda izole sican gastrik fundusu
lizerine etkileri. Suramin, CTP'nin kasilma etkisini anlamli sekilde inhibe etti. istatistiksel analiz i¢in tek
yonlii varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata

olarak ifade edildi (2x10™ M n=8). *: P<0.05.

4.1.4. P2Y Reseptor Antagonisti Reactive Blue 2'nin CTP Kasilmalarina Etkileri

CTP (10'6, 10'5, 10'4, 103 M)'nin sigan gastrik fundus dokularinda olusturdugu
konsantrasyon bagimli kasilma cevaplari, P2Y reseptér antagonisti Reactive Blue 2
(RB-2) (3x10®° M) varhginda ve yoklugunda tekrarlandi. RB-2, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda  CTP'nin  olusturdugu kasilma cevaplarindan yalnizca 10° M

konsantrasyondaki cevabi inhibe etti.
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Sekil 4.4. CTP (10, 10%, 10 10 M) nin RB-2 varhiginda ve yoklugunda izole sigan gastrik fundusu
lizerine etkileri. RB-2, CTP'nin kasilma etkisini anlamli sekilde inhibe etti. istatistiksel analiz i¢in tek
yonlii varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata
olarak ifade edildi (3x10° M n=10). ***: P<0.001.

4.1.5. P2X; Reseptor Antagonisti NF 449'un CTP Kasilmalarina Etkileri

CTP (10'6, 10'5, 10'4, 103 M)'nin sigan gastrik fundus dokularinda olusturdugu
konsantrasyon bagimli kasilma cevaplari, P2X; Reseptor Antagonisti NF 449 (2x107
M) varliginda ve yoklugunda tekrarlandi. NF 449, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
CTP'nin olusturdugu kasilma cevaplarindan yalnizca 10° M konsantrasyondaki cevabi

istatistiksel bakimdan anlamli olarak inhibe etti.
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Sekil 4.5. CTP (10°, 10°, 10*, 10 M)'nin NF 449 varliginda ve yoklugunda izole sigan gastrik fundusu
lizerine etkileri. NF 449, CTP'nin kasilma etkisini anlamli sekilde inhibe etti. istatistiksel analiz icin tek
yonlil varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata
olarak ifade edildi (2x10™ M n=10). ***: P<0.001.

4.1.6. P2X3 Reseptor Antagonisti NF 110'un CTP Kasilmalarina Etkileri

CTP (10°, 10°, 10 10° M)nin sican gastrik fundus dokularinda olusturdugu
konsantrasyon bagimli kasilma cevaplari, P2X3 reseptdr antagonisti NF 110 (2x10° M)
varliginda ve yoklugunda tekrarlandi. NF 110, kontrol grubu ile karsilastirildiginda

CTP'nin olusturdugu kasilma cevaplarini degistirmedi.
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Sekil 4.6. CTP (10°, 10°, 10 10 M)'nin NF 110 varliginda ve yoklugunda izole sigan gastrik fundusu
lizerine etkileri. NF 110, CTPmin gastrik fundus iizerindeki kasilma etkisi iizerinde bir degisiklik
yapmamustir. istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi
kullanild:. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi (2x10™ M n=8).

4.1.7. P2X7 Reseptor Antagonisti Brilliant Blue G'nin CTP Kasilmalarina Etkileri

CTP (10'6, 10°, 10, 107 M)'nin sigan gastrik fundus dokularinda olusturdugu
konsantrasyon bagimli kasilma cevaplari, P2X7 reseptor antagonisti Brilliant Blue G
(BBG) (2x10®° M) varhginda ve yoklugunda tekrarlandi. BBG, kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda CTP'nin olusturdugu kasilma cevaplarini degistirmedi.
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Sekil 4.7. CTP (10, 10, 10* 10 M)'nin BBG varliginda ve yoklugunda izole sigan gastrik fundusu
lizerine etkileri. BBG, CTPmin gastrik fundus {izerindeki kasilma etkisi tizerinde bir degisiklik
yapmamustir. Istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi
kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi (2x10™* M n=8).

4.1.8. Suramin'in, Karbakol ile On Kastinlmis Gastrik Fundus Dokusunda

CTP'nin Olusturdugu Gevseme Cevaplarina Etkisi

Sican gastrik fundus seritleri suramin (2x10™* M) ile bir saat inkiibe edildikten
sonra karbakol (5x10” M) ile 6n kastirma olusturuldu. Kasilma stabil oluncaya kadar
beklendikten sonra CTP 10°® M 'dan 10® M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak
uygulandi. CTP, gastrik fundus dokularinda konsantrasyon bagimli olarak minyatiir
gevsemeler olusturdu; bu gevsemeler CTP'nin kullanilan maksimum konsantrasyonunda
bile karbakol kasilmasinin %10-15'ini gegmedi. Suramin, CTP'nin 6n kastirilmis gastrik

fundus dokularinda olusturdugu gevseme cevaplarinda hi¢bir degisiklik olusturmadi.
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Sekil 4.8. CTP (10, 10, 10, 10 M)"nin karbakol (5x107 M) ile 6n kastirilmis dokuda, suramin (2x10™
M) varliginda ve yoklugundaki kiimiilatif etkileri. Suramin, CTP'nin gastrik fundus iizerindeki gevsetici
etkisine bir degisiklik yapmamugtir. istatistiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi ve post hoc test
olarak Bonferoni testi kullamldi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi (2x10™* M n=8)

4.1.9. 8-(siilfo) Fenil Teofilin'in, Karbakol ile On Kastirlmis Gastrik Fundus
Dokusunda CTP'nin Olusturdugu Gevseme Cevaplarina Etkisi

Sican gastrik fundus seritleri 8-sPT (2X10'4 M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (5x107 M) ile 6n kastirma olusturuldu. Kasilma stabil oluncaya kadar
beklendikten sonra CTP 10° M 'dan 10° M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak
uygulandi. 8-sPT, CTP'nin 6n kastirilmis gastrik fundus dokularinda olusturdugu

gevseme cevaplarinda higbir degisiklik olusturmadi.
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Sekil 4.9. CTP (10, 10, 10 10 M)'nin karbakol (5x10”" M) ile 6n kastirilmis dokuda,8-sPT (2x10
M) varliginda ve yoklugundaki kiimiilatif etkileri. 8-SPT, CTP'nin gastrik fundus {izerindeki gevsetici
etkisine bir degisiklik yapmamugtir. istatistiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi ve post hoc test
olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi (n=8)

4.1.10. Reaktif Blue 2'nin, Karbakol ile On Kastirllmis Gastrik Fundus Dokusunda
CTP'nin Olusturdugu Gevseme Cevaplarina Etkisi

Sican gastrik fundus seritleri RB-2 (3x10™ M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (5x107 M) ile 6n kastirma olusturuldu. Kasilma stabil oluncaya kadar
beklendikten sonra CTP 10° M ‘'dan 10° M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak
uygulandi. RB-2, CTP'nin 6n kastirilmig gastrik fundus dokularinda olusturdugu
gevseme cevaplarinda higbir degisiklik olusturmadi.
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Sekil 4.10. CTP (10°, 10°, 10, 10 M)'nin karbakol (5x10”" M) ile 6n kastirilmis dokuda,RB-2 (3x107°
M) varliginda ve yoklugundaki kiimiilatif etkileri. RB-2, CTP'nin gastrik fundus iizerindeki gevsetici
etkisine bir degisiklik yapmamugtir. istatistiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi ve post hoc test
olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi (n=8).

4.1.11. NF 449'un Karbakol ile On Kastinlmis Gastrik Fundus Dokusunda
CTP'nin Olusturdugu Gevseme Cevaplarina Etkisi

Sican gastrik fundus seritleri NF 449 (2x10™ M) ile bir saat inkiibe edildikten
sonra karbakol (5x10”" M) ile 6n kastirma olusturuldu. Kasilma stabil oluncaya kadar
beklendikten sonra CTP 10° M ‘dan 10° M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak
uygulandi. NF 449, CTP'nin 6n kastirilmis gastrik fundus dokularinda olusturdugu
gevseme cevaplarinda hicbir degisiklik olusturmada.
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Sekil 4.11. CTP (10, 10, 10 10 M)'nin karbakol (5x10” M) ile 6n kastirilmug dokuda, NF 449 (2x10°
® M) varhginda ve yoklugundaki kiimiilatif etkileri. NF 449, CTP'nin gastrik fundus iizerindeki gevsetici
etkisine bir degisiklik yapmamustir. istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ve post hoc test
olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi (n=8).
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4.1.12. NF 110'un Karbakol ile On Kastinlmis Gastrik Fundus Dokusunda
CTP'nin Olusturdugu Gevseme Cevaplarina Etkisi

Sigan gastrik fundus seritleri NF 110 (2x10®° M) ile bir saat inkiibe edildikten
sonra karbakol (5x107 M) ile 6n kastirma olusturuldu. Kasilma stabil oluncaya kadar
beklendikten sonra CTP 10° M ‘'dan 10° M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak

uygulandi. NF 110, CTP'nin 6n kastirilmis gastrik fundus dokularinda olusturdugu
gevseme cevaplarinda hicbir degisiklik olusturmada.
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Sekil 4.12. CTP (10, 10, 10, 10 M)'nin karbakol (5x10” M) ile 6n kastirilmug dokuda, NF 110 (2x10°
> M) varliginda ve yoklugundaki kiimiilatif etkileri. NF 110, CTP'nin gastrik fundus iizerindeki gevsetici
etkisine bir degisiklik yapmamustir. istatistiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi ve post hoc test
olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi (n=8).

4.1.13. Brilliant Blue G'nin Karbakol ile On Kastirlmis Gastrik Fundus
Dokusunda CTP'nin Olusturdugu Gevseme Cevaplarina Etkisi

Sican gastrik fundus seritleri BBG (2x10™ M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (5x107 M) ile 6n kastirma olusturuldu. Kasilma stabil oluncaya kadar
beklendikten sonra CTP 10° M ‘'dan 10° M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak
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uygulandi. BBG, CTP'nin 6n kastirilmis gastrik fundus dokularinda olusturdugu
gevseme cevaplarinda hicbir degisiklik olusturmada.
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Sekil 4.13. CTP (10°, 10, 10, 10 M)'nin karbakol (5x107 M) ile 6n kastirilmis dokuda, BBG (2x107°
M) varliginda ve yoklugundaki kiimiilatif etkileri. BBG, CTP'nin gastrik fundus iizerindeki gevsetici
etkisine bir degisiklik yapmamugtir. istatistiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi ve post hoc test
olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi (n=8).

4.2. Trakea Bulgular:

4.2.1. CTP'nin izole Sican Trakeasi Uzerine Etkileri

Izole sigan trakea halkalar1 iizerinde maksimum kasilma cevaplar1 olusturmak igin
80 mM konsantrasyonunda KCl uygulandiktan sonra dokular dinlendirildi ve sirasiyla
10'6, 10'5, 10'4, 10°M konsantrasyonlarinda CTP uygulandi. CTP, sigan trakea halkalar1
tizerinde konsantrasyon bagimli olarak minyatiir kasilma cevaplart olugturdu. Kasilma

degerleri 80 mM KCIl cevabinin yiizdesi olrak ifade edildi.
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Sekil 4.14. izole sigan trakeasi iizerinde CTP (10° 10° 10% 103 Mynin etkileri. CTP artan
konsantrasyonlarda uygulandi. Her bir konsantrasyonda maksimum doku kasilmasi elde edinceye kadar
ilaca maruz birakildi. Bu siire yaklagik 5-10 dakika idi. Kararli kasilmalar elde edildikten sonra dokular
taze Krebs soliisyonu ile yikandi ve bir sonraki konsantrasyon uygulayincaya kadar 20 dakika inkiibe
edildi. 10® M CTP KCI kasilmasinin %12'si kadar kasilma olusturdu. istatistiksel analiz i¢in tek yonlii
varyans analizi ve post hoc test olarak Dunnett's Multiple Comparison testi kullanildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak ifade edildi (n=50).

4.2.2. Non-selektif P2 Reseptor Antagonisti Suraminin Trakeadaki CTP

Kasilmalarma Etkileri

CTP (10'6, 10'5, 10'4, 10° M)nin sigan trakea preparatlarinda olusturdugu
konsantrasyon bagimli bireysel kasilma cevaplari, P2 reseptér antagonisti Suramin
(2x10™* M) varliginda ve yoklugunda tekrarlandi. Suramin, kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda CTP'nin olusturdugu kasilma cevaplarini degistirmedi.
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Sekil 4.15. CTP (10°°, 10°, 10 10 M)'nin suramin (2x10* M) varliginda ve yoklugunda izole sigan
trakeas1 lizerine etkileri. Suramin, CTP'nin trakea tizerindeki kasilma etkisi tizerinde bir degisiklik
yapmamustir. Istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi
kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi (n=10).

4.2.3. P1 Reseptor Antagonisti 8-(siilfo) Fenil Teofilinin Trakeadaki CTP

Kasilmalarma Etkileri

CTP (10° 10°, 10* 10® M)nin sican trakea preparatlarinda olusturdugu
konsantrasyon bagimli bireysel kasilma cevaplari, P1 reseptor antagonisti 8-sPT (2x10™*
M) varliginda ve yoklugunda tekrarlandi. 8-sPT, kontrol grubu ile karsilastirildiginda

CTP'nin olusturdugu kasilma cevaplarini degistirmedi.
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Sekil 4.16. CTP (10, 10°, 10 10° M)'nin 8-sPT (2x10* M) varhginda ve yoklugunda izole sican
trakeas1 tizerine etkileri. 8-SPT, CTP'nin trakea tizerindeki kasilma etkisi fizerinde bir degisiklik
yapmamustir. Istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi
kullanild1. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi (n=8).

4.2.4. P2Y Reseptor Antagonisti Reactive Blue 2'nin CTP'nin izole Sican
Trakeadaki CTP Kasilmalarina Etkileri

CTP (10'6, 10°, 10* 10° M)nin sigan trakea preparatlarinda olusturdugu
konsantrasyon bagimli bireysel kasilma cevaplari, P2Y reseptor antagonisti Reactive
Blue 2 (3x10° M) varliginda ve yoklugunda tekrarlandi. RB-2, kontrol grubu ile

karsilastirildiginda CTP'nin olusturdugu kasilma cevaplarint degistirmedi.
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Sekil 4.17. CTP (10, 10°, 10 10° M)'nin RB-2 (3x10° M) varliginda ve yoklugunda izole sican
trakeas1 lizerine etkileri. RB-2, CTP'nin trakea iizerindeki kasilma etkisi lizerinde bir degisiklik
yapmamustir. Istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi
kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi (n=8).
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4.2.5. P2X; Reseptor Antagonisti NF 449'un Trakeadaki CTP Kasilmalarina
Etkileri

CTP (10° 10°, 10* 10® M)nin sican trakea preparatlarinda olusturdugu
konsantrasyon bagimli bireysel kasilma cevaplari, P2X; reseptor antagonisti NF 449
(2xlO'5 M) varliginda ve yoklugunda tekrarlandi. NF 449, kontrol grubu ile

karsilastirildiginda CTP'nin olusturdugu kasilma cevaplarini degistirmedi.
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Sekil 4.18. CTP (10°®, 10°®, 10, 10 M)'nin NF-449 varhginda ve yoklugunda izole si¢an trakeas iizerine
etkileri. NF-449, CTP'nin trakea iizerindeki kasilma etkisine bir degisiklik yapmanustir. Istatistiksel
analiz: One-way analysis of variance (One-way ANOVA); post hoc: Bonferroni. Veriler ortalama +

Standart Hata olarak ifade edildi (2x10™° M n=9).

4.2.6. P2X3; Reseptor Antagonisti NF 110'un Trakeadaki CTP Kasilmalarina
Etkileri

CTP (10° 10°, 10* 10® M)nin sican trakea preparatlarinda olusturdugu

konsantrasyon bagimli bireysel kasilma cevaplari, P2X3 reseptor antagonisti NF 110

61



(2x10° M) varhginda ve yoklugunda tekrarlandi. NF 110, kontrol grubu ile

karsilastirildiginda CTP'nin olusturdugu kasilma cevaplarini degistirmedi.
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Sekil 4.19. CTP (10, 10°®, 10, 10 M)nin NF 110 (2x10° M) varhginda ve yoklugunda izole sigan
trakeas1 lzerine etkileri. NF 110, CTP'nin trakea iizerindeki kasilma etkisi lizerinde bir degisiklik
yapmamustir. Istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi
kullanild1. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi (n=8).

42.7. P2X; Reseptor Antagonisti Brilliant Blue G'nin Trakeadaki CTP

Kasilmalarina Etkileri

CTP (10° 10°, 10* 10® M)nin sican trakea preparatlarinda olusturdugu
konsantrasyon bagimli bireysel kasilma cevaplari, P2X; reseptor antagonisti Brilliant
Blue G (2x10° M) varhginda ve yoklugunda tekrarlandi. BBG, kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda CTP'nin olusturdugu kasilma cevaplarini degistirmedi.
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Sekil 4.20. CTP (10°°, 10°°, 10", 10 M)'nin BBG varhiginda ve yoklugunda izole sigan trakeasi iizerine
etkileri. BBG, CTP'nin trakea iizerindeki kasilma etkisine bir degisiklik yapmamustir. Istatistiksel analiz:
One-way analysis of variance (One-way ANOVA); post hoc: Bonferroni. Veriler ortalama + Standart
Hata olarak ifade edildi (2x10®° M n=8).

4.2.8. Suramin'in Karbakol ile On Kastirllmis Trakea Dokusunda CTP'nin

Olusturdugu Gevseme Cevaplarina Etkisi

Sican trakea halkalar1 suramin (2x10™* M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (10® M) ile 6n kastirma olusturuldu. Kasilma stabil oluncaya kadar
beklendikten sonra CTP 10® M 'dan 10® M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak
uygulandi. CTP trakea dokularinda konsantrasyon bagimli olarak minyatiir gevsemeler
olusturdu, ancak bu gevsemeler CTP'nin kullanilan maksimum konsantrasyonunda dahi
karbakol kasilmasiin %15-20'si arasinda gevsemeler olusturdu. Suramin, CTP'nin 6n
kastirilmis trakea dokularinda olusturdugu gevseme cevaplarinda hicbir degisiklik

olusturmadi.

63



—a— Kontrol
--0-- Suramin

% Karbakol

-7 -6 ;3 -4 -3 -2
Log CTP [M]

Sekil 4.21. CTP (10, 10°®°, 10, 10 M)'nin karbakol (10°® M) ile 6n kastirilmis dokuda, suramin (2x10*
M) varliginda ve yoklugundaki kiimiilatif etkileri. Suramin, CTP'nin trakea dokular {izerindeki gevsetici
etkisine bir degisiklik yapmamistir. Istatistiksel analiz: One-way analysis of variance (One-way
ANOVA); post hoc: Bonferroni. Veriler ortalama + Standart Hata olarak ifade edildi (n=8).

4.2.9. 8-(siilfo) Fenil Teofilin'in Karbakol ile On Kastirllmis Trakea Dokusunda
CTP'nin Olusturdugu Gevseme Cevaplarina EtKisi

Sigan trakea halkalari 8 sPT (2x10™ M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (10® M) ile 6n kastirma olusturuldu. Kasilma stabil oluncaya kadar
beklendikten sonra CTP 10° M ‘'dan 10° M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak
uygulandi. 8-sPT, CTP'nin 6n kastirilmis trakea dokularinda olusturdugu gevseme

cevaplarinda hi¢bir degisiklik olusturmadi.
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Sekil 4.22. CTP (10, 10°, 10, 10 M)'nin karbakol (10° M) ile 6n kastirilmis dokuda, 8-sPT (2x10*
M) varliginda ve yoklugundaki kiimiilatif etkileri. 8-SPT, CTP'nin trakea dokular: iizerindeki gevsetici
etkisine bir degisiklik yapmamustir. Istatistiksel analiz: One-way analysis of variance (One-way
ANOVA); post hoc: Bonferroni. Veriler ortalama + Standart Hata olarak ifade edildi (n=8).

4.2.10. Reactive Blue 2'nin Karbakol ile On Kastirlmis Trakea Dokusunda
CTP'nin Olusturdugu Gevseme Cevaplaria Etkisi

Sigan trakea halkalart RB-2 (3x10™° M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (10® M) ile 6n kastirma olusturuldu. Kasilma stabil oluncaya kadar
beklendikten sonra CTP 10° M ‘'dan 10° M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak

uygulandi. RB-2, CTP'nin 6n kastirilmis trakea dokularinda olusturdugu gevseme
cevaplarinda hig¢bir degisiklik olusturmadi.
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Sekil 4.23. CTP (10, 10, 10, 10 M)'nin karbakol (10° M) ile 6n kastirilmis dokuda, RB-2 (3x10° M)
varliginda ve yoklugundaki kiimiilatif etkileri. RB-2, CTP'nin trakea dokulari iizerindeki gevsetici
etkisine bir degisiklik yapmanustir. Istatistiksel analiz: One-way analysis of variance (One-way
ANOVA); post hoc: Bonferroni. Veriler ortalama + Standart Hata olarak ifade edildi (n=8).

4.2.11. NF 449'un Karbakol ile On Kastirlmis Trakea Dokusunda CTP'nin
Olusturdugu Gevseme Cevaplarina Etkisi

Sican trakea halkalar1 NF 449 (2x10'5 M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (10® M) ile 6n kastirma olusturuldu. Kasilma stabil oluncaya kadar
beklendikten sonra CTP 10° M 'dan 10° M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak
uygulandi. RB-2, CTP'nin 6n kastirilmis trakea dokularinda olusturdugu gevseme
cevaplarinda hig¢bir degisiklik olusturmada.
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Sekil 4.24. CTP (10°, 10, 10, 10 M)'nin karbakol (10°® M) ile 6n kastirilmis dokuda, NF 449 (2x107°
M) varliginda ve yoklugundaki kiimiilatif etkileri. NF 449, CTP'nin trakea dokular1 tizerindeki gevsetici
etkisine bir degisiklik yapmamustir. Istatistiksel analiz: One-way analysis of variance (One-way
ANOVA); post hoc: Bonferroni. Veriler ortalama + Standart Hata olarak ifade edildi (n=8).

4.2.12. NF 110'un Karbakol ile On Kastirlmis Trakea Dokusunda CTP'nin
Olusturdugu Gevseme Cevaplarina Etkisi

Sigan trakea halkalart NF 110 (2x10™ M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (10® M) ile 6n kastirma olusturuldu. Kasilma stabil oluncaya kadar
beklendikten sonra CTP 10° M ‘'dan 10° M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak
uygulandi. NF 110, CTP'nin 6n kastirilmis trakea dokularinda olusturdugu gevseme
cevaplarinda hi¢bir degisiklik olusturmadi.
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Sekil 4.25. CTP (10°, 10, 10, 10 M)'nin karbakol (10°® M) ile 6n kastirilmis dokuda, NF 110 (2x107°
M) varliginda ve yoklugundaki kiimiilatif etkileri. NF 110, CTP'nin trakea dokular1 iizerindeki gevsetici
etkisine bir degisiklik yapmanustir. Istatistiksel analiz: One-way analysis of variance (One-way
ANOVA); post hoc: Bonferroni. Veriler ortalama + Standart Hata olarak ifade edildi (n=8).

4.2.13. Brilliant Blue G'nin Karbakol ile On Kastirllmis Trakea Dokusunda
CTP'nin Olusturdugu Gevseme Cevaplarina Etkisi

Sigan trakea halkalart BBG (2x10° M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (10® M) ile 6n kastirma olusturuldu. Kasilma stabil oluncaya kadar
beklendikten sonra CTP 10° M ‘'dan 10° M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak

uygulandi. BBG, CTP'nin 6n kastirilmig trakea dokularinda olusturdugu gevseme
cevaplarinda hi¢bir degisiklik olusturmada.
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Sekil 4.26. CTP (10, 10°®°, 10, 10" M)'nin karbakol (10°® M) ile 6n kastirilnug dokuda, BBG (2x10™° M)
varliginda ve yoklugundaki kiimiilatif etkileri. BBG, CTP'nin trakea dokulari iizerindeki gevsetici etkisine
bir degisiklik yapmamustir. Istatistiksel analiz: One-way analysis of variance (One-way ANOVA); post
hoc: Bonferroni. Veriler ortalama + Standart Hata olarak ifade edildi (n=8).

4.3. Mesane Bulgular

4.3.1. CTP'nin izole Sican Mesanesi Uzerine Etkileri

Izole sigan mesane seritleri sirasiyla 10°, 10°, 10% 10° M konsantrasyonlarinda
CTP uygulandi. Sican mesane dokularmmin CTP'ye verdikleri kasilma cevabi mide
fundus ve trakea cevaplarindan daha farkli oldugu gozlendi. Mesane dokularmin
kendine 6zgii spontan cevaplart vardi ve CTP'in her uygulamasinda kisa siireli cevaplar

olustugu gozlemlendi. CTP, izole sigan mesane seritleri iizerinde konsantrasyon bagimli

olarak kasilma cevaplari olusturdu.
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Sekil 4.27. izole sican mesanesi sirkiiler seritlerinde CTP (10°, 10°, 10, 10 M)'nin etkileri. CTP artan
konsantrasyonlarda uygulandi. Her bir konsantrasyonda maksimum doku kasilmasi elde edinceye kadar
ilaca maruz birakildi. Bu siire yaklasik 5-10 dakika idi. Kararli kasilmalar elde edildikten sonra dokular
taze Krebs soliisyonu ile yikandi ve bir sonraki konsantrasyon uygulayincaya kadar 20 dakika inkiibe
edildi. 10° M CTP KCl kasilmasinin %30'u kadar kasilma olusturdu. istatistiksel analiz i¢in tek yonlii
varyans analizi ve post hoc test olarak Dunnett's Multiple Comparison testi kullanildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak ifade edildi (n=51).

4.3.2. Non-selektif P2 Reseptor Antagonisti Suramin'in Mesanedeki CTP

Kasilmalarma Etkileri

Izole sican mesane dokularinda CTP (10'6, 10°, 10* 103 M) ile olusturulan
konsantrasyon bagimli kasiima cevaplari P2 reseptdr antagonisti suramin (2x10™ M)
varhginda tekrar edildi. 10® M CTP'n olusturdugu kasilmay:1 suramin istatistiksel

bakimdan anlamli olarak inhibe etti.
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Sekil 4.28. CTP (10, 10°, 10* 10 M)nin suramin varhiginda ve yoklugunda izole sigan mesanesi
iizerine etkileri. Suramin, CTP'nin kasilma etkisini anlaml1 sekilde inhibe etti. istatistiksel analiz i¢in tek
yonlii varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata
olarak ifade edildi (2x10* M n=10). **: P<0.01.

4.3.3. P1 Reseptor Antagonisti 8-(siilfo) Fenil Teofilin'in P2X; Mesanedeki CTP

Kasilmalarma Etkileri

[zole sican mesane dokularinda CTP (10°, 10, 10® 10 M) ile olusturulan
konsantrasyon bagimli kasilma cevaplar1 P1 reseptdr antagonisti olan 8-sPT (2x10™ M)
varliginda tekrar edildi. CTP'nin olusturdugu kasilma cevaplari {izerinde 8-SPT

istatistiksel bakimdan anlamli bir degisiklik yapmada.
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Sekil 4.29. CTP (10, 10, 10, 10°° M)'nin 8-sPT varliginda ve yoklugunda izole sigan mesanesi iizerine
etkileri. 8-sPT, CTP'nin mesane iizerindeki kasilma etkisi tizerinde bir degisiklik yapmamustir. istatistiksel
analiz igin tek yonli varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak ifade edildi (2x10* M n=8).

43.4. P2Y Reseptor Antagonisti Reactive Blue 2'nin Mesanedeki CTP

Kasilmalarma Etkileri

Izole sican mesane dokularinda CTP (10'6, 10°, 10* 103 M) ile olusturulan
konsantrasyon bagimli bireysel kasilma cevaplart P2Y reseptdr antagonisti olan
Reactive Blue 2 (3x10™° M) varliginda tekrar edildi. 10° M CTP'in olusturdugu kasilma

cevaplarinin Reactive Blue 2 tarafindan anlamli sekilde inhibe edildigi gézlemlendi.

72



a1
o
1

= —a— Kontrol
£ 4o ~-0--RB-2
Z
< 30-
2
O 20f
£
X 10+
oL
L 1 1 1 1 J
-7 6 5 -4 3 2

Log CTP [M]

Sekil 4.30. CTP (10, 10°®, 10, 10 M)'nin RB-2 varliginda ve yoklugunda izole sigan mesanesi iizerine
etkileri. RB-2, CTP'nin kasilma etkisini anlamli sekilde inhibe etti. istatistiksel analiz i¢in tek yonlii
varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak
ifade edildi (3x10° M n=8). ***: P<0.01.

4.3.5. P2X; Reseptor Antagonisti NF 449'un Mesanedeki CTP Kasilmalarina
Etkileri

Izole sigan mesane dokularinda CTP (10’6, 10°, 10*, 107 M) ile olusturulan
konsantrasyon bagimli bireysel kasilma cevaplar1 P2X; reseptor antagonisti olan NF
449 (2x10° M) varliginda tekrar edildi. 10 ve 10* M CTP'nin olusturdugu kasilma
cevaplar1 NF 449 tarafindan anlamli sekilde inhibe edildigi gozlemlendi.
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Sekil 4.31. CTP (10°, 10, 10* 10 M)nin NF 449 varhiginda ve yoklugunda izole sican mesanesi
lizerine etkileri. NF 449, CTP'nin kasilma etkisini anlamli sekilde inhibe etti. istatistiksel analiz icin tek
yonlii varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata
olarak ifade edildi (2x10° M n=8). **: P>0.01, ***: P<0.001.

4.3.6. P2X3; Reseptor Antagonisti NF 110'un Mesanedeki CTP Kasilmalarina
Etkileri

[zole sican mesane dokularinda CTP (10’6, 10'5, 10'4, 10° M) ile olusturulan
konsantrasyon bagimli bireysel kasilma cevaplart P2X; reseptor antagonisti NF 110
(2x10™ M) varliginda tekrar edildi. CTP'm olusturdugu kasilma cevaplari iizerinde P2Xs
reseptor antagonisti NF 110 istatistiksel bakimdan anlaml bir degisiklik yapmadi.
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Sekil 4.32. CTP (10°, 10, 10*, 10 M)nin NF 110 varhginda ve yoklugunda izole sigan mesanesi
iizerine etkileri. NF 110, CTP'nin mesane iizerindeki kasilma etkisi tizerinde bir degisiklik yapmamuistir.
istatistiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler
ortalama + standart hata olarak ifade edildi (2x10° M n=8).

4.3.7. P2X; Reseptor Antagonisti Brilliant Blue G'nin Mesanedeki CTP

Kasilmalarma Etkileri

Izole sican mesane dokularinda CTP (10‘6, 10‘5, 10‘4, 10° M) ile olusturulan
konsantrasyon bagimli bireysel kasilma cevaplari P2X; reseptor antagonisti Brilliant
Blue G (2x10° M) varliginda tekrar edildi. CTP'nin olusturdugu kasilma cevaplari

tizerinde P2X; reseptdr antagonisti GBB istatistiksel bakimdan anlamli bir degisiklik

yapmadi.
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Sekil 4.33. CTP (10, 10°, 10 10 M)'nin BBG varhiginda ve yoklugunda izole sigan mesanesi iizerine
etkileri. BBG, CTP'nin mesane iizerindeki kasilma etkisi iizerinde bir degisiklik yapmamustir. istatistiksel
analiz igin tek yonli varyans analizi ve post hoc test olarak Bonferoni testi kullanildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak ifade edildi (2x10”° M n=8).

4.3.8. Suramin'in Karbakol ile On Kastilmis Mesane Dokusunda CTP'nin

Olusturdugu Cevaplara Etkisi

Sigan mesane seritleri suramin (2);10'4 M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (10 M) ile 6n kastirma olusturuldu. Karbakol kasilmas ile birlikte spontan
aktivitelerde de artis goriildii. Spontan aktiviteler stabil oluncaya kadar beklendikten
sonra CTP 10 M 'dan 10 M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak uygulandi. flging
olarak CTP, bifazik cevap paterni olusturdu; soyleki, karbakol 6n kastirilmasina ragmen
CTP, once ilave bir fazik kasilma, bunu takiben nisbeten daha yavas gelisen ve diisiik
amplitidlii bir gevseme cevabi meydana getirdi. Suramin, CTP'nin karbakol ile 6n

kastirilmis mesane dokularinda olusturdugu gevsetici cevaplari anlamli olarak baskiladi.
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Sekil 4.34. CTP (kiimiilatif, 10, 10°°, 10, 10 M)"nin karbakol (10° M) ile 6n kastirilmis mesane
sirkiiler seritlerinde, suramin (2x10 M) varliginda ve yoklugundaki etkileri. CTP, bifazik cevap paterni
olusturdu; once karbakol kasilmasina ilaveten fazik bir kasilma ve bunu takiben nisbeten daha yavas
gelisen ve diisiik amplitiidlii bir gevseme cevabir meydana getirdi. Suramin, CTP'nin karbakol ile 6n
kastirilmig mesane dokularinda olusturdugu gevsetici cevaplari anlamli olarak baskiladi. CTP
uygulamasindan sonra gelisen cevap paterni, orijinal kontrol grubu trasesi ile gosterilmistir. Istatistiksel
analiz: One-way analysis of variance (One-way ANOVA); post hoc: Bonferroni. Veriler ortalama =+
Standart Hata olarak ifade edildi (n=8).

4.3.9. 8-(siilfo) Fenil Teofilin'in Karbakol ile On Kastirllmis Mesane Dokusunda
CTP'nin Olusturdugu Cevaplara Etkisi

Sican mesane seritleri 8-SPT (2X10'4 M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (10° M) ile 6n kastirma olusturuldu. Karbakol kasilmas: ile birlikte spontan
aktivitelerde de artig goriildii. Spontan aktiviteler stabil oluncaya kadar beklendikten
sonra CTP 10° M 'dan 10° M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak uygulandi. flging
olarak CTP, bifazik cevap paterni olusturdu; soyleki, karbakol 6n kastirilmasina ragmen
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Sekil 4.35. CTP (kiimiilatif, 10, 10°°, 10, 10" M)'nin karbakol (10 M) ile 6n kastirilmis mesane
sirkiiler seritlerinde, 8-sPT (2x10™ M) varhginda ve yoklugundaki etkileri. CTP, bifazik cevap paterni
olusturdu; 6nce karbakol kasilmasina ilaveten fazik bir kasilma ve bunu takiben nisbeten daha yavas
gelisen ve diisiik amplitiidlii bir gevseme cevabi meydana getirdi. 8-SPT, CTP'nin karbakol ile 6n
kastirilmis mesane dokularinda olusturdugu gevsetici cevaplar etkilemedi. Istatistiksel analiz: One-way

analysis of variance (One-way ANOVA); post hoc: Bonferroni. Veriler ortalama + Standart Hata olarak
ifade edildi (n=8).

4.3.10. Reactive Blue 2'min Karbakol ile On Kastinlmis Mesane Dokusunda

CTP'nin Olusturdugu Cevaplara Etkisi

Sican mesane seritleri RB-2 (3x10™ M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (10° M) ile 6n kastirma olusturuldu. Karbakol kasilmasi ile birlikte spontan
aktivitelerde de artig goriildii. Spontan aktiviteler stabil oluncaya kadar beklendikten
sonra CTP 10° M 'dan 10° M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak uygulandi. flging
olarak CTP, bifazik cevap paterni olusturdu; soyleki, karbakol 6n kastirilmasina ragmen

CTP, once ilave bir fazik kasilma, bunu takiben nisbeten daha yavas gelisen ve diisiik
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amplitiidli bir gevseme cevabi meydana getirdi. RB-2, CTP'nin karbakol ile 6n

kastirilmis mesane dokularinda olusturdugu gevsetici cevaplar etkilemedi.
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Sekil 4.36. CTP (kiimiilatif, 10°, 10°, 10 10° M)nin karbakol (10° M) ile 6n kastirilmis mesane
sirkiiler seritlerinde, RB-2 (3x10™ M) varhiginda ve yoklugundaki etkileri. CTP, bifazik cevap paterni
olusturdu; once karbakol kasilmasina ilaveten fazik bir kasilma ve bunu takiben nisbeten daha yavas
gelisen ve diisiik amplitidli bir gevseme cevabi meydana getirdi. RB-2, CTP'nin karbakol ile 6n
kastirilmis mesane dokularinda olusturdugu gevsetici cevaplar etkilemedi. Istatistiksel analiz: One-way
analysis of variance (One-way ANOVA); post hoc: Bonferroni. Veriler ortalama + Standart Hata olarak
ifade edildi (n=8).

4.3.11. NF 449'un Karbakol ile On Kastirlmis Mesane Dokusunda CTP'nin
Olusturdugu Cevaplara Etkisi

Sican mesane seritleri NF 449 (2x10° M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (10° M) ile n kastirma olusturuldu. Karbakol kasilmasi ile birlikte spontan
aktivitelerde de artis goriildii. Spontan aktiviteler stabil oluncaya kadar beklendikten
sonra CTP 10° M 'dan 10 M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak uygulandi. flging
olarak CTP, bifazik cevap paterni olusturdu; soyleki, karbakol 6n kastirilmasina ragmen

CTP, once ilave bir fazik kasilma, bunu takiben nisbeten daha yavag gelisen ve diisiik
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amplitiidlii bir gevseme cevabi meydana getirdi. NF 449, CTP'nin karbakol ile 6n

kastirilmis mesane dokularinda olusturdugu gevsetici cevaplar etkilemedi.
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Sekil 4.37. CTP (kiimiilatif, 10, 10, 10 10° M)nin karbakol (10° M) ile 6n kastirilmis mesane
sirkiiler seritlerinde, NF 449 (2x10®° M) varhginda ve yoklugundaki etkileri. CTP, bifazik cevap paterni
olusturdu; once karbakol kasilmasina ilaveten fazik bir kasilma ve bunu takiben nisbeten daha yavas
gelisen ve diisiik amplitiidli bir gevseme cevabi meydana getirdi. NF 449, CTP'nin karbakol ile 6n
kastirilmis mesane dokularinda olusturdugu gevsetici cevaplar etkilemedi. Istatistiksel analiz: One-way
analysis of variance (One-way ANOVA); post hoc: Bonferroni. Veriler ortalama + Standart Hata olarak
ifade edildi (n=8).

4.3.12. NF 110'un Karbakol ile On Kastirilmis Mesane Dokusunda CTP'nin
Olusturdugu Cevaplara Etkisi

Sigan mesane seritleri NF 110 (2X10'5 M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (10° M) ile 6n kastirma olusturuldu. Karbakol kasilmasi ile birlikte spontan
aktivitelerde de artis goriildii. Spontan aktiviteler stabil oluncaya kadar beklendikten
sonra CTP 10° M 'dan 10° M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak uygulandi. flging
olarak CTP, bifazik cevap paterni olusturdu; sdyleki, karbakol 6n kastirilmasina ragmen
CTP, once ilave bir fazik kasilma, bunu takiben nisbeten daha yavas gelisen ve diisiik
amplitiidlii bir gevseme cevabi meydana getirdi. NF 110, CTP'nin karbakol ile 6n

kastirilmis mesane dokularinda olusturdugu gevsetici cevaplar etkilemedi.
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Sekil 4.38. CTP (kiimiilatif, 10, 10°, 10 10° M)nin karbakol (10° M) ile 6n kastirilmis mesane
sirkiiler seritlerinde, NF 110 (2x10®° M) varhginda ve yoklugundaki etkileri. CTP, bifazik cevap paterni
olusturdu; once karbakol kasilmasina ilaveten fazik bir kasilma ve bunu takiben nisbeten daha yavas
gelisen ve diisiik amplitiidlii bir gevseme cevabi meydana getirdi. NF 110, CTP'nin karbakol ile 6n
kastirilmis mesane dokularinda olusturdugu gevsetici cevaplari etkilemedi. Istatistiksel analiz: One-way
analysis of variance (One-way ANOVA); post hoc: Bonferroni. Veriler ortalama + Standart Hata olarak
ifade edildi (n=8).

4.3.13. Brilliant Blue G'nin Karbakol ile On Kastirllnis Mesane Dokusunda
CTP'nin Olusturdugu Cevaplara Etkisi

Sican mesane seritleri BBG (2x10° M) ile bir saat inkiibe edildikten sonra
karbakol (10° M) ile 6n kastirma olusturuldu. Karbakol kasilmasi ile birlikte spontan
aktivitelerde de artis goriildii. Spontan aktiviteler stabil oluncaya kadar beklendikten
sonra CTP 10 M 'dan 10" M konsantrasyona kadar kiimiilatif olarak uyguland:. ilging
olarak CTP, bifazik cevap paterni olusturdu; soyleki, karbakol 6n kastirilmasina ragmen
CTP, once ilave bir fazik kasilma, bunu takiben nisbeten daha yavas gelisen ve diisiik
amplitiidli bir gevseme cevabi meydana getirdi. BBG, CTP'nin karbakol ile 6n

kastirilmis mesane dokularinda olusturdugu gevsetici cevaplar etkilemedi.
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Sekil 4.39. CTP (kiimiilatif, 10°, 10°, 10 10 Mynin karbakol (10° M) ile 6n kastirilmis mesane
sirkiiler seritlerinde, BBG (2x10° M) varliginda ve yoklugundaki etkileri. CTP, bifazik cevap paterni
olusturdu; once karbakol kasilmasina ilaveten fazik bir kasilma ve bunu takiben nisbeten daha yavas
gelisen ve disiik amplitiidlii bir gevseme cevabi meydana getirdi. BBG, CTP'nin karbakol ile 6n
kastirilmis mesane dokularinda olusturdugu gevsetici cevaplar1 etkilemedi. Istatistiksel analiz: One-way

analysis of variance (One-way ANOVA); post hoc: Bonferroni. Veriler ortalama + Standart Hata olarak
ifade edildi (n=8).
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5. TARTISMA

Bir niikleotid trifosfat yapisinda olan CTP'nin, cesitli niikleotidler tarafindan
aktive edilen piirinerjik reseptorler iizerinden etki gosterdigi bilinmektedir. Plirinerjik
sistemin gastrointestinal, tirogenital ve solunum sisteminde olduk¢a yogun oldugu
bilinmektedir. Bu sistemlere ait diiz kaslarinda da piirinerjik reseptorlerin yogun olarak
bulundugu gosterilmistir (8). Ancak bir niikleotid trifosfat olan CTP'nin sigan gastrik
fundusu, mesanesi ve trakea diiz kaslar1 tizerindeki etkileri heniiz incelenmemistir.
Bundan dolay1, bu ¢alismada CTP'nin s6z konusu sistemlere ait diiz kaslarda nasil bir
etki olusturdugu ve bu etkilere hangi tiir piirinerjik reseptorlerin (ve alt tiplerinin)

aracilik ettigini aragtirdik.

Gastrik fundus longitiidinal diiz kaslar1 iizerinde yapilan calismalarda ATP'nin
P2X reseptorleri araciligiyla gevseme cevaplari olusturdugu ortaya konulmustur. Bu
bulguya zit olarak sigan sirkiiler diiz kaslar1 {izerinde yapilan ¢alismalarda ATP, ADP,
UTP, 2-MeSATP gibi piirinerjik agonistlerin kasilma cevaplart olusturduguna isaret
edilmistir Ki (81, 82); bu bulgular bizim ¢alismamizi1 destekler niteliktedir ¢iinkii bizim
calisgmada CTP, izole sigan gastrik fundus sirkiiler kaslarinda konsantrasyon-bagimli
kasilmalar olusturdu. Buna ilaveten, CTP'nin gastrik fundus dokusu iizerindeki
piirinerjik reseptorlerin hangi alt tipini aktive ederek etki olusturdugunu arastirmak
amaciyla bazi piirinerjik reseptor alt tiplerinin antagonistleri varliginda CTP'nin
etkilerini (kasilma/gevseme) arastirdik. CTP'nin 10 M konsantrasyonda gastrik fundus
sirkiiler diiz kas {lizerindeki kasilma cevaplari, non-spesifik P2 reseptor antagonisti
suramin tarafindan inhibe edildi. Bu bulgu gastrik fundus sirkiiler diiz kas dokusunda P2
reseptorlerinin varligina isaret etmektedir. Bununla birlikte 6n kastirilmig gastrik fundus
dokusunda ATP'nin olusturdugu gevseme yanitlar1 suramin tarafindan inhibe edilmis
(83) olmasina ragmen, bizim ¢aligmamizda karbakol 6n kasilmasini takiben uygulanan
CTP'nin olusturdugu gevseme cevaplari, test edilen hig bir pirinerjik reseptor
antagonisti (suramin, RB-2, 8-sPT, NF 449, NF 110 ve BBG) tarafindan etkilenmedi.

Diger taraftan P2 reseptorlerinin G proteini kenetli reseptor alt tipi olan P2Y

reseptor antagonisti RB-2 varliginda, CTP'nin gastrik fundus sirkiiler diiz kaslari
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iizerindeki kasilma cevaplari arastirildi ve RB-2'nin, CTP'nin 10 M konsantrasyondaki
kasilma cevaplarini inhibe ettigi gézlemlendi. Bu sonug, CTP'nin gastrik fundus sirkiiler
diiz kaslar1 tizerindeki etkilerine P2Y reseptorlerinin aracilik ettiginin gostermektedir.
Bu bulgularla uyumlu olarak yapilan diger bir ¢alismada CTP'nin sigan P2Y4
piirinoseptorleri ATP, UTP, GTP ve ITP tarafindan esit giicte aktive edilirken P2Y?2
piirinoseptorlerinde ise diger niikleotidlerin, ATP'den daha diisiik afinite ile etki
gosterdigi ortaya koyulmustur (84, 85).

CTP'nin sigan gastrik fundusu tlizerindeki kasilma cevaplarini baskilayan bagka bir
antagonist ise P2X1 piirinerjik reseptor antagonisti NF 449 olmustur. Bu bulgu, CTP'nin
P2X1 reseptor alt tipini de aktive ettigini gosterebilir. Daha 6nce gastrik fundus
dokularinda NF 449 ile ilgili bir calisma bulunmamaktadir fakat Burnstock sindirim
sistemi kan damarlarinin ATP ile kasilmasina P2X1 reseptor alt tiplerinin aracilik

ettigine isaret etmistir (86).

Bu ¢alismamizda P2X3 reseptor antagonisti NF 110 ve P2X7 reseptor antagonisti
BBG de kullanilmis ve bu antagonistler sican gastrik fundus sirkiiler kaslari iizerinde
CTP'nin kasilma cevaplarini degistirmemislerdir. Bu bulgu, si¢an gastrik fundus diiz

kasinda P2X3 ve P2X7 reseptorlerinin bulunmadigina isaret edebilir.

Calismada kullanilan diger bir antagonist 8-sPT'dir. ilging olarak adenozine
duyarli P1 reseptor antagonisti 8-SPT, izole si¢an gastrik fundusunda CTP'nin kasilma
cevaplarimi anlamli bir sekilde azaltmistir. Bunun sebebi tam olarak bilinmemekle
birlikte, P1 reseptorlerinin, CTP tarafindan degil fakat sitidin niikleoziti tarafindan
aktive edilebilecegini akla getirmektedir ¢iinkii CTP'yi sitidin niikleozitine doniistiiren
enzim 5 -niikleotidaz'dir ve 5'-niikleotidaz enziminin gastrointestinal kanalda yiiksek
konsantrasyonda bulundugu bilinmektedir. P1 reseptor alt tipleri olan A; ve Aoa
reseptorlerinin sitidinin etkilerine aracilik ettigi yapilan bir caligmada gosterilmistir (11,
87, 88). Ancak biz bu ¢alismada olusan kasilma cevaplarina hangi P1 alt tipinin aracilik
ettigini, elimizde P1 reseptdr alt tiplerini antagonize eden ajanlar bulunmadigindan

gosteremedik. Her bir P1 reseptor alt tipinin ilgili reseptorlere spesifik antikorlarin
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kullanildigi Western blot yontemi ile varligi ve CTP'den olast sitidin olusumu, kimyasal

yontemlerle gosterilebilir.

Calismamizda CTP'nin izole sican trakeas: Uzerindeki etkileri de arastirildi. Bu
niikleotid, maksimum olarak, karbakol kasilmasinin yaklasik % 15-20'si kadar gevseme
meydana getirdi. Ancak CTP'nin olusturdugu gevsemeleri, calismada test edilen hig bir
piirinerjik reseptor antagonisti (suramin, RB-2, 8-sPT, NF 449, NF 110 ve BBG)

etkilemedi.

Diger taraftan bazal tonus {izerine uygulanan CTP, sigan trakeasinda
konsantrasyon-bagimli kasilma cevaplari olusturdu. Ancak CTP'min olusturdugu bu
kasilma cevabi, potasyum kloriir ile olusturulan maksimum kasilma cevaplarinin
yaklasik % 10'u kadardi. Nara ve arkadaslar1 ATP'nin trakea diiz kaslar1 iizerinde az da
olsa bir kasilma cevabi olusturdugunu gozlemlemislerdir ki bu, bizim bulgularimizi
destekler niteliktedir. Ciinkii ATP ile CTP pirinerjik reseptorleri kullanan
niikleotidlerdir. Buna karsilik CTP'min degil fakat ATPmin hava yolu diiz kas
hiicrelerinde Ca®* girisini arttirarak kasilma meydana getirdigi ve buna P2X,
reseptorlerin aracilik ettigi gosterilmistir (14). CTP'nin trakea tizerindeki kasilma
cevabina aracilik eden piirinoseptor alt tiplerinin ortaya konulmasi i¢in P1 reseptdr
antagonisti 8-sPT, non-spesifik P2 reseptor antagonisti suramin, P2 reseptorlerinin G
proteini kenetli reseptor alt tipi olan P2Y reseptdr antagonisti RB-2, P2X; piirinerjik
reseptor antagonisti NF 449, P2X; reseptor antagonisti NF 110 ve P2X; reseptor
antagonisti BBG kullanildi. Test edilen hi¢ bir antagonist CTP'nin trakea diiz kaslari
tizerindeki kasilma cevaplarini degistirmedi. Bu da sigan trakeasinda P1 reseptorlerinin
P2X reseptorlerinin ve P2X;, P2X3, P2X7 gibi alt tiplerinin ve P2Y reseptorlerinin

aracilik etmedigini gostermektedir.

Bu ¢alismada CTP'nin etkisinin test edildigi bir diger doku, mesane sirkiiler
seritleridir. Ilk seride on kastirilmis dokuya CTP uygulanirken ikinci seride bazal sartlar
altindaki dokuya CTP uygulandi. Test edilen tiim mesane dokularinda spontan ritmik

aktiviteler mevcuttu ve bu ritmik aktivitelerinin amplitiidleri karbakol uygulamasin
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takiben belirgin olarak artti. Bu sartlar altinda bile CTP, belirgin fazik kasilmalar
meydana getirdi ve bu fazik cevaplari nisbeten daha yavas gelisen ve diisitk amplitiidli
bir gevseme cevabi takip etti. 10° ve 10° M konsantrasyonlarda gevseme cevaplari
olusmazken 10 ve 10°® M konsantrasyonlarda gevseme cevaplari olustu. Non-spesifik
P2 reseptOr antagonisti suramin olusan gevseme cevaplarint anlaml sekilde baskiladi.
Bu bulgu, mesanenin gevseme yanitlarinda P2 piirinoseptorlerin  rol aldigini
gOstermistir. Ancak gevseme yanitlarina G protein kenetli P2Y reseptor alt tiplerinin
aracilik ettiginin bilinmesine ragmen, P2Y reseptér blokorii RB-2 bu cevaplar
etkilemedi. Buna ilaveten RB-2 ile birlikte test edilen hi¢ bir piirinoseptdr antagonisti

gevseme cevaplarini anlamli olarak degistirmedi.

CTP, normal tonusdaki sigan mesanesi sirkiiler diiz kaslar tizerinde de, trakea ve
gastrik fundus dokularinda oldugu gibi, konsantrasyon bagimli kasilma etkileri
olusturdu. Ancak mesane sirkiiler kaslarinin CTP'ye verdigi kasilma yanitlarinin
karakterizasyonu diger doku diiz kaslarinin kasilma yanitlarindan oldukga farkliyds;
gastrik fundus ve trakeada tonik kasilmalar olustururken mesanede fazik kasilma
olusturdu. Bu cevap paterni bize CTP'nin hizli aktive ve deaktive olan iyonotropik
reseptorleri  kullanabilecegini diistindiirmektedir. Yapilan diger calismalarda da,

mesanenin piirinerjik cevaplarina iliskin belirgin farkliliklar oldugu gosterilmistir (74).

Suramin ile inkiibe edilmis mesane sirkiiler diiz kaslar1 tlizerinde CTP'nin
olusturdugu kasilmalarin suramin tarafindan baskilandig: gozlendi. Bu bulgu bize sigan
mesane dokusunda da P2X pirinoseptorlerinin varligini  gostermektedir. Bizim
caligmamizla uyumlu olarak kobay mesanesi kullanilarak yapilan bir ¢alismada CTP'nin

indiikledigi kasilma cevaplarinin suramin tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (7).

Kullanilan diger ajan P2Y reseptor antagonisti RB-2'dir. Selektif non-kompetetif
bir antagonist olan RB-2'nin P2X reseptorlerine etkisiz oldugu bilinmektedir. Buna ek
olarak yayimlanan bir calijmada ATP'nin mesanede P2X reseptorleri araciligiyla
kasilmaya aracilik ettigi, P2Y reseptorleri araciligiyla ise gevseme olusturdugu
gosterilmistir (74). Ayrica bagka bir ¢alismada da RB-2'nin sigan mesanesindeki

piirinerjik kasilmayr antagonize etmedigi bilgisi mesanede olusan kasilmaya sadece
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P2X reseptorlerinin aracilik ettigi goriisiinii destekler niteliktedir (89). Fakat bizim
calismamizda yukaridaki bilgilerin aksine CTP sican mesane diiz kaslar1 tizerinde
kasilma etkileri olusturmustur ve olusan kasilma cevaplar1 kasilmaya tek basina aracilik
ettigi diisiiniilen P2X reseptor antagonisti tarafindan baskilanmakla birlikte P2Y
reseptor antagonisti RB-2 tarafindan da baskilanmistir. Sonu¢ olarak bizim
calismamizda CTP'nin izole sigcan mesane dokulari iizerinde olusturdugu kasilmalara
yalniz P2X reseptorlerinin degil ayn1 zamanda P2Y reseptorlerinin de aracilik ettigi
anlamina gelmektedir. Bulgularimizin daha 6nce yapilan ¢alismalarla uyumsuz oldugu
goriilmekle beraber deney gruplarmin sayist artirilarak bulgular net olarak ortaya

konulmalidir.

Buna ek olarak CTP'nin mesane diiz kaslar1 {izerinde olusturdugu kasilma
cevaplart P2X; reseptor antagonisti NF 449 tarafindan da anlamli olarak inhibe
edilmistir. Bu veri CTP'nin P2X; reseptorleri iizerinden etki gosterdigini ortaya
koymakla birlikte mesane dokularinda P2X; piirinoseptor alt tipinin varliginin da bir
ispat1 niteligindedir ve kobay mesanesinde ATP tarafindan olusturulan kasilmanin NF

449 tarafindan baskilanmasi bizim ¢aligmamizla uyum gostermektedir (90).

Sican mesane sirkiiler diiz kaslar1 iizerinde kullanilan diger antagonistler P1
reseptor antagonisti olan 8-sSPT, P2X3 reseptor antagonisti NF 110 ve P2X; reseptor
antagonisti Brilliant Blue G'dir, ancak sigan mesane sirkiiler diiz kaslar1 tizerinde

CTP'nin kasilma etkilerini degistirmedikleri gozlemlenmistir.

Sonug olarak bu calismada sigan gastrik fundus, mesane ve trakea sirkiiler diiz kas
dokularinda CTP'nin konsantrasyon bagimli olarak kasilma etkileri ve karbakol ile 6n
kastirilmis dokularda da gevseme cevaplart olusturdugu ortaya konulmustur. Bu
dokularin kasilmasina ve gevsemesine aracilik eden piirinerjik reseptor alt tiplerinin
arastirilmast igin bazi antagonistler kullanilmistir. Ancak imkanlarimiz kisith
oldugundan piirinerjik reseptdr alt tipleri antagonistlerinin tamami kullanilamamuistir.
CTP'min olusturdugu kasilma etkilerine aracilik eden tiim piirinerjik reseptor alt
tiplerinin tam olarak ortaya konulabilmesi igin ileride daha kapsamli bir g¢alisma

planlanabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢aligma 2 ana seri halinde ve ii¢ ayr1 doku iizerinde yapilmistir. Bunlar,
CTP'nin sican gastrik fundus, mesane ve trakea sirkiiler diiz kaslar1 lizerinde bazi
antagonistler varhiginda ve yoklugundaki etkileri ile karbakol ile 6n kastirilmis sigan
gastrik fundus, mesane ve trakea sirkiiler diiz kaslar1 lizerinde yine bazi antagonistler
varliginda ve yoklugundaki etkileri arastirilmistir. Bu tezin c¢iktilar1 su sekilde

Ozetlenebilir:

Kullanilan her ii¢ dokuda da CTP, kastirici etki yapan bir agonisttir. Buna ilaveten
karbakol ile 6n kastirilmis gastrik fundus, mesane ve trakea dokularinda gevseme
yanitlar1 da olusturmustur. Mesane ve gastrik fundusta bu kasilmalara P2 reseptor alt
tiplerinden birisi olan P2X1 reseptorlerinin aracilik ettigi gosterilmistir. Buna ek olarak
CTP kasilmasi mesane ve gastrik fundusda da P2Y reseptor antagonisti tarafindan da
inhibe edilmistir. P1 reseptér antagonisti CTP'nin sadece gastrik fundus iizerindeki
kasilmalarint inhibe ederken, mesane ve trakeada olusturdugu kasilmalarda bir

degisiklik olusturmamustir.

Bu calismada elimizde hem P2Y reseptorlerinin hem de P1 reseptor alt tiplerinin
spesifik antagonistleri bulunmadigindan dokularda olusan kasilmalara hangi P1 ve P2Y
reseptOr alt tiplerinin aracilik ettigi gosterilememistir. Buna ilaveten P2X reseptorlerinin
mevcut olan yedi alt tipinden ancak P2X1, P2X3 ve P2X7 alt tiplerinin spesifik
antagonistleri kullanilmistir ve sadece P2X1 reseptor antagonisti her iki dokuda da
kasilmaya aracilik etmistir. Fakat diger P2X reseptor alt tiplerinin bu kasilmaya aracilik

edip etmedigi arastirilamamastir.

Elimizde mevcut olan hicbir reseptor antagonisti CTP'nin izole sican trakea diiz

kaslar iizerinde olusturdugu kasilma etkilerini degistirmemistir.
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