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OZET

Bu c¢alismada Oreksin-A’nin (OXA) iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarin1 azaltici
etkisinde duysal innervasyon ve NO aracili sistemin rolii arastirilmistir. Bu amagla Sham
grubu ve SF, OXA, L-NAME, L-NAME+OXA, Kapsaisin, KapsaisintOXA, Vagotomi,
Vagotomi+OXA uygulanan I/R gruplar1 olusturulmustur. SF grubuna 30 dk iskemi/3 saat
reperfiizyon uygulamasi ile eszamanli olarak jugular ven aracilifi ile serum fizyolojik
inflizyonu (0.01 ml/kg/dk), OXA gruplarina ise ayni1 hizda 500 pmol/kg/dk OXA infiizyonu
uygulanmustir. Kapsaisin (125 mg/kg, s.c.); duysal sinirlerin denervasyonu i¢in, L-NAME
(30 mg/kg, i.v.) ise nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitdrii olarak kullanilmistir. Vagotomi
gruplarina subdiyafragmatik bilateral vagotomi yapilmistir. Tiim gruplarda I/R sonras1 mide
mukozal kan akimi ve lezyon indeksine bakilmistir. Mide 6rnekleri toplandiktan sonra mide
dokusunda miyeloperoksidaz (MPO), CGRP, nitrit/nitrat (NOx), iNOS ve eNOS protein
Ol¢iimleri yapilmustir.

Bulgularimiz, OXA verilen hayvanlarda I/R ile olusan mukozal hasarin 6nemli
Olclide azaldigr ve kan akiminda da anlamli bir artis oldugunu gostermistir. L-NAME,
kapsaisin ve vagotomi uygulamalari I/R gruplarinda lezyon indeksi ve kan akim
degerlerinde 6nemli bir degisiklige neden olmamustir. L-NAME+OXA, KapsaisintOXA ve
Vagotomi+OXA gruplarinda ise OXA grubuna gore lezyon indeksi degerlerinin yiikseldigi
ve kan akimi degerlerinin diistligii gorilmiistiir. Her li¢ grupta da OXA’ nin koruyucu etkisi
ortadan kalkmis ve I/R grubuna yaklasmustir. Benzer sekilde SF grubunda, sham grubuna
gbre 6nemli miktarda artan MPO enzim aktivitesi, OXA infiizyonu ile azalmistir. L-NAME,
Kapsaisin ve Vagotomi gruplarinda MPO aktivitesi SF grubundan farkli bulunmamis, bu
ajanlarin OXA ile birlikte uygulandig1 gruplarda, sadece OXA uygulamasi ile gozlenen
MPO aktivitesindeki azalis ortadan kalkmistir. SF grubunda, sham grubuna gore azalmis
olarak bulunan CGRP miktar1 OXA uygulamasiyla onemli diizeyde artmistir. L-NAME,
Kapsaisin ve Vagotomi gruplarinda CGRP diizeyleri SF grubundan farkli bulunmamis, L-
NAME+OXA, KapsaisintOXA ve Vagotomi+OXA gruplarinda ise OXA grubuna gore
anlaml1 diizeyde disiik bulunmustur. NOx miktar1 SF grubunda sham grubuna goére 6nemli
bir artis gostermistir. SF grubuna gore OXA grubunda onemli bir fark gézlenmemis, L-
NAME grubunda NOx miktarinin énemli oranda azaldig1 gézlenmistir. L-NAME+OXA ve
KapsaisintOXA gruplarinda NOx miktar1 OXA grubundan anlamli derecede diisiik
bulunmustur. I/R mide dokusunda iNOS protein ekspresyonunun diizeyinde artisa neden
olmus, OXA ve L-NAME uygulanan gruplarda ise protein ekspresyonu onemli diizeyde
azalmustir. eNOS protein ekspresyon diizeyi ise SF grubunda onemli dlgiide azalirken OXA
ve L-NAME gruplarinda SF grubuna gore bir fark saptanmamustir.

Sonug olarak; OXA’nin, midede I/R’nin neden oldugu mukoza hasarimi 6nleme
mekanizmasina; duysal afferent sinirlerin ve NOS-NO sisteminin aracilik ettigi
gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: oreksin-A, iskemi/reperfiizyon, mide mukozal korunmasi, mide
mukozal kan akimi, duysal sinirler, kalsitonin geni ile iligkili peptid, nitrik oksit



ABSTRACT

The aim of the study was to investigate the roles of sensory innervation and NO
mediated system in the protective mechanisms of Orexin-A (OXA) against
ischemia/reperfusion (I/R) induced gastric injury. For this purpose, a Sham group and
several I/R groups such as Saline, OXA, L-NAME, L-NAME+OXA, Capsaicin,
CapsaicintOXA, Vagotomy and Vagotomy+OXA are set up. A total of 30 min ischemia/3
hours reperfusion was applied to the Saline group with parallel infusion of saline (0.01
ml/kg/dk) through the jugular vein. OXA groups received 500 pmol/kg/min of OXA infusion
with the same rate. Capsaicin (125 mg/kg, s.c.) was used for sensory neuron innervation
while L-NAME (30 mg/kg, i.v.) was applied as the nitric oxide synthase (NOS) inhibitor.
Rats in the vagotomy groups had subdiaphragmatic bilateral vagotomy. For each group, rat
stomachs were exposed and following the measurement of gastric blood flow, lesion index
was calculated. Myeloperoxidase (MPO), CGRP, nitrite/nitrate (NOx), iNOS and eNOS
protein expressions were measured.

Gastric mucosal injury caused by I/R significantly reduced in OXA infused rats
while the blood flow significantly increased. Lesion index and blood flow did not change in
I/R groups those received L-NAME, capsaicin or vagotomy application. Compared to the
OXA group; L-NAME+OXA, CapsaicintOXA and Vagotomy+OXA groups had increased
lesion index and decreased mucosal blood flow. Protective effect of OXA diminished in all
three groups and approached to I/R group level. Similarly, in Saline group, MPO enzyme
activity significantly increased compared to the sham group, but decreased with the OXA
infusion. MPO activities in L-NAME, Capsaicin and Vagotomy groups did not differ from
Saline group level. However, when these agents were applied with OXA infusion, the
decline in MPO activity which was observed after sole OXA infusion was diminished.
CGRP level was lower in the Saline group compared to the sham group, but it significantly
increased following the OXA infusion. CGRP levels did not change in L-NAME, Capsaicin
and Vagotomy groups compared to the Saline group. However, the CGRP levels of L-
NAME+OXA, CapsaicintOXA and Vagotomy+OXA groups were significantly lower than
the OXA group. NOx level of Saline group was significantly higher than the sham group.
While there was no change in NOx level of OXA group compared to the Saline level, the
decrease in L-NAME group was found to be significant. NOx levels of L-NAME+OXA and
CapsaicintOXA groups were significantly lower than the OXA group. /R increased the
iNOS protein expression in the gastric tissue. It decreased significantly in the OXA and L-
NAME groups. eNOS protein expression significantly decreased in Saline group while there
was no significant change in either OXA or L-NAME groups compared to the Saline group.

In conclusion, it has been shown that the sensory afferent neurons and NOS-NO

system mediate the protective mechanisms of OXA against I/R related gastric mucosal
injuries.

Key Words: orexin-A, ischemia/reperfusion, gastric mucosal protection, gastric mucosal
blood flow, sensory neurons, calcitonin gene related peptide, nitric oxide
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GIRIS

Oreksin-A (OXA, hypocretin-1) ve Oreksin-B (OXB, hypocretin-2), prepro-
oreksin olarak isimlendirilmis 130 amino asitlik Oncli proteinden tlireyen
peptidlerdir. Oreksinler, besin alimmin merkezi kontroliiniin yani sira; enerji
homeostasisi, uyku/uyaniklik davranisi, agr1 iletimi, yeme ve ilag bagimliligi, ireme,
kardiyovaskiiler ve adrenal fonksiyonlarda rol oynayan birg¢ok sinirsel yolagin akti-
vasyonuyla da iligkilidir [1]. Oreksinler, ilk olarak 1998 yilinda dorsal ve lateral
hipotalamusta bulunan néronlarin hiicre gévdelerinde gosterilmis ve G proteinine
bagli reseptorleri araciligi ile etki gdsteren, besin alimiyla iliskili hipotalamik
noropeptidler olarak tanimlanmiglardir [1]. 33 amino asit iceren 3562 Da agirliginda-
ki OXA ve 28 amino asit iceren 2937 Da agirligindaki OXB peptidlerini lireten no-
ronlar lateral ve distal hipotalamusta bulunurlar [1, 2]. Bu ndronlarin merkezi sinir
sisteminin (MSS), oreksin reseptorlerinin de bulundugu bir¢cok boliimiine projeksi-
yonlar1 vardir. Bunun yani sira, testis, bobrek, plasenta, adrenal bezler, pankreas,
ince bagirsak ve midedeki endokrin hiicrelerde ve enterik sinir sistemindeki (ESS)
noronlarda oreksinlerin ve reseptdrlerinin bulundugu gosterilmistir [1, 3]. Ince
barsagin submukozal ve myenterik pleksuslarinda oreksin immiinoreaktif néronlar
saptanmistir. OXA ve reseptorii intrinsik ve ekstrinsik afferent ndéronlarda da goste-
rilmistir [3]. Oreksin reseptdr immiinoreaktivitesi ise oreksin igeren sinir liflerinin
yakinlarinda ve sirkiiler diiz kas hiicrelerinde belirlenmistir [4]. OXA’nin sinir
varikozitlerinde; vazoaktif intestinal peptid (VIP), nitrik oksit sentaz [5], Substans P
(SP) veya gastrin ile beraber bulundugu tespit edilmistir [6]. Oreksinler
gastrointestinal motilite, mide, bagirsak ve pankreas salgist ilizerine etkilidirler [7-
10].

Iskemi/reperfiizyon (I/R) uygulamasinin, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1
tiretimi, endotel hiicrelerine nétrofil adezyonu ve mikrovaskiiler disfonksiyonla ilig-
kili olarak midede lezyon olusumuna neden oldugu bilinmektedir. Konuyla ilgili ¢a-
lismalar iskeminin mide mukozal bariyerini zayiflatip asit geri-difiizyonunu artirarak
mukozay1 hasara yatkin hale getirdigini gostermistir [11]. Hassan ve ark. tarafindan
mikrovaskiiler disfonksiyona neden olan, artmis endotelin-1 saliniminin ve gastrik
motilitedeki degisimlerin, I/R tarafindan indiiklenen mukozal hasar1 baglatic1 etkiler
oldugu ileri siiriilmektedir [12]. Reperfiizyondan sonra ozellikle ksantin-ksantin
oksidaz sistemi (XOD) ve aktive olmus noétrofiller araciligi ile olusan ROS, dokuda
lipid peroksidasyonuna neden olur ve asit sekresyonuyla birlikte hiicre 6liimii ve
mukozal hasar yapar [13].

Mide mukozasinin biitiinliigli mukozal bariyeri olusturan fiziksel, kimyasal ve
fizyolojik bir¢ok faktdriin katilimiyla siirdiiriilmektedir. Duysal lifler gastrik mukozal
homeostasisin siirdiiriilmesinde ve mukozal korunmada rol oynamaktadir [14]. Mide
mukozast yogun olarak ekstrinsik afferent sinirler tarafindan innerve edilmektedir.
Midedeki ekstrinsik afferent sinir liflerinin iki farkli kaynagi bulunmaktadir [15].



Spinal duysal néronlarin gévdeleri dorsal kok gangliyonunda bulunur. N. vagustaki
afferent liflerin hiicre govdeleri ise nodoz ve jugular gangliyonda bulunur [14, 15].
Vagal afferentler temel olarak gastrointestinal sistem ile MSS arasindaki duysal kop-
riyili olustururlar. Sindirim sisteminde agr1 algilanmasina yanit olarak néroendokrin,
davranigsal ve emosyonel reaksiyonlarin olusmasina neden olurlar [16, 17]. Spinal
afferent noronlar tip 1 vanilloid reseptorleri eksprese ederler ve toksik bir ajan olan
kapsaisin’e duyarhdirlar [16-18]. Diisiik doz kapsaisin bu néronlar1 uyarici etki gos-
terirken, yiiksek dozda denerve olmalarina neden olur. Kapsaisin’e duyarli afferent
sinir sonlanmalarindan salinan kalsitonin geni ile iligskili peptid (CGRP) ve
tasikininler gibi peptid transmitterler mukozal savunmayi giiclendirici etkilere sahip-
tirler [19]. Kapsaisin’e duyarli duysal liflerin topikal kapsaisin uygulamasi ile uya-
rilmast iilser olusturucu ajanlarin neden oldugu mukozal lezyon olusumunda azalma-
ya neden olur. Norotoksik dozlarda kapsaisin uygulamasinin ise, duysal liflerin du-
yarsizlagsmasina, etanol, indometazin, stres ve asit ile olusturulan mukozal lezyonla-
rin siddetlenmesine neden oldugu gosterilmistir [14, 19]. Mide mukozal kan akimin1
diizenleyen submukozal arteriyoller, kapsaisine duyarli duysal lifler ile yogun olarak
innerve edilir ve kapsaisin’in submukozal olarak uygulanmasi submukozal
arteriyollerin dilatasyonuna neden olur [20]. CGRP vazodilatasyona neden olan lokal
mediatordiir ve mide mukozasini etanol ve diger zararli etkenlere kars1 koruyucu
ozellige sahiptir. CGRP, CGRP-1 reseptorii araciligi ile endotelden nitrik oksit (NO)
salinimina neden olarak submukozal arteriollerde genisleme ve mukozal kan akimin-
da artig yapar. Ayrica CGRP-1 reseptorii iizerinden gastrin salinimini baskilar, boy-
lece asit sekresyonunu inhibe eder [15, 18, 20].

Mukozal kan akiminin stirekliligi zararli maddelere kars1 mukozal biitiinliigiin
korunmasi agisindan oldukca dnemlidir. Zararli maddeler luminal yiizeye uygulandi-
ginda mukozal kan akimi hizli bir bigimde artig gdsterir [21]. Bu reaktif hipereminin
engellenmesi mukozanin hasar gérme olasiligim1 artirmaktadir. Kuvvetli bir
vasodilator olan NO’nun mukozal kan akimi cevaplarimi regiile eden anahtar
mediatorlerden biri oldugu gosterilmistir. Bu durum hem bazal kosullarda hem de
zararli maddelere verilen cevaplarda gecerlidir. NO’nun olusumunu saglayan NOS
enziminin cNOS formu normal fonksiyonun siirdiiriilmesinde énemlidir. Bu enzimin
inhibisyonu mukozal kan akimi, sekresyon ve motiliteyi bozar. iNOS patolojik du-
rumlarda biiylik miktarlarda eksprese olur. Bu nedenle tahribat ve disfonksiyonla
iligkilidir [21]. Mide ylizeyine asit uygulanmasi epitelyum altindaki duysal afferent
sinirlerin aktivasyonuna yol acgarak submukozal arteriyollerin g¢evresinde CGRP
salimmmina neden olur. CGRP kan damarlari boyunca uzanan vaskiiler
endotelyumdan NO {iretimini uyarir. NO, vaskiiler diiz kas hiicrelerine difiize olur ve
burada ¢6ziinebilir guanilat siklaz’1 stimiile eder. Bu stimiilasyon cGMP seviyesinin
artmasi ile sonuglanir ve bdylece vaskiiler diiz kas hiicrelerinin gevsemesi saglanir.
Bu sinirsel yanitta goriilebilecek bozulmalar mide mukozasinin hasara karsi olan
hassasiyetini anlamli derecede artirir. Boyle bir bozulma duysal afferent sinirlerin
hasar gormesi, CGRP reseptorlerinin bloke edilmesi veya NO sentezinin inhibisyonu
ile olabilir [22, 23].

OXA’nin mide mukozasi {lizerine koruyucu etkisi Yamada ve ark. tarafindan
cok yakin tarihli bir caligmayla gosterilmistir [24]. Bu c¢aligsmada intrasisternal OXA
uygulamasinin, etanol ile olusturulan mide lezyonlarinda doza bagimli bir azalmaya



neden oldugu gosterilmistir. Arastirmacilar, OXA’nin mideyi koruyucu etkisinin
merkezi sinir sistemi araciligi ile oldugunu ve vagal muskarinik sistemin, NO’nun ve
prostaglandinlerin (PG) bu koruma mekanizmasinda rol oynayabilecegi sonucuna
ulasmiglardir. Ancak duysal lifler de dahil olmak iizere sindirim sisteminin farkli
boliimlerinde OXA'ya ait reseptdrlerin bulunmasi, OXA'nin midedeki reseptorlerine
baglanarak mide mukozasin1 koruyucu etki gosterebilecegini ve bu etki mekanizma-
sinda duysal sinirlerin rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir. OXA ve reseptoriiniin
ekstrinsik afferent noronlarda da bulundugu ve duysal afferentlerin OXA tarafindan
aktive edilerek duysal iletide rol oynayabilecegi ile ilgili kanitlar mevcuttur [3]. Bu-
nun yani sira NOS knockout fareler kullanilarak yapilan bir calismada OXA'nin be-
sin alimin arttirict etkisinin NO aracili oldugu gosterilmistir [25].

Bu bilgiler dogrultusunda planlanan g¢alismanin amaci; OXA’nin, midede
olusturulan I/R hasarina karg1t mide mukozasini koruyucu etkisi ve bu etkide NOS-
NO sisteminin ve kapsaisine duyarli duysal sinirlerin roliinii arastirmaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Oreksinlerin Kesfi

Oreksinler, G-proteiniyle eslesen yetim reseptorleri aktive eden endojen
ligandlarin incelendigi bir ¢alisma sirasinda bulunmustur [26]. Sakurai ve ark., her
biri farkli bir yetim reseptor cDNA’sini1 eksprese eden 50'den fazla hiicre hatt1 kulla-
narak, sican beyninden elde edilen 6rneklerin HPLC fraksiyonlarinin, hiicre ici kalsi-
yum ([Ca™)) konsantrasyonunu artirma yetenekleri test edilmistir [26]. Arastirmaci-
lar, insan embriyonik bobrek (HEK293) hiicre hattinda HFGAN72 olarak adlandir-
diklar1 bir reseptérii eksprese eden ve giiglii [Ca']; artisina neden olan HPLC fraksi-
yonlar1 tespit etmislerdir. Fraksiyonlarda en fazla tepe yapan protein saflastirilip
sekanslandiginda, 33 amino asit uzunlugunda, N-terminal piroglutamil rezidiisii olan
ve bir amidlenmis C terminaline sahip yeni bir peptid kesfedilmistir. OXA olarak
adlandirilan bu peptid iki adet disiilfit bag: icermektedir ve sigir beyninden elde edi-
len benzer orneklerin de sekanslanmasi sonucunda peptidin tiirler arasi kesin
homolojiye sahip oldugu goriilmiistiir.

Yapilan ¢aligsmalarin sonucunda, HPLC fraksiyonlarinda OXA’ya ek olarak B
ve B’ seklinde adlandirilan iki tepe noktasinin varligi gézlenmistir. B tepe noktasi-
nin; amidlenmis C terminali iceren ve sekans agisindan da OXA ile %46 oraninda
benzer olan 28 amino asitlik OXB adi verilen bir peptide, B’ tepe noktasinin ise N-
terminal kismi olmayan OXB’ye ait oldugu bulunmustur [4, 27-37]. Daha sonraki
analizler hem OXA hem de OXB’nin ayn1 130 amino asitlik prekiirsor olan si¢an
preprooreksininden proteolitik isleme yoluyla olustugunu gdstermistir. Insan ve fare
preprooreksin sekanslari, sicandan alinan 6rneklere sirasiyla %83 ve %95 oraninda
benzerlik gostermistir. Radyasyon hibrit eslestirme yontemi sonucunda insan prepro-
oreksin geninin 17g21 kromozom bdlgesine eslestigi bulunmustur. Dolayisiyla
preprooreksin geninin “kromozom 17 ile iliskili demans™ olarak da adlandirilan bir
grup norodejeneratif bozukluga neden olan aday genlerden biri oldugu one stiriilmek-
tedir [3].

Tiim bu bulgulardan bagimsiz olarak, de Lecea ve ark. [38] polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemini kullanarak preprohipokretin adi verilen bir dnciil prote-
ini kodlayan, hipotalamusa 6zgii bir mRNA tanimlamigslardir. Arastirmacilar ayn
zamanda bu prepropeptidin islenmesi ile biri 39 amino asitlik biri de 29 amino asitlik
iki farkli peptid elde edildigini saptamislardir. Bu geni eksprese eden hiicrelerin yal-
nizca hipotalamusta konumlandigini diistinmeleri ve bagirsak peptidi olan sekretin ile
zay1f homolojisi nedeniyle bu peptidler hipokretin-1 ve hipokretin-2 olarak adlandi-
rilmigtir.  Takip  eden  karsilagtirmalar  sonucunda  preprooreksin  ve
preprohipokretin’in ayni gen oldugu goriilmiis ve hipokretin-1 ve hipokretin-2’nin
sirastyla OXA ve OXB ile ortak sekanslarinin oldugu bulunmustur [36]. Dolayisiyla
oreksin ve hipokretin ayn1 molekiil olarak kabul edilmistir [4, 26, 39].



2.2. Beyinde Oreksin Sistemi

Immiinohistokimyasal ve in situ hibridizasyon ¢alismalar1 oreksin {ireten hiic-
relerin MSS’de hipotalamusdaki az sayida ¢ekirdekte bulundugunu gostermistir. Bu
cekirdekler perifornikal g¢ekirdek, lateral hipotalamik alan (LHA) ve dorsomedyal
hipotalamik ¢ekirdektir [26-28, 38, 40, 41]. Oreksin igeren sinir lifleri olduk¢a sinirh
bir bolgede yerlesmis olmalarina ragmen MSS boyunca genis sekilde dallanirlar. Bu
dallanmalar 6zellikle olfaktor bulb, serebral korteks, talamus, hipotalamus, beyin
sap1 ve omuriligin hemen tiim seviyelerinde goriilebilir [27, 28, 34, 35, 42, 43].
Oreksin noronlarinin genis projeksiyonu, oreksinlerin ¢ok sayida sistemi modiile
ettigini gostermektedir [35, 36]. Oreksinlerin dogrudan akson terminalleri {izerine
etki ederek eksitatdr ya da inhibitor norotransmitterlerin saliimini artirdig1 bilin-
mektedir [38, 44].

Hipotalamus i¢inde oreksin ndronlar1 arkuat nukleusa projekte olur [27, 28]
ve 0zel olarak noropeptid Y (NPY) iceren hiicre gdvdelerini innerve eder [43]. LHA
icerisinde, NPY ndronlar1 ve oreksin noronlar1 arasinda karsilikli baglantilar bulun-
dugu gosterilmistir [40, 42, 43] . Ek olarak, oreksin igeren sinir lifleri,
paraventrikiiler nukleus (PVN) icindeki NPY-immiinoreaktif sinir terminallerine
yakin bolgelerde sonlanirlar [42, 43]. NPY kuvvetli bir oreksijenik peptid olup
PVN’den ve etrafindaki bolgelerden salinir ve besin alimini stimiile eder [45].
Arkuat NPY noronlar1 oreksinler tarafindan uyarildigi i¢in [36, 44], oreksinin stimiile
ettigi besin alimmin NPY yolaklar1 lizerinden gerceklestigi diisiiniilmektedir [28, 46].
Ek olarak, NPY’nin Y1 ve Y5 reseptorleri icin kullanilan antagonistlerin de
oreksinin stimiile ettigi besin alimmi azalttigr gozlenmistir [47]. Dolayisiyla, NPY
aracili besin alimi yolaklarinin aktivasyonu, kismen oreksinin besin alimi {izerindeki
etkisinden sorumludur.

Arka beyindeki oreksin-immiinoreaktif lifler, nukleus traktus solitarius
(NTS), vagusun dorsal motor nukleusu (DMN) ve area postrema’yt igeren dorsal
vagal kompleks i¢inde bulunurlar. Sindirim sisteminden vagal yolla gelen beslenme
ile ilgili afferent sinyaller NTS {izerinden iletilir [37]. NTS’de ayrica, kan sekerinde-
ki degisimlere ve sindirim sisteminde besin bulunup bulunmamasina gére cevap ve-
ren glukoza duyarli noronlar bulunmaktadir [48]. DMN ise; sindirim sistemi
motilitesini ve 6zellikle de sindirim i¢in 6nemli olan sekretuvar cevaplar1 kontrol
eden motor noronlar igerir. DMN ayrica, sindirim sisteminin besin alimina ve sonra-
ki sindirim siirecine hazirlanmasi i¢in gerekli olan sefalik faz cevaplarinin baglatil-
masindan da sorumludur [49]. Area postrema ise; dorsal vagal kompleks ile baglanti-
l1, sindirim sistemi peptidleri, glukoz gibi dolasimdaki sistemik faktorlerin beyine
girisinin saglandig bolgedir [3].

Her ne kadar dorsal vagal kompleks icerisinde oreksin igeren sinir terminalle-
r1 tarafindan innerve edilen noron tipleri heniiz tanimlanamamis olsa da, oreksinlerin
vagal motor noronlarin aktivitesini degistirdigi ve/veya NTS ndronlarinin
gastrointestinal uyarilara verdikleri yanitlar1 kontrol ettikleri diisliniilebilir. LHA nin
stimiilasyonu ile DMN’deki ndronlarin uyarildig1 ve vagal afferentlerin aktivitesinin
arttig1 gosterilmistir [3]. Boylece vagal aktivitenin oreksinler tarafindan kontroliiniin
sefalik faz reflekslerini ve/veya mide-bagi



rsak motilitesini ve sekresyonunu etkiledigi on goriilebilir. Ayrica, NTS’deki néron-
lar LHA’ya geri projekte oldugu i¢in oreksin néronlarinin NTS {izerinden yayilan
tokluk sinyallerince diizenleniyor oldugu diisiiniilebilir [3].

2.3. Oreksin Reseptorlerinin Ozellikleri

Sakurai ve ark. tarafindan oreksinlerin yapisi ve her iki peptide ait reseptorle-
rin amino asit sekanslar1 gosterilmistir [26]. OXIR olarak adlandirilan orjinal
HFGAN72 reseptoriiniin OXA’ya yiiksek afinite ile OXB’ye ise 100-1000 kat daha
diisiik bir afiniteyle baglandigi, diger bir reseptér olan OX2R’nin her iki peptide de
esit oranda yiiksek afinite gosterdigi bulunmustur. Her iki ligandin reseptorlerden
herhangi birine baglanmas: sonucu hiicre ici kalsiyum konsantrasyonun [Ca™]i artti-
g1 tespit edilmistir. Reseptor iceren hiicrelerle yapilan ¢aligmalara gore, OXIR yal-
nizca G proteinlerinin Gq altsinifi ile OX2R ise Gi/Go ve/veya Gq ile eslesmektedir
[26, 36, 44].

2.4. Oreksin Reseptorlerinin Dagilimi

2.4.1. Oreksin Reseptorlerinin Merkezi Sinir Sistemindeki Dagilim

Hipotalamus igerisinde OXIR mRNA’sinin en fazla oldugu bolge
ventromedyal hipotalamik nukleusun (VMH) dorsomedyal kismidir. OX1R’1n yogun
ekspresyonu ayni zamanda suprakiazmatik nukleusun dorsalindeki anterior
hipotalamik bolgede de goriilmektedir. Tersine, OX2R mRNA’s1, tiiberomamiller
nukleus, LHA, arkuat nukleus ve PVN’yi iceren ¢ok sayida hipotalamik bolgede
eksprese olmaktadir [50, 51]. Tiberomamiller nukleus MSS’deki tek histamin
kaynagidir. Histamin uyanikligin saglanmasi i¢in 6nemli oldugundan, bu bolgedeki
OX2R’m uyku/uyaniklik regiilasyonunda rol oynadigi one siiriilebilir [51].

Oreksin reseptorlerinin VMH, LHA, arkuat nucleus ve PVN’de ekspresyonu,
hipotalamik oreksin sistemlerinin besin alimindaki roliiyle uyumludur. VMH’ nin
besin aliminin diizenlenmesiyle yakindan iliskili oldugu bilinmektedir. Bu bdlgenin
zarar gdrmesi obeziteye yol agar. PVN, NPY ve galanin gibi birgok oreksinerjik aja-
nin etkinlik bolgesidir [45]. PVN ayn1 zamanda dorsal vagal komplekse uzanan pro-
jeksiyonu yoluyla sindirim sistemi fonksiyonlarinin regiilasyonunda da rol oynamak-
tadir [52].

NTS ve DMN’nin yogun sayilabilecek oreksin innervasyonlar1 aldiklar1 bi-
linmektedir [27, 36] fakat bu bolgelerde az miktarlarda oreksin reseptor mRNA’s1
tespit edilebilmistir [51]. Yogun oreksin immiinoreaktivitesine karsin az miktarda
reseptor mRNA’s1 iceren bolgeler, hiicreleri uzak konumlarda yerlesmis olan akson
terminallerinin presinaptik innervasyonunu gdosteriyor olabilir [44]. Yakin zamanl
bir bulgu da OXA’nin DMN’deki presinaptik etkilerini desteklemektedir [3]. Bunun-
la birlikte, DMN noéronlart iizerinde OX1R aracili postsinaptik etkilerin varligi da
gosterilmistir ve bu etkilerin merkezi OXA’nin mide motilitesi tizerindeki stimiilator
islevine aracilik ettigi bilinmektedir [3].

Goreceli olarak yogun OX1R ekspresyonu goriilen diger beyin bolgeleri ara-
sinda hipokampusun CA1 ve CA2 bolgeleri, raphe nukleusu ve locus coeruleus da
bulunmaktadir [50, 51, 53, 54]. Locus coeruleus ve dorsal/medyan raphe nukleusu



sirastyla noradrenerjik ve serotonerjik noronlarin en 6nemli merkezleridir. Bu
nukleuslardaki yiiksek OX1R seviyesi, oreksinlerin monoaminerjik sistemler {izerin-
deki diizenleyici etkilerine isaret eder. Diger taraftan, OX2R mRNA’s1 da hafiza ve
dikkat gibi fonksiyonlarla iligskili olan bazal 6n beyin yapilarinda ve nukleus
accumbens’de gorilmektedir [50, 51, 53, 54]. Nukleus accumbens, mezolimbik
dopaminerjik projeksiyonun en onemli alicisidir ve beyin 6diil mekanizmasinda
onemli bir role sahiptir.

2.4.2. Oreksin Reseptorlerinin Periferdeki Dagilim

Oreksinler ve reseptorleri merkezi sinir sisteminin diginda mide, bagirsak,
pankreas, adrenal bezler, bobrek, yag dokusu, disi ve erkek genital sistem, kalp,
akciger ve tiroid bezi gibi pek ¢ok farkli dokuda tespit edilmistir [3, 55].

Sindirim sisteminde OXIR, sigan midesinin korpus bdlgesinde submukozal
ve myenterik pleksus noronlarinda ve mukozada tespit edilirken, OX2R ise
enteroendokrin hiicrelerde gosterilmistir [3, 10, 56]. Siganlarda OX1R vagal afferent
liflerde; insanlarda ise OXIR ve OX2R nodoz gangliyon (NG) iizerinde
gosterilmistir [55].

2.5. Oreksinlerin Fizyolojik Etkileri

Oncelikli etkisi uyku-uyanikligin diizenlenmesi ve beslenme iizerine olan
oreksinlerin, enerji dengesi, noroendokrin diizenleme, gastrointestinal ve
kardiyovaskiiler sistem kontrolii, su dengesi ve agri iletiminde de etkili oldugu
bildirilmistir (Sekil 2.1.) [57].
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Sekil 2.1. OXA’nin Santral ve Periferal Dokulardaki Fonksiyonlar1 [55].



Oreksinerjik hiicrelerin yerlesimi ve projeksiyonlari, farkli fizyolojik
fonksiyonlar iizerine dogrudan ve dolayli olarak diizenleyici etkilerinin olmasini
saglar. Bu karmasik diizen oreksinlerin etki sekillerinin ayirt edilmesinde giicliik
yaratmaktadir [58].

2.5.1. Oreksinlerin Besin Ahmi ve Uyku Uzerine Etkileri

Sakurai ve ark. [26] oncelikli olarak oreksinlerin beslenme davranisi iizerin-
deki etkilerini incelemislerdir. Bunun nedeni, preprooreksin mRNA’sinin besin alimi
ve metabolizmanin diizenlenmesinde rol oynayan LHA bdlgesinde bol miktarda eks-
prese olmasidir [3, 29]. Anand ve Brobeck LHA’y1, bu alandaki lezyonlar besin ali-
minda 6nemli azalisa neden oldugu icin “beslenme merkezi” olarak adlandirmislar-
dir [59]. LHA nin elektriksel stimiilasyonu asir1 besin alimina yol agar ve kilo arti-
styla sonlanir [29]. Bu durum, stimiilasyonun LHA igerisinde veya civarinda olusan
oreksinerjik yolaklar1 aktive ettigini diisiindiirmektedir.

Sakurai ve ark. [26] siganlarda OXA ya da OXB’nin intraserebroventrikiiler
olarak uygulanmasinin doza bagimli bir sekilde besin alimini artirdigini ve OXA’ nin
OXB’ye kiyasla daha etkin oldugunu gdstermislerdir [26]. Bu bulgular 1s181nda,
oreksinler, Yunanca’da istah anlamina gelen “orexis” kelimesinden esinlenerek isim-
lendirilmistir [26]. Daha sonra, OXA’nin bazi tiirlerde (Japon balig1 gibi) besin ali-
min1 artirdigr [30, 31, 36, 60] ve bu fonksiyonun PVN, dorsomedyal hipotalamik
nukleus, LHA ve perifornikal bolge gibi cesitli hipotalamik bolgelerle ilgili oldugu
gosterilmistir [32, 35, 36]. Ek olarak Yamada ve ark. [33], siganlarda bir antioreksin—
A antikorunun merkezi enjeksiyonu sonucunda dogal beslenme davraniginin inhibe
oldugunu gostermislerdir. Ayrica, secici bir OX1R antagonisti olan SB-334867-
A’nim birka¢ gilin boyunca spontan gece beslenmesini ve OXA’nin indiikledigi bes-
lenmeyi inhibe ettigi, bunun yaninda bir gecelik a¢ligin stimiile ettigi beslenmeyi de
(ilk 4 saat boyunca) [61, 62] baskiladig1 gosterilmistir.

OXA’nin aksine OXB ile elde edilen bulgular daha degiskendir: dolayisiyla
OXB’nin beslenme davranislari {izerinde az miktarda etkisi oldugu diisiiniilmektedir
[30-32, 63]. OX2R mutant kopeklerde gozlemlenemeyen belirgin beslenme davranisi
bozukluklar1 da bu ¢ikarimi desteklemektedir [64].

Intraserebroventrikiiler olarak uygulanan oreksinlerin besin alimi {izerindeki
etkileri diger hipotalamik oreksinerjik peptidlerle karsilastirilmis ve OXA’nin besin
alimi tizerine etkisinin NPY’ye kiyasla daha az oldugu gdsterilmistir [30, 45]. Ek
olarak, NPY’nin aksine, OXA’nin kronik uygulanmasi normal sicanlarda obeziteye
neden olmamaktadir [65]. Bununla birlikte bu etkinin siiresi NPY 'nin etkisine kiyas-
la daha uzundur [26] ve oreksinlerin yarattig1 etkinin biiylikliigli melanin konsantre
edici hormon (MCH) ve galanin gibi diger hipotalamik istah artiric1 peptidlerin etki-
lerine benzer bulunmustur [30]. Dolayisiyla oreksinlerin viicut agirliginin uzun siireli
korunmasindan ¢ok beslenmenin kisa siireli diizenlenmesinde katkilarinin oldugu
gorilmektedir.

OXA, besin alimini, davranigsal doygunlugu geciktirerek artirmaktadir [60].
Ek olarak, birkag¢ giin siiresince OXA’nin kronik intraserebroventrikiiler inflizyonu
neticesinde bu peptidin sicanlarda goriilen normal sirkadiyen beslenme davranisini



da giin i¢i yemek alimini artirip gece alimini azaltarak bozdugu goriilmektedir [46,
61, 63, 65]. Oreksinlerin metabolik etkilerinin de sirkadiyen faza bagimli oldugu
goriilmiistiir [66]. Ilging bir sekilde, normal sirkadiyen beslenme diizeninin bozulma-
s1, LHA lezyonlarmin iyi agiklanabilmis etkilerindendir. Ayrica LHA nin uykunun
diizenlenmesindeki rolii de ortaya konmustur [29]. Biitiin bunlar diisiintildiiglinde
artan uyarilma halinin veya uzayan uyaniklik durumunun, siirekli OXA infiizyonu
uygulanan sicanlarda OXA tarafindan stimiile edilen besin alimini etkiledigi diisiinii-
lebilir.

Oreksin noronlar1 uyanikligr saglayan beyin bdlgelerini innerve edip aktif
hale getirirler. Bu bdlgelerden biri locus coeruleus digeri de tiiberomamiller
nukleustur [35, 36]. In vitro OXA uygulamas1 histaminerjik ndronlarin ateslenme
hizin1 artirir ve REM uykusunu doza bagimli sekilde baskilar [67]. Bunun yaninda,
oreksin knockout farelerde narkolepsi benzeri bir fenotip gézlenmektedir [68]. Aym
benzerlik OX2R geninde mutasyon goriilen kopeklerde de gozlenmistir [64].
Narkolepsi asirt glindiiz uykusu ve giin boyu sekillenen kars1 konulmasi giic uyku
ataklar ile karakterize bir hastaliktir. Diger sik gozlenen belirtisi ise katapleksi, uyku
paralizi ve hallisinasyonlardir. Bu bulgular oreksinlerin beslenme ve enerji dengesi
acisindan dneminin yaninda uyanikligi da diizenledigini isaret etmektedir. Bu sonug
olduk¢a dnemlidir ¢linkii beslenmenin azalmasi durumunda bdyle bir alarm meka-
nizmasinin olmasi hayatta kalimi saglar. Bu durumlarda besin arama iggiidiisiiniin
uykuya dalmaktan daha 6nemli olacagi agiktir.

2.5.2. Oreksinlerin Noro-Endokrin Etkileri

Oreksinler ve reseptorleri ¢esitli ndroendokrin hiicrelerde tanimlanmis olup,
mide bagirsak mukozasindaki ve pankreastaki endokrin hiicreler, adrenal bezlerdeki
medullar hiicreler, hipofiz hiicreleri ve epidermisteki markel hiicreleri bunlara 6rnek
olarak wverilebilir [69]. Oreksinlerin ndéroendokrin etkilerine plazma prolaktin ve
biiylime hormon seviyelerini diislirmesi, kortikotropin, kortizol, insiilin ve luteinizan
hormon [70] seviyelerini ylikseltmesi 6rnek olarak sayilabilir [57].

Oreksinlerin, hipotalamustan salinan bircok hormon iizerine dogrudan etki
gosterdigi gibi hipotalamo-hipofizer hormon salimimini da bazi sinirsel devreler
aracilifiyla indirekt olarak etkiledigi diigiiniilmektedir [58]. Oreksin reseptorlerinin
her ikisi de noroendokrin diizenleme ile ilgili bolgelerde eksprese edilirler.
Oreksinler median eminens’de, reseptdrlerinin mRNA’lar1 ise hipofizin 6n ve ara
loblarinda gdsterilmistir. Oreksinerjik sinir lifleri hipotalamus-hipofiz-gonad (HPG)
ekseninde etkili alanlar1 innerve etmektedir. Hipotalamustaki OXA liflerinin HPG
ekseni ile ilgili septal preoptik nukleus, ARC ve median eminence bdlgelerine
projeksiyonlar1 vardir. Oreksinerjik ndronlar ayrica seksiiel davraniglarin kontrol
edildigi amigdala ve olfactory bulbus boélgelerini de innerve ederler [58, 71].
Adenohipofizdeki asidofilik hiicrelerde biiyiime hormonu ve OX1R’nin, bazofilik
hiicrelerde ise adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve OX2R’nin birlikte eksprese
edildigi gosterilmistir [72].

OXA’nin sicanlarda intravendz ve hipotalamusa mikroenjeksiyon yolu ile
uygulanmasi, plazmada tiroid uyarici hormon (TSH) ve hipotalamik tirotropin
serbestlestirici hormon (TRH) seviyelerini diisiiriirken, plazmadaki tiroid hormon



diizeyini etkilememistir. OXA’nin bu etkisinin hipofiz hiicre kiiltiiriinde in vitro
olarak tekrar edilememesi OXA’ nin TSH’a etkisinin TRH iizerinden oldugunu ortaya
koymustur [73].

Oreksinerjik sistem, organizmada strese de aracilik etmekte olup strese maruz
kalman durumlarda hipotalamustaki oreksinerjik ndron aktivitesinin [74] ve
serebrospinal sivida (CSF) OXA konsantrasyonunun arttign [75] bildirilmistir. Ote
yandan OXA’nin sicanlarda intraserebroventrikiiler uygulamast HPA’y1 aktive
ederek plazmada kotrikotropin salgilatict hormon (CRF), ACTH, kortikosteron ve
epinefrin seviyelerini arttirmaktadir [74, 76].

2.5.3.0Oreksinlerin Enerji Metabolizmas1 Uzerine Etkileri

Oreksin noronlari, enerji kaynaklarinin mevcut durumuna iligkin bilgiler su-
nan c¢esitli metabolik sinyallere cevap verirler. Hipotalamik preprooreksin mRNA
diizeyi, 48 saatlik agliktan ve insiilinin indiikledigi akut (6 saat) hipoglisemiden sonra
Oonemli bir artis gostermektedir [26, 34, 77]. Dolayisiyla bu ndéronlar ac¢lik durumun-
da aktive olmaktadirlar. Cai ve ark. diisiik plazma glukoz diizeyi ve/veya sindirim
sisteminde besin yoklugu gibi durumlarin oreksin néronlarini stimiile ettigini ve
oreksinlerin kisa donem beslenme davranislari iizerine etkili olduklarini gostermis-
lerdir. Ayrica Cai ve ark., oreksin ndronlarinin; LHA néronlarinin, serum glukoz
diizeyinin diismesiyle stimiile olan ve NTS araciligiyla vagal olarak iletilen tokluk
sinyalleri ile inhibe edilebilen bir alt kiimesi olabilecegini ileri stirmiislerdir [77].

Kan glukoz diizeyinin azalmasi ile besin alimini baglatici sinyalin iiretildigi
1yi bilinmektedir [78]. Bir¢ok insan ve siiriingen denekte kan glukoz diizeyinin 6giin-
lerden 6nce en diisiik noktasina geldigi bilinmektedir. Mayer’in glukostatik beslenme
teorisine gore [79] yeme davranisi glukoz diizeyini siirdiirebilmek amaciyla sekille-
nir. LHA “glukoza duyarli” néronlar igerir ve bu ndronlar hipoglisemi ile aktif hale
gecer ve artan kan glukozuyla da baskilanirlar. Glukoza duyarli néronlar tim LHA
noronlarinin yaklasik %25°1 kadardir [78]; dolayisiyla oreksin igeren néronlarin en
azindan bir kisminin glukoza duyarli oldugu diisiiniilebilir. Yakin zamanl ¢aligmalar
da bu kanmyr desteklemektedir. Insiiline bagli hipoglisemi sirasinda oreksin-
immiinoreaktif néronlarin yaklasik %30’unun sinirsel aktivasyonun bir isareti olan
Fos-benzeri immiinoreaktivite gosterdigi gosterilmistir [80]. Ayrica Shiraishi ve ark.
[81] test ettikleri glukoza duyarli LHA noronlarinin yaklasik %67’°sinde OXA’nin
ani desarj artisina neden oldugunu gostermislerdir. Dolayisiyla glukoza duyarli hiic-
reler eksitator oreksin reseptorleri eksprese ederler. Ayrica OXA, VMH’de bulunan
glukoza duyarli néronlarin aktivitesini inhibe eder. Glukoza duyarli néronlar glukoz
tarafindan uyarilirlar ve bu hiicrelerin stimiilasyonunun yemeyi sona erdirmede kat-
kisinin oldugu ongoriilmektedir. Oreksinlerin glukoza duyarli ve glukoza hassas
hipotalamik noronlar tizerindeki zit etkileri, LHA ve VHM nin besin aliminin diizen-
lenmesindeki antagonistik rolleri ile uyumludur [3].

2.6. Sindirim Sisteminde Oreksinler ve Etkileri

ESS’de oreksin immiinoreaktivitesi gosteren noronlar ve enteroendokrin
hiicreler, PCR ve immiinohistokimyasal calismalar 1s1ginda gosterilmistir [3].
Preprooreksin, OXA, OXB ve reseptorleri fare, sigan, kobay ve insanda myenterik ve
submukozal pleksuslarda, enteroendokrin hiicrelerde saptanmistir [4, 10, 82, 83].

10



Oreksinlerin, sekretomotor noronlarin elektriksel 6zelliklerini etkiledigi ve kolonik
motilitenin diizenlenmesine katkisi oldugu ortaya ¢ikarilmistir [3].

OXA immiinoreaktivitesi kobay midesinin antrum bdlgesinde gastrin ile
birlikte [4] ve fare midesinin pilor bolgesinde gosterilmis, OXB aktivitesi ise
saptanamamistir [84]. ESS’de OX1R immiinoreaktivitesi myenterik ve submukozal
pleksuslarda, sirkiiler ve longitiidinal kas liflerinde ve mukozada saptanmistir. Bunun
yant sira OX2R, enterokromafin (EC) hiicrelerde gdsterilmistir [10].

2.6.1. Oreksinlerin Mide Asit Sekresyonu Uzerine Etkileri

LH’nin beslenme davraniglarinin yanisira, mide sekresyonunun merkezi dii-
zenlenmesine de katkilarinin oldugu Onceki calismalarda gdsterilmistir [85].
OXA’nin intrasisternal enjeksiyonu, mide sivilarinin hacmini artirmis ve pilor
ligasyonu yapilan si¢anlarda mide asit iiretiminin doza bagimli sekilde stimiile oldu-
gu gozlenmistir. Bunun aksine, OXA’nin intraperitonal olarak uygulanmasi mide
sekresyonunu stimiile etmemis ve boylece OXA’nin mide asit sekresyonunu stimiile
edici etkisinin MSS {izerinden gergeklestigi one siiriilmiistiir [8]. Sakurai ve ark.’nin
caligmasinda kullanilan ve asit sekresyonunu stimiile edebilen dozlar, si¢anlarda be-
sin alimini stimiile etmek i¢in kullanilan dozlara esit veya daha diisiik dozlardir [26].
Hem besin alimin1 hem de mide sekresyonunu stimiile edebilen dozlarin birbirine
yakin oldugu bulgusu dikkate alindiginda OXA ile olusan bu iki cevabin da ortak bir
mekanizma ile tetiklendigi diisiiniilebilir. LH nin elektriksel stimiilasyonu mide asit
sekresyonunu artirir. Onceki ¢aligmalarda, LH lezyonlarinin veya LH’ye anestezi
uygulanmasinin, hipoglisemik ajanlarin periferal uygulamalari ile artan mide asit
sekresyonunu azalttig1 gdsterilmistir [3]. Dolayisiyla LH asit sekresyonunda kritik
bir gorev {istlenir. Bu asit sekresyonu cevabi 6zellikle de aglik duyusuna cevaben
ortaya cikar ve aglik duyusu da biiyiik olasilikla azalmig glukoz diizeyince indiiklen-
mektedir [86]. Bununla birlikte, LH noronlarinin mide asit iiretimini molekii-
ler/ndrotransmitter bazda nasil artirdigina iliskin mekanizmalarla ilgili bilgi oldukca
azdir. Oreksin igeren néronlarin LH boélgesinde ve komsu alanlardaki lokalizasyonu
ve mide asidinin merkezi OXA ile stimiilasyonu diisiiniilecek olursa, LH ndronlari-
nin terminal sinir sonlanmalarindan salinan OXA ’nin asit sekresyonunu stimiile ettigi
diisiiniilmektedir. Dolayisiyla OXA, LH noronlarindan ortaya ¢ikan bir efferent sin-
yal gibi islev gorerek mide asit sekresyonunu artirtyor olabilir.

Mide asit sekresyonunun stimiilasyonu, OXA’nin intrasisternal enjeksiyonu
ile goriildiigii halde OXB enjeksiyonu ayni etkiyi gostermez. Yani OXA, asit
sekresyonunu 6zel bir sekilde stimiile etmektedir. Oreksin reseptorlerinin 6zellikleri-
ne bakildiginda, OX1R, OXA igin secici iken; OX2R’nin her iki oreksin tipine
afinitesi vardir. Bu bilgi 1s181inda; OXB’nin degil de OXA’nin merkezi yonetiminin
asit sekresyonunu stimiile ediyor oldugu bulgusu [8]; OXA’nin neden oldugu asit
sekresyonunda OXIR’in aract olabilecegini gosterir. OXA’nin mide asit
sekresyonunu stimiile ettigi yapi-aktivite iligkisini daha da iyi ortaya ¢ikarabilmek
icin, modifiye edilmis disiilfit baglar1 olan OXA ile iligkili peptidler [OXA (15-33)]
olusturulmustur. Bu peptidlerin in vitro reseptor aktivasyonundaki rolleri veya in
vivo asit sekresyonundaki stimiilator etkileri degerlendirilmistir. Pilor ligasyonu ya-
pilan bilinci agik siganlarda OXA’nin intrasisternal enjeksiyonu mide asit
sekresyonunu stimiile ederken, iki disiilfit bagina sahip olmayan OXB i¢in benzer
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etki gozlenmemistir. OX1R ve OX2R eksprese eden CHO-K1 hiicrelerinde oreksine
bagli kalsiyum artis1 6l¢iilmiistiir. OXA, OXB ve OXA (15-33)’tin EC50 degerleri
sirastyla 0,068, 0,69, ve 4,1 nM olarak bulunmustur ve bu da disiilfit baglar1 igerme-
yen peptidlerin OX1R i¢in daha diislik baglanma potansiyelleri oldugunu gostermek-
tedir. Bu {i¢ oreksin analogunun bir veya iki disiilfit baginin modifikasyonu sonu-
cunda OXIR ig¢in Olciilen agonistik aktiviteleri, OXA’ninkine kiyasla énemli diizey-
de azalmistir. OX2R i¢in OXA ve OXB’nin EC50 degerleri neredeyse esittir fakat
OXA (15-33) i¢in oSlgiilen potansiyeller, OXA’ninkine kiyasla daha diisiiktiir. Mide
asit tiretimi ile OX1R i¢in EC50 degeri arasinda gozlenen zit iliski OX2R igin tespit
edilememistir. Bu sonuclara bakilarak OXA’nin indiikledigi asit stimiilasyonu igin
OXI1R aktivasyonunun gerektigi ve OXA’daki disiilfit baglarinin reseptor aktivasyo-
nu i¢in anahtar bir role sahip oldugu sdylenebilir [86].

2.6.2. Beyinde Asit Sekresyonunun Stimiile Edildigi Bolge Olarak Dorsal Motor
Nukleus

Mideyi vagus siniri yoluyla innerve eden hiicreler medulla oblongatadaki
DMN iizerinde yerlesmislerdir [86]. Intrasisternal olarak enjekte edilen OXA nin asit
tiretimini artirict etkisi N. vagus aracilidir [8]. Dolayisiyla, OXA’nin sisterna
magna’ya enjekte edilmesiyle akson terminallerini mideye projekte eden DMN sinir-
lerinin aktiflesebilecegi diisiiniilmektedir. Her ne kadar oreksin-immiinoreaktif no-
ronlar hipotalamus’da yerlesmis olsalar da [26], oreksin immiinoreaktif lifler DMN
bolgesi de dahil olmak iizere merkezi sinir sistemine dagilmis haldedirler [28, 33,
41]. Oreksin-immiinoreaktif liflerin DMN’de varliginin gosterilmis olmasi ve DMN
ndronlarimin LH ndronlarmin akson terminallerini altyor olmasi géz 6niinde bulundu-
rulursa, intrasisternal olarak enjekte edilen OXA’nin asit {liretimini baslattig1 esas
etkinlik bolgesinin DMN noéronlar1  oldugu hipotezi kuvvet kazanir [86].
Immiinohistokimyasal calismalar, sicanlardaki DMN néronlarmin  birgogunun
oreksin reseptdrlerini eksprese ettigini gdstermektedir. OX1R, OX2R’ye oranla daha
cok iiretilir [87]. Ek olarak, Krowicki ve ark. [8§7] OX1R’nin en ¢ok mideyi innerve
eden pregangliyonik vagal motor ndronlarda eksprese oldugunu gostermislerdir.
OXA mideyi innerve eden DMN noéronlarinda OX1R’ye baglanma yetenegine sahip-
tir. Bunun da otesinde, sigan medulla kesitlerinden alinan kayitlar gostermistir ki
oreksin bir kisstm DMN néronunu dogrudan depolarize etmektedir. Bu depolarize
edilen néronlar arasinda pregangliyonik parasempatik bazi néronlar da bulunmakta-
dir [88]. Grabauskas ve Moises’in ¢alismalarinda [89] sican beyin sap1 kesitlerinden
elde edilen DMN noronlarina ait tiim hiicre kayitlarinda oreksinlerin tercthen DMN
icerisinde islev gorerek mideye projekte olan DMN noéronlarin1 dogrudan uyardig
gosterilmistir. Bu elektrofizyolojik bulgular, yukarida deginilen ndroanatomik kanit-
lar ve farmakolojik ¢aligmalarin sonuglari birlikte diistiniildiigiinde, hipotalamik pro-
jeksiyon ile DMN igerisine ulagsan endojen OXA’nin, OX1R’yi aktive ederek vagal
akist stimiile ettigi ve midede asit liretimi artirdig1 ortaya ¢ikar.

2.6.3. Endojen Oreksin-A’nin Asit Sekresyonu Uzerine Etkileri

Spesifik bir OX1R antagonisti olan SB334867 nin [62, 90, 91] intraperitonal
olarak wuygulanmasi sonucu pilor ligasyonu yapilan sicanlarda mide asit
sekresyonunu etkilemedigi, fakat intrasisternal olarak uygulanan OXA’nin neden
oldugu asit liretimini tamamen bloke ettigi gosterilmistir [92]. Vagal yolagin merkezi
aktivasyonu icin kullanilan 2-Deoksi-D-glikoz (2-DG) periferik olarak uygulandi-
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ginda Ozellikle hipotalamusta islev gorerek vagal tonusu artirip mide asit
sekresyonunu stimiile etmektedir [86]. Mide asit {iretiminin 2-DG tarafindan
stimiilasyonu, intraperitonal SB334867 uygulamasi ile onemli oranda bloke edile-
bilmektedir. Bu da beyinde endojen olarak salgilanan OXA’nin, mide asit
sekresyonunun merkezi diizenlenmesinde kritik bir rolii oldugunu ve OXI1R’nin
endojen olarak salinan OXA tarafindan gercgeklestirilen asit stimiilasyonunda katkisi-
nin oldugunu gostermektedir. Bazi1 ¢alismalarda hipogliseminin OXA ndronlarini
aktive ettigi gosterilmistir. Cai ve ark. [80], insiilinin neden oldugu hipogliseminin
siganlarin LH bolgesindeki OXA noéronlarinda c-fos ekspresyonunu stimiile ettigini
gostermislerdir. c-fos ekspresyonuna iligkin bu caligmalarin bulgulari, 2-DG’nin
hipotalamik OXA sistemini aktive ettigi ve bunu takiben de vagal sistem yoluyla
mide sekresyonunun stimiile oldugu yoniindeki hipotezleri destekler niteliktedir.

Bu bulgular, OXA’nin beyinde sefalik faz stimiilasyonunu (besin alimi ve
uygun hazirlayici sekretuar cevaplarin iiretilmesi gibi) tetikleyen en 6nemli molekiil-
lerden biri oldugu yoniindeki hipotezi destekleyici niteliktedir.

2.6.4. Oreksin-A’nin Mide Motilitesi Uzerine Etkisi

Bir¢ok ¢alismada merkezi olarak enjekte edilen oreksinin mide motilitesini
degistirdigi gosterilmistir. Kobashi ve ark. [93] si¢anlarda intrasisternal OXA uygu-
lamasiin mide motilitesi tlizerindeki etkilerini arastirmislar ve oreksinin 30 dakika-
dan fazla siireyle mide gevsemesine neden oldugunu bulmuslardir. Distal midedeki
fazik kontraksiyonlar da oreksine cevap olarak kolaylasmistir, fakat vagotomi uygu-
lanan hayvanlarin distal midelerinde bu etki gézlenmemistir. Vagotomi uygulanan
hayvanlarin proksimal midelerinde gevseme gozlenmekle birlikte bu gevsemenin
miktar1 miidahale edilmemis hayvanlara kiyasla anlamli 6l¢iide diisiik gergeklesmis-
tir. Bu bulgu, merkezi oreksinin distal mide motilitesini ve proksimal midedeki gev-
semeyi vagus siniri araciligiyla kolaylastirdigini isaret eder [93]. Her ne kadar bes-
lenme esnasinda proksimal midede gevseme ve distal midede motilite artis1 goriilii-
yor olsa da, merkezi OXA’ ’nin uyardig1 mide motilite degisimleri g6z Oniine alindi-
ginda, beslenme sirasinda OXA’nin mide-bagirsak motilitesinin koordinasyonunda
islev gormekte oldugu diisiintilebilir. Bu agidan bakildiginda, yukarida da tarif edil-
digi gibi OXA, sefalik-faz stimiilasyonda 6nemli rol oynayan tetikleyici bir molekiil-
diir. Ek olarak Krowicki ve ark. [87] siganlarda DMN boélgesine oreksinin mikroen-
jeksiyonunun mide i¢i basici ve antral motiliteyi artirdigini gostermislerdir ve bu
bulgu DMN’deki oreksinlerin mide motor fonksiyonlarini stimiile ettiginin bir gos-
tergesidir.

2.6.5. Oreksin-A’nin Mide Korunmasi Uzerine Etkisi

OXA’nm intrasisternal enjeksiyonu, %70’lik etanoliin sebep oldugu mukozal
hasarin boyutunu doza bagimli bir sekilde azaltmaktadir. Bu etkinin OXA’nin
intraperitonal enjeksiyonu ile gozlenmemis olmasi, OXA’nin mide mukozal hasarini
merkezi etki gostererek engelledigini gostermektedir [24]. Sicanlarda goriilen bu
koruyucu etki OXB i¢in gosterilememistir. Merkezi OXA’ ’nin mideyi koruyucu etki-
si, atropin, N"-nitro-L-arginine methylester (L-NAME) veya indometazin ile gergek-
lestirilen 6n tedavi ile engellenmektedir. Bu bulgu OXA’nin beyinde OX1R yoluyla
etki gostererek, vagal muskarinik sistem, NO ve PG yolaklar1 {izerinden etanole karsi
koruyucu rol iistlendigini géstermektedir. NO’nun oreksin yolaginda rol aldigi once-
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ki ¢alismalarda gosterilmistir. Farr ve ark. [25] L-NAME’in s.c. enjeksiyonunun,
sicanlarda OXA’nin neden oldugu besin alimi artigini bloke ettigini gostermislerdir.
Benzer sekilde NOS knockout farelerde OXA, besin alimi artigin1 saglayamamastir.
Arastirmacilar ayrica L-NAME’in hipotalamusdaki NOS aktivitesini yiliksek oranda
inhibe ettigini gostermislerdir ve bu bulgu da beyindeki NO’nun OXA’ya bagli besin
tilkketiminde 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Ek olarak, Zheng ve ark. yap-
tiklar1 arastirmada [94] hipotalamik oreksin ndronlarinin %20’ye yakin bir kisminin
dorsal vagal komplekse projekte oldugunu ve hatta bir kisminin NOS-immiinoreaktif
noronlara anatomik yakinlikta oldugunu gostermislerdir. Beyindeki NO’nun, mide-
bagirsak fonksiyonlarinin OXA aracili merkezi diizenlenmesinde vagal sistem yoluy-
la islev gordiigiinii diisiindiirmektedir.

Kendi grubumuzun yaptig1 ¢alismada da OXA inflizyonunun, I/R uygulama-
styla olusan mide mukozal hasarini azalttigi ve notrofil infiltrasyonunu ve lipid
peroksidasyonunu azaltarak mukozal korunmaya katkis1 oldugu gosterilmistir [95].

2.7. Iskemi/Reperfiizyon

Bir organa gelen kan akiminin c¢esitli nedenlerle (6zellikle vaskiiler cerrahi
islemler ve organ transplantasyonu esnasinda) yetersiz hale gelmesi veya durmasi
sonucu, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin saglanamamasi ve
olusan artik iriinlerin uzaklastirilamamasina iskemi denir. Reperfiizyon ise bu
iskemik dokudaki kan dolagiminin yeniden saglanmasidir [96].

Iskemi tek basina doku hasarina sebep olur, ancak asil hasar iskemik dokunun
hiicre canliligin1 ve fonksiyonunu korumaya yonelik olarak yeniden kanlanmasi du-
rumunda olusur. Iskemik bir dokuda kan akiminmn yeniden baslamasi durumunda
(reperflizyon), 6zellikle dokuya gelip yerlesen polimorfoniikleer 16kositler (PMNL)
tarafindan salinan ROS, dokudaki yikimi artirict etki yapar. Bu olaya reperfiizyona
bagli doku hasar1 denir [96]. Bir dokuda iskemi ve reperfiizyon sonucu olusan hasar,
dokunun ayni1 toplam siirede sadece iskemiye maruz kalmasi sonucu olusan hasardan
daha fazladir.

Akut mezenterik iskemi, ¢esitli yaniklar, hemorajik, travmatik ya da septik
sok sonrasinda, ROS ve proteazlarin iiretimi ve nétrofillerin, nétrofil-endoteliyal
hiicre etkilesimlerini takiben intestinal mukozada birikmeleri sonucu I/R hasar1 olu-
sur [97]. Iskemik dokuya nétrofil gegisi iskemiden sonra ilk 12-24 saat i¢inde gdzle-
nir. Bu siirenin sonunda nétrofiller yerini yavas yavas makrofajlara birakirlar. Bu-
nunla beraber, iskeminin ardindan reperflizyon da gerceklesirse, 16kosit birikimi
iskemik alanda kan akimi arttig1 i¢in daha hizli olur [70].

I/R hasari, kalp, beyin, karaciger, bobrek ve gibi oksijene bagimli doku hiicre-
lerini, organlar1 6nemli Slgiide etkiler. Organ naklini takiben gelisen fonksiyon bo-
zuklugunun ana sebebi olarak da I/R hasar1 gosterilmektedir. Bu hasar nakledilmis
organin uzun siire yasama durumunu kisitlar [98]. I/R’nin goriilme sikligina bagh
olarak mezenterik kan damarlarinda meydana gelen I/R sonucu, genellikle akut
vaskiiler yetmezlik ve ¢oklu organ yetmezligi gelisir [99].
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I/R hasarinin olusum mekanizmasinda ¢esitli faktorlerin etkili oldugu o6ne
siiriilmiistiir. Bunlar arasinda, proteazlarin ve fosfolipazlarin aktivasyonu, [Ca™]i’da
degisim, ATP yoklugu, serbest radikallerin olusturdugu hiicre hasari, pro ve anti-
inflamatuar sitokin yapimindaki dengenin pro-inflamatuar sitokinler yoniine kayma-
s1, kemokinler, aktif immiin sistem hiicreleri bulunmaktadir [100].

2.7.1. Iskemi Fazinda Hasar Olusumu

Iskemik fazda oksijene bagimli olan hiicrelerin (kardiyomiyositler, ndronlar,
hepatositler, renal tiibiiler hiicreler, bagirsak epitel hiicreleri) oksijensiz kalmasi bu
hiicreleri agir bir sekilde etkiler [98]. Iskemi sonucunda dokunun tek enerji kaynagi
anaerobik metabolizmadir. Bu sebeple doku hipokside kalirsa, hipoksik doku hasari
ortaya ¢ikar [98]. Hasar olusumu, mitokondriyal enerji yapiminin (oksidatif
fosforilasyonun) azalmasi ve hiicresel enerjinin diismesi sonucu gergeklesen bir seri
olaylar dizisidir [98]. Dogrudan ya da dolayli olarak meydana gelen enerji yoklugu,
hiicre i¢inde hiicresel iyon homeostazisinin bozulmasi, hidrolazlarin aktivasyonu,
hiicresel membranlarin permeabilitelerinin artmasi gibi degisimlerin goriilmesine
sebep olur.

Iskemide sitozolik pH, ATP yokluguna, glikolitik hizin artisina ve belki de
hasarli lizozomlardan serbestlenen H™ iyonuna bagli olarak diiser. Asidoz ile birlikte,
makromolekiil sentezinin durmasi, sitozolik Na* ve Ca”" iyonlarmin konsantrasyonu-
nun artmasi ve iyon dengesinin bozulmasi, plazma permeabilitesinin artmasi, ATP
yikim driinlerinin birikmesi, bu degisimlere paralel olarak sonunda, hiicresel
homeostazis bozulmasi goriiliir [98, 99].

Sitozolik Ca®" konsantrasyonunun artist hiicre i¢i fosfolipazlar gibi
hidrolazlar1 (6zellikle fosfolipaz A, gibi) aktive eder. Aktive olan hidrolazlar
substratlarim1 yikmak suretiyle hasar olusumunu hizlandirirlar (Or. hiicre ici Ca”" ile
aktive olan calpain, hiicre iskeleti proteinlerinin yikimina sebep olur). Artan hiicresel
Na' iyonu konsantrasyonu plazma membranmin ayrilmasma sebep olan hiicresel
osmotik siskinligin olusumuna sebep olur. Mitokondriyal membranda olusan gecis
porlar yiiziinden permeabilite degisimi, mitokondriyal membran potansiyeli kaybina
ve mitokondriyal matriksde Ca®" birikimine sebep olur.

Iskemide gelisen bu olaylar, temelde reperfiizyonda oksijen ve kan {iriinleri-
nin yeniden dokuya gelmesiyle oksijen kaynakli serbest radikallerin olusumu ig¢in
zemin hazirlamaktadir [101]. Reperfiizyonda c¢ok cesitli hiicre, organel ve enzimler
serbest radikal olusturur. Bunlar arasinda mitokondrial elektron transport zinciri,
vaskiiler endotel, 16kositlerin (nétrofil, lenfosit, monosit) aktivasyonu, plazma ve
organel membranlari, NOS aktivasyonu sayilabilir.

2.7.2. Reperfiizyon Fazinda Hasar Olusumu

Yapilan calismalarda, koroner arter tikanmasi sonrasinda eger zamaninda
reperfiizyon uygulanirsa, bu uygulamanin hiicreleri miyokardial nekrozisten korudu-
gu gosterilmistir [99]. Bununla birlikte iskeminin siiresine ve yogunluguna bagli ola-
rak oksijen yeniden dokulara geldiginde, temelde oksijensizlik yiiziinden olusan do-
ku hasar1 daha da agirlagir. Reperfiizyonda hizli oksijen radikali olusumu hem siste-
mik hem de lokal hasar olusumuna neden olur. Cesitli hayvan tiirlerinde yapilan de-
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neysel mezenterik I/R modelinde reperfiizyon fazinda olusan doku hasari, iskemik
fazda olusan hasardan daha fazladir. Braunwald ve ark.’nin [102] ¢alismasina gore
miyokardiyal iskemide iskeminin siiresi ile baglantili olarak koroner akimin yeniden
saglanmasi, hem nekrozisin 6nlenmesi hem de miyokardiyal hasarin yayilmasinin
Onlenmesi agisindan son derece etkilidir. Ancak, akimin yeniden saglanmasi dokuda
fonksiyonel metabolik ve yapisal degisimleri de beraberinde getirir [70]. I/R sonras1
dokularda mikrovaskiiler fonksiyon ve arteriyollerde endotele bagimli dilatasyon
bozuklugu gelisir. Kapillerlerde 16kosit tikaglar1 olusur, sivi filtrasyonu artar.
Postkapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar disina ¢ikmasi ve lokositlerin
hareketliligi baslar. Mikrosirkiilasyonun biitiin segmentlerinde aktive olan endotel
hiicreleri daha fazla ROS ve daha az NO iiretir. Endotel hiicrelerinde siiperoksit radi-
kali ve NO arasindaki dengesizlik inflamatuar mediyatorlerin liretim ve salinmalarina
onciiliik ederken adezyon molekiillerinin biyosentezini de arttirir [103].

I/R, endotel ve farkli hiicre tipleri arasindaki etkilesimleri artirarak
mikrovaskiiler hasara, hiicresel nekroza ve/veya apoptozise neden olur. Splanknik
arterlerin tikanmasi ve reperfiizyonun 6zellikle vaskiiler permeabiliteyi degistirmesi,
polimorfoniikleer nétrofillerin (PMN) aktivasyon ve adezyonlarini saglamasi, pro-
inflamatuar maddelerin, nitrojen ve oksijen kokenli serbest radikallerin olusumu ne-
deniyle dolasimsal soku hizlandirir [98].

Ince bagirsakta meydana gelen I/R, mukozal bariyerin biitiinliigiiniin bozul-
masina, bakteriyel gec¢ise ve inflamatuar cevabin olusumuna sebep olur. Bakteriyel
translokasyon, canli bakterinin intestinal mukoza araciligi ile mezenterik lenfatik
nodlara, diger organlara ve dokulara yayilmasidir. Translokasyon siireci, bakteri ve
bagirsak duvari arasinda tek bagina sitokin yapimini uyaracak ve inflamatuar yaniti
olusturacak ilk temas ile baglar. Bakteri mukozaya geger ve oradan farkli organlara
dolagim sistemi ile tasinir. Sigan mezenterik arterine 30 dakika iskemiyi takiben 24
saatlik reperfiizyon uygulanan bir ¢alismada, isaretli bakterinin translokasyonu ince-
lenmis ve translokasyonda reperfiizyon zamaninin belirleyici oldugu sonucuna va-
rilmigtir [98]. Cilinkii kan akiminin yeniden saglanmasi ile hiicre icine fosfolipaz A,
aktivasyonunu saglayan Ca’" girisi gerceklesir. Fosfolipaz A, tarafindan salinan
aragidonik asit reperfiizyon siiresince siklooksijenaz (COX) enzimleri tarafindan
metabolize edilir. PG’lerin, Tromboksan (TX), prostasiklin (PGI,) ve 16kotrienlerin
yapimindan sorumlu olan lipooksijenaz (LOX) enzimlerinin iiretimi, vazodilatasyon
(PGL,, PGE;, PGE,, PGDy,), vaskiiler permeabilitenin artis1 (LTC4, LTD4, LTE,),
trombosit agregasyonunu ve PMN’lerin kemotaksisini uyarir [98, 99].

Iskemiyi takiben inflamatuar bir cevap olusur [98]. inflamasyon, travma ve
enfeksiyon gibi durumlarda dokular fiziksel ya da kimyasal ajanlarla ya da patojen-
lerle hasarlandiginda, hasara kars1 olusturulan bdlgesel savunma cevabi olarak tanim-
lanmistir [104]. Bu olusan inflamatuvar cevaba, makrofajlar, endotel hiicreleri,
notrofiller, lenfositler, trombositler, parankimal hiicreler, ayrica kompleman sistemi,
kan koagulasyon kaskadi, ROS, NO, pro ve anti-inflamatuar sitokinler,
mikrovaskiiler perflizyon ile iliskili diger mediyatdrler gibi hiicresel olmayan yapilar
da katilir [98].
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Inflamasyon cevabi, hasarli hiicre igerigi tarafindan tetiklenebilecegi gibi,
biitiinliigli bozulmus doku matriksinin kompleman kaskadini ya da makrofajlar akti-
ve etmesi yolu ile dendritik ve diger hiicrelerin heat shock proteinlere (HSP), niikleer
proteinlere ya da heparan siilfatin toll-like reseptorlerine baglanmasi yolu ile de tetik-
lenebilir. inflamatuvar yanit her ne kadar hiicrelerde 6zellikle de endotel hiicrelerinde
ve makrofajlarda baslasa da, bu hiicreler de anoksi ve yeniden oksijenlenme sirasinda
ve [Ca™]iartis1 ile aktive olurlar [98].

Inflamasyondaki olaylar, birbirleri ile baglantilidir. ROS, aktive olmus
makrofajlardan, nétrofillerden, endotel hiicrelerinden, trombositlerden ve
hasarlanmis hiicrelerden salinabilir. Sitokin ve kemokinler gibi mediyatorler ise,
makrofajlar, lenfositler, nétrofiller ve endotel hiicreleri tarafindan olusturulur ve yine
bu hiicreleri aktive eder. Azalan / artan NO olusumu, artan endotelin -1 olusumu ve
kan koagulasyonu mikrovaskiiler perfiizyonda sorunlar yaratir. inflamatuar cevap
siresince salinan ROS, sitokinler, tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), NO’nun yiik-
sek dozlar1 gibi ¢esitli bilesenler, sitotoksisite yaratarak hiicre hasarina neden olurlar.
ROS’un, 6zellikle hidrojen peroksitin NF-xB’yi aktive ettigi bilinmektedir. Aktive
olmus NF-kB inflamasyonla iligkili akut faz proteinleri, hiicre adezyon molekiilleri,
hiicre yiizey reseptorleri, sitokinler ve kemokinler gibi iirlinleri olan genlerin eks-
presyonlarinin diizenlenmesinden sorumludur [105].

Mikrovaskiiler diizensizlik yiiziinden reperfiizyon ile yeniden oksijenlenme
saglansa bile reperflizyon fazinda hala anoksik hasar devam eder ve reperfiizyon sii-
reci boyunca inflamatuar cevabin olusumu ile hiicre hasar siirekliligini korur.

Deneysel calismalarin sonuglarina gére I/R hasarinin erken ve sonradan olu-
san hasar olmak lizere bifazik sekilde gelistigi ortaya konmustur. Erken hasar, XOD
enziminden koken alan ROS’larin yapimi ile olusurken, sonradan olusan hasar,
inflamatuar hiicrelerin aktivasyonu ve birikimi ile olusur [105]. Erken hasarda
iskemiye maruz kalan organda hipoksi ve hiicre membranlarinda da XOD kd&kenli
ROS aracilig ile olusan lipid peroksidasyonu ile hasar gelisir. Bununla birlikte, ROS
hem TNF-q, interlokin 1B (IL-1P) gibi proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin
hem de sitokinle uyarilan nétrofil kemoatraktanlarinin iiretimine sebep olur [106].
Sonradan olusan hasarda ise, nétrofil birikimi reperfiizyon sonrasi 24 saat i¢ginde be-
lirgin sekilde gozlenir. Hasarli dokuda 16kosit birikimi karmasik bir olaydir. Bu sii-
reg, endotel ylizeyindeki adezyon molekiillerini, 16kosit-kemotaksis faktorlerini, hiic-
re i¢i adezyon molekiillerini (ICAM), ayrica en 6nemli adezyon molekiilleri olan,
normalde bazal seviyede olan ancak iskemi sonrasi yapimlari-ekspresyonlar1 1L-8,
IL-1, ve TNF-a gibi iskemik dokudan salinan ¢esitli inflamatuar sitokinlerce artirilan
endotelyal adezyon molekiillerini kapsar [97].

Reperfiizyonda, 6zellikle erken reperfiizyon fazindaki hiicre hasar1 iskemik
fazda olusan hiicre i¢i degisimler sonucu olusur. Ornegin, iskemik fazda
mitokondriyal solunum zinciri enzimleri gibi elektron transferinden sorumlu enzim-
ler hasarlanir. Reperfiizyonda hala elektronlarin1 oksijene aktarabilen hiicreler bunu
hasarli enzimler araciligi ile yaparlar ve sonug¢ olarak ROS olusur ve ROS araciligi
ile olusan hiicresel hasar baglamis olur. Benzer bir durum soguk iskemide de gozle-
nir. Soguk iskemi apoptozisi tetikler. Soguk, endotel hiicreleri, hepatositler ve renal
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tiibiiler hiicreler gibi ¢esitli hiicrelerin sitozolik selat havuzunda demir iyonlarinin
artisina sebep olur. Reperfiizyonu takiben bu demir iyonlar1 hem apoptotik cevabi
tetikler, hem de ROS olusumuna neden olur. Her iki 6rnekte agiklanan, azalmis du-
rumdaki hiicresel redoks sistemlerinin artmasi, iskemik faz siiresince demir selatinin
indirgenmesinin artmasi reperflizyonun baslangicinda hasar olusumunu kolaylastirir.
Reperfiizyonda hiicre hasar1 her ne kadar inflamatuvar cevap sonucu olussa da hasari
olusturan bilesenler, iskemide kan akiminin azalmasi-durdurulmasi ile olusan oksi-
jensizlige baglhidir. Bu bilesenlerin ¢ok ¢esitli olmasindan dolay1 hiicre i¢i hasar siire-
ci karmasik, uzun siireli ve reperfiizyon siiresince devam edebilir tarzdadir [98].

Sitozolik Na ve Ca®"un artmasi, hidrolazlarin aktivasyonu ve mitokondriyal
permeabilitede degisim anoksik hiicre hasari olusumunda hemen gergeklesir. Diger
degisimler, Ozellikle gergeklesebilmesi ATP varligma bagli olanlar sadece
reperflizyon fazinda goriiliirler. Bu sayede, mitojen ile aktive olan protein kinaz ailesi
(MAP kinazlar), NF-xB, 6liim reseptorlerini aktive eden sinyaller ve mitokondriyal
apoptotik yolaklarin (aktive edici ya da baskilayici kaspazlarin ve Bcl-2 ailesi iiyele-
rinin aktivasyonu) tamaminin reperfiizyon fazindaki hiicresel hasar ile iliskili oldugu
sOylenebilir [98].

2.8. Mide Mukozal Savunma Mekanizmalari

Mide mukozasi sahip oldugu savunma mekanizmalar1 sayesinde, genis bir
araliktaki pH, osmolarite ve sicaklik degisimlerinin siklikla neden oldugu zarar verici
etkilere karst koyabilmektedir [107-111]. Bu mekanizmalar, yerel savunma
mekanizmalarin yani sira ndro-hormonal mekanizmalar1 da kapsamaktadir.

2.8.1. Mukus-Bikarbonat-Fosfolipid Bariyer

Mukus-bikarbonat-fosfolipid bariyer, mukozal savunmanin ilk basamagin
olusturur [108, 112, 113]. Bu bariyer, mukus jeli, bikarbonat (HCO3") ve surfaktan
fosfolipidlerden olusmaktadir ve mukoza yiizeyini kaplar. Bu katman, ylizey epitel
hiicreleri tarafindan salgilanan bikarbonati alikoyarak mukozal yiizeydeki
mikrogevrenin notralizasyonunu (pH=7,0) saglar ve pepsin’in dokuya girisini engel-
leyerek ylizey epitelyumunun proteolitik sindirimini de 6nlemis olur [112, 113]. Mu-
kus jeli fosfolipidler igerir ve luminal yiizeyi olduk¢a gii¢lii hidrofobik 6zelliklere
sahip surfaktan fosfolipidlerden olusan bir film ile kaplidir [108].

Mukus jeli, yiizey epitel hiicrelerinin apikalinden salgilanir ve igeriginde %95
su, %5 musin glikoproteinleri ve musin (MUC) geni tirlinleri bulunur. Jeli olusturan
musin birimleri polimerize olarak biiyiilk musin multimerleri olustururlar ve bu
multimerler jel olusumu i¢in sarttir [112, 113]. Her bir jel olusturucu musin’in,
MUC2, MUCSAC, MUC5B ve MUC6’nin yapisi agiklanmistir [112]. MUCSAC
midede kardia, fundus ve antrum’un yiizey epitelyal hiicrelerinde eksprese olur;
MUCE6 ise fundus’un boyun hiicrelerinde ve antral bezlerde eksprese olur. insan mi-
de mukozasindaki mukus katmaninda MUCS5AC ve MUCS6 igin alternatif katmanlar
da gosterilmistir [112, 114]. Mukus jeli, diisitk molekiiler agirlikli trefoil faktor aile-
sine ait peptidler (TFF’ler) ile birlikte salgilanir [115]. TFF’ler, hiicre i¢i mukus sal-
gilayic1 vezikiillerin 6nemli pargalaridir ve miisinlerin hiicre i¢inde birikmesinde
ve/veya paketlenmesinde rolleri vardir [115]. TFF2, midede miisin vizkositesini arti-
rir ve jel agmi stabilize eder [116]. Mukus sekresyonu, aralarinda gastrin ve
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sekretin’in de bulundugu mide-bagirsak hormonlari, PGE, ve kolinerjik ajanlar tara-
findan stimiile edilir [112]. Aspirin ve safra tuzlar1 gibi {ilser olusturucu maddeler
mukus jeli ve fosfolipid katmanin zarar gérmesine neden olurlar ve bdylece asit geri
diflizyonuna ve mukozal hasarlara yol acarlar [112, 117].

HCO5’1n mukus jel tabakasina sekresyonu, mide ve duodenum’un epitel yii-
zeyinde pH gradientine neden olur ve bdylece luminal asite karsi ilk mukozal sa-
vunma hattt olusur [112, 113]. Asit salgilayan mide mukozasinin ylizey epiteli asit
sekresyonunun sadece %10’u kadar bir oranda HCOs" salgilar. Mukus jeli HCO3;1n
luminal kaybini en aza indirerek apikal hiicre yiizeyinde nétral pH diizeyini korur.
Bazolateral membranda Na“ ve HCO;’in birlikte tasinmasit HCO3’1in alimi i¢in en
Oonemli mekanizmadir. Sigcan ve tavsan mide mukozasinda yiiriitiilen ¢aligmalarda
mide ylizey epitel hiicrelerinin apikal membranlarinda CI/HCO3™ anyon degistirici
pompalarin varhigr gosterilmistir [118]. Midede PG’ler HCO; sekresyonunu EP,
reseptorleri yoluyla stimiile ederler [119]. HCOj5;™ sekresyonunu stimiile eden diger
faktorler; luminal asit, kortikotropin-salgilatict hormon (CRF), melatonin,
uroguanilin ve OXA’dir [112].

Limen ve epitelyum arasindaki tek preepitelyal bariyer, mukus bikarbonat
bariyeridir. Zararl etkilerle bariyer hasarlandiginda aktive olan asidin hiicre i¢i not-
ralizasyonunu, hizli epitel tamiri ve mukozal kan akiminin kontroliinii ve siirekliligi-
ni saglarlar.

2.8.2. Yiizey Epitel Hiicreleri

Mukozal savunmanin bir sonraki basamagini ylizey epitel hiicrelerinin mey-
dana getirdigi stirekli ve kesintisiz katman olusturur. Bu katman, mukus-bikarbonat,
PG’ler, HSP’ler, TFF’ler ve katelisidinleri salgilar. Yiizeylerindeki fosfolipidler ne-
deniyle hidrofobik olan bu hiicreler, asit ve suda ¢dzilinebilen zararli ajanlar1 uzak
tutabilirler [108]. Sik1 baglantilar ile birbirine baglanmis olan yiizey epitel hiicreleri,
asit ve pepsin’in geri diflizyonunu 6nleyici bir “bariyer” olustururlar [107, 112]. Yii-
zey epitel hiicreleri gap junction’lar araciligi ile metabolik ve elektriksel iletisimi
saglarlar. HSP’ler, artan sicaklik, oksidatif stres ve sitotoksik ajanlar gibi stres fak-
torlerine yanit olarak mide epitel hiicreleri tarafindan tretilirler [120, 121]. Protein
denatiirasyonunu engellerler ve hiicreleri hasara karsi korurlar. HSP cevabinin akti-
vasyonu, antasit hidrotalsit’in mukozal koruma mekanizmalarindan birisidir [122].
Katelisidin ve B defensinler katyonik peptidlerdir ve bu peptidler mukozal yiizeyin
bakteriyel kolonizasyonunu engelleyen savunma sisteminde 6nemli rol oynarlar. Bu
peptidlerin mide epitel hiicrelerindeki varligi ve iilser iyilesmesi sirasinda tiretimleri-
nin arttig1 gosterilmistir [123]. TFF’ler epitelizasyonun siirdiiriilmesini ve mukozal
koruyucu etkinligi saglarlar [124].

2.8.3. Mukozal Progenitor Hiicrelerde Siirekli Hiicre Yenilenmesi

Mukozal progenitdr hiicreler araciligr ile olan siirekli hiicre yenilenmesi, mu-
kozanin yapisal biitiinliiglinii saglar. Epitelyum, progenitor hiicrelerin iyi koordine
edilmis kontrollii proliferasyonu ile siirekli yenilenir. Mide yiizey epitelyumunun
tamamen yenilenmesi genellikle 3-7 giin siirer. Glandular hiicrelerin yenilenmesi igin
gereken siire ise aylar1 bulabilir. Mide bezlerinde tek bir kok hiicre boliinmeye ugra-
yarak progenitor hiicreleri olusturur. Bu hiicreler farklilasarak olgun epitel hiicresi
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tiplerine doniisiir [125]. Kok/progenitor hiicre nisi, proliferasyona ve farklilagsmaya
ugrayan epitel hiicreleri ve onlar1 ¢evreleyen mezensimal hiicrelerden olusur [126].
Mezensimal hiicreler bliylime faktorlerini iiretirler ve bdylece mezensimalden
epitelyal capraz iletisim ve sinyallesmeye yonlenmesini saglar. Bu sekilde, nis
progenitor hiicrenin devamliligl saglanmis olur. Yiizeysel hasarlardan sonra ylizey
epitelyumunun eski haline donmesi, mide bezlerinin boyun kisminda bulunan ve
korunmaya alinmis olan epitel hiicrelerinin gocii ile dakikalar i¢cinde gergeklesir. Bu
hiicre gogii Onciildiir ve progenitdr hiicrelerin proliferasyonundan bagimsizdir.
Proliferasyon daha sonra (hasarin ortaya ¢ikmasindan saatler sonra) gerceklesir
[122].

Progenitor hiicrelerin hiicre proliferasyonu biiyiime faktorleri tarafindan kont-
rol edilir. Midedeki progenitor hiicrelerde eksprese olan en 6nemli biiyiime faktorii
reseptorli epidermal biiylime faktorii reseptoriidiir (EGF-R) [122]. Bu reseptorii akti-
ve eden en 6dnemli mitojenik biiylime faktorleri; transforme edici biiylime faktorii
(TGF-a)) ve insiilin-benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1)’dir [127]. PGE, ve gastrin,
EGF-R’yi1 transaktive ederler ve mitojen-aktive protein kinaz yolagim tetikleyerek
hiicre proliferasyonunu stimiile ederler. Boylece mide mukozasi iizerindeki trofik
etkileri gerceklesmis olur [128]. Tiikiirlik bezlerinde ve 6zofagusta iiretilen EGF mi-
de mukozasinda bulunmamaktadir. Herhangi bir hasar durumunda progenitor hiicre-
nin proliferasyonunu stimiile edebilir. Onemli bir yeni bulgu da bir antiapoptozis
proteini olan survivin’in mide progenitdr hiicrelerindeki ekspresyonudur. Bu eks-
presyon ile mide progenitdr hiicrelerinin apoptosise ugramamasi saglanarak mitozu
artirllmaktadir [129].

2.8.4. Mukozal Mikrodolasim

Mukozal mikrodolasim, oksijenin ve besinlerin iletimi ve toksik maddelerin
uzaklastirilmasi i¢in gereklidir. Bircok mide arteri muskularis mukoza seviyesinde,
kiiclik kapillerlere dallanir ve bu kapillerler de lamina propria igine girerek glandular
epitel hiicrelerine yakin sekilde yukariya dogru uzanirlar. Kapillerler, yiizey epitel
hiicrelerinin tabaninda toplayici veniiller olusturacak sekilde birlesirler [122].
Mikrodamarlar boyunca uzanan endotel hiicreler, NO ve PGI, gibi kuvvetli
vasodilatorleri iretirler. Bu vasodilatérler mide mukozasini hasarlara karsi korurlar.
Lokotrien C4, tromboksan A, ve endotelin gibi vasokonstriktorlerin mukozal hasara
neden olabilecek etkilerini zayiflatirlar. PGL, ve NO, endotel hiicrelerinin yasamini
siirdiirmesini saglarlar ve mikrovaskiiler endotel hiicrelerine trombosit ve lokosit
yapismasini engelleyerek mikrodolagimin bozulmasini énlerler [130].

Mide mukozast bir irritana maruz kaldiginda veya asit geri diflizyonu gercek-
lestiginde, mukozal kan akiminda hizli ve onemli bir artis meydana gelir. Duysal
afferent sinirler araciligi ile olusan bu hiperemik cevap, geri difiize olan asitin
ve/veya tehlikeli ajanlarin uzaklastirilmasina ve diliisyonuna izin verir. Bu cevap
mukozal savunma bakimindan ¢ok énemlidir. Mekanik kisitlamalar ile kan akiminin
engellenmesi, hemorajik nekroza neden olur. Asit sekresyonuna cevaben artan
mukozal kan akimi, kismen NO araciligiyla gergeklesir. NO, mukozal dolasimi ayar-
lamak suretiyle mukozal savunmada 6nemli bir rol oynar [130, 131]. Endojen ve
ekzojen NO mide mukozasini etanol ve endotelin-1 hasarina karsit korurken, NOS
enziminin inhibisyonu mukozal hasar1 artirir [130].
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Hidrojen siilfit endojen olarak iiretilen ve mukozal koruyucu etkiye sahip
diger bir bilesiktir. NO benzeri bir etki gostererek, TNF-o’nin ekspresyonunu azaltir,
vaskiiler endotelyuma l6kosit yapigsmasin1 azaltir ve non-steroidal anti-inflamatuar
ilaglarin (NSAID) neden oldugu mukozal hasar1 inhibe eder [132].

2.8.5. Mide Mukozasinin Duysal innervasyonu

Mide mukozasi ve submukozal damarlar, primer afferent duysal néronlar ve
mukoza tabaninda yogun bir pleksus olusturan sinirler tarafindan innerve edilirler
[17, 133]. Bu pleksustan ¢ikan sinir lifleri kapiller damarlara eslik ederek lamina
propria i¢ine girerler ve ylizey epitel hiicrelerinin hemen altinda sonlanirlar. Bu sinir
sonlanmalari, asidi algilayan kanallar1 sayesinde, luminal igerigi ve/veya mukozaya
asit girisi ile aktive olurlar. Bu sinirlerin aktivasyonu, submokozal arteriollerin
tonusunu dogrudan etkiler ve bu tonus da mukozal kan akimini diizenler [130]. Mi-
dedeki duysal sinirlerin stimiilasyonu, genis submukozal damarlarin icerisinde veya
yakin  komgsulugunda  bulunan  sinir  terminallerinde =~ CGRP ve SP
norotransmitterlerinin salinimina neden olur [17, 133]. CGRP, mukozal koruyucu bir
fonksiyona sahiptir. Bu fonksiyon biiyiik olasilikla submukozal damarlarin, NO {ire-
timi ile gergeklesen vasodilatasyonu iizerinden olmaktadir. Duysal innervasyona mii-
dahale edilmesi; 6rnegin duysal afferent sinirlerin kronik, yiiksek dozlarda kapsaisin
ile denervasyonu sonucu hiperemik cevap bozulur ve boylelikle mide mukozasinin
hasara kars1 olan direnci azalmis olur [17, 131, 133].

2.8.6. Prostaglandin E; ve Prostaglandin I,’nin Siirekli Uretimi

Mukozada prostaglandin E, (PGE,) ve PGI;’ nin siirekli tiretimi, mukozal bii-
tiinliigiin saglanmas1 ve ilserojenik ve nekroz yapici ajanlara karsi korunmada ol-
dukca onemlidir [109-111, 134-136]. PG’ler asit sekresyonunu inhibe ederler, mu-
kus, HCOs™ ve fosfolipid sekresyonunu stimiile ederler, kan akimini artirirlar, epitel
olusumunu ve mukozal iyilesmeyi hizlandirirlar [109-111, 131, 134-136].

PG’ler ayn1 zamanda mast hiicresi aktivasyonunu ve vaskiiler endotel hiicre-
lerine 16kosit ve trombosit adherensini inhibe ederler [109-111, 134-136]. PG’lerin
antikorlarla immiinonétralize edilmesi, tavsan ve kopeklerde PG iiretimini inhibe
eden NSAID’lerin neden oldugu etkilere benzer sekilde mide ve duodenal {ilser geli-
simine neden olmaktadir [137, 138].

Endojen ve ekzojen E-tipi PG’ler ve bunlarin analoglari, EP 1-4 reseptorleri
yoluyla biyolojik fonksiyonlarinmi yiiriitiirler [138]. PG’lerin mukozal koruyucu etki-
leri EP-1 reseptorleri tizerinden gerceklesir. EP-1 reseptorleri de hasarli mukozada
HCOj;™ sekresyonunu ve mukozal kan akimini artirirlar ve mide motilitesini azaltirlar
[122]. EP-3 ve EP-4 reseptorleri de sirastyla asit ve mukus sekresyonuna etki etmek-
tedirler [139].

2.8.7. Mide Mukozal Savunmasinin Norohormonal Diizenlenmesi

Yerel mukozal faktorlere ek olarak, MSS ve hormonlar da mide mukozal sa-
vunmasinda rol oynarlar [109, 131, 140-143]. Merkezi vagal aktivasyon, sican mide-
sinde mukus jelini ve yiizey hiicrelerde hiicre i¢i pH diizeyini artirir [140]. Merkezi
CRF sinyal yolaklarinin yanisira periferal CRF-iliskili mekanizmalar da sindirim
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sistemi motilitesi ve mukoza fonksiyonunda stresin neden oldugu degisimlerde etki
gostermektedir [141, 142]. CRF2 reseptorii insan midesinde bulunmaktadir ve
apoptosisi inhibe ederek koruyucu bir rol iistlenir [141]. CRF’nin ya da tirokortin’in
periferal enjeksiyonu mide bosalimini ve motilitesini CRF2 reseptorleri yoluyla
inhibe eder. Bunun tersine, periferik olarak verilen CRF antagonistleri stresin neden
oldugu gecikmis mide bosalmasini engellemektedir. Tiim bu bulgular géstermektedir
ki, periferal CRF reseptorlerinin ve mast hiicrelerinin aktivasyonu sindirim sistemi
fizyolojisi agisindan stres kaynakli degisimlerin diizenlenmesinde 6nemli rollere sa-
hiptir [109-111, 131, 134, 140-142]. Bunun yaninda, merkezi opioid reseptorlerinin
aktivasyonu, mukozal savunmay1 daha da kuvvetlendirir [122].

Aralarinda gastrin 17, kolesistokinin (CCK), tirotropin-salgilatict hormon,
GRP, CRF, EGF, peptid YY, norokinin A (NKA) analoglar1 ve intragastrik pep-
ton’un da bulundugu ¢esitli peptidler mide savunmasina belirli diizeylerde katkida
bulunurlar. Bu savunma, afferent sinir denervasyonu, CGRP reseptorlerinin blokaji
ve NOS inhibisyonu ile bozulmaktadir [131]. Kemirgenlerde gastrik A-benzeri hiic-
relerde, insanda ise P/D1 hiicrelerinde iiretilen bir peptid olan ghrelin, biiylime hor-
monu sekresyonunu hipotalamik ve hipofiz bezi iizerinden diizenleyebilmektedir.
Ayrica ghrelin, oreksijenik etkiyi de ortaya ¢ikarmaktadir [143]. Ghrelin’in, NO iire-
timi ve duysal afferent sinirlerin CGRP ile stimiilasyonu yoluyla mide mukozal kan
akimin artirarak, mukozay1 koruyucu ve hasarlari iyilestirici rol {istlendigi periferal
etkilerinin de oldugu bilinmektedir [143].

Ek olarak, glukokortikoidler de mukozal savunmay1 kolaylastirici roller iist-
lenirler [144-146]. Stres esnasinda kortikosteron miktarindaki akut artis, strese karsi
tiretilen hormonal cevabin giiclii bir koruyucu bilesenidir [143]. Glukokortikoidlerin
farmakolojik dozlariyla gerceklestirilecek bir 6n tedavi, strese bagli kortikosteron
artisin1 uzun siire diisiik diizeyde tutabilir ve farkli stres modellerinde ortaya ¢ikan
tilserojenik yanitlar1 artirir. Kortikosteronun yerine konmasi mide lezyonlarini azaltir
[145]. Spesifik bir glukokortikoid reseptorii antagonistinin (RU-38486) uygulanmasi
stres kaynakli lezyonlarin siddetini artirirken, stres sirasinda glukokortikoidlerin mi-
dedeki koruyucu roliinii destekler niteliktedir [144]. Glukokortikoidlerin koruyucu
etkilerinin; glukoz homeostasisinin, mide kan akiminin ve mukus sekresyonunun
siirdiirebilmesi ve ayrica artmis mide motilitesini ve mikrovaskiiler permeabiliteyi
azaltmasi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir [146].

2.8.8. Iskemi/Reperfiizyon Hasari’na Karst Mide Savunmasi

I/R oksidatif strese neden olarak mide mukozasinda hasar yapar. Siiperoksit
ve hidrojen peroksit (H>O;) gibi ROS’lar, DNA’y1 parcalayarak inflamatuar yanitla-
rin olugsmasina ve doku hasarina neden olurlar. Ayrica ROS’lar, sindirim sistemi
boyunca NSAID’ler, soguk stres, etanol ve H. pylori enfeksiyonu ile de iiretilirler.
NADPH oksidaz, fagositik hiicrelerde, vaskiiler kas hiicrelerinde, endotel hiicrelerin-
de ve adipositlerde bulunur ve oksijeni siiperoksit anyonlarina doniistiiriir. Nakagiri
ve Murakami [147], NADPH oksidaz aktivitesinin I/R sirasinda arttigini ve sonucta
ortaya ¢ikan mide mukozal hasarinda etkili oldugunu bildirmislerdir.

Peskar ve ark., /R sirasinda COX ve LOX yolaklarmin inhibitorlerinin kulla-
nilmasinin doza bagimli bir sekilde mide hasarini artirdigini gostermislerdir. COX ve
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LOX yolaklarinin inhibit6rlerinin kombinasyonu sonucu sinerjistik etki gézlendigin-
de, her iki yolagin da I/R sirasinda olusan mide mukozal savunmasinda 6nemli oldu-
gu dislniilmiustir. PGE,, COX ve LOX yolaklarinin inhibitorlerinin etkilerini
antagonize eder. Arasidonik asit metabolizmasinin LOX enzimi ile {iretilen bir tiriinii
olan lipoksin A4 de, benzer sekilde COX ve LOX yolaklarinin inhibitorlerinin etkile-
rini antagonize etmektedir. Lipoksin A4, I/R sirasinda COX inhibitorlerinin neden
oldugu mide mukozal hasarinin 6nlenmesinde PGE; nin yerini alabilir [148].

Kalsitonin geni primer transkriptinin dokuya spesifik alternatif splaysi sonu-
cunda olusan ve 37 amino asitlik néropeptid olan CGRP, bilinen en kuvvetli
vazodilatorlerdendir ve beyin-sindirim sistemi ekseninin bir diizenleyicisidir.
Afferent sinirlerden salinan CGRP, kan akimini artirarak mukozayr korur. Ayrica,
intraven6z CGRP vagus siniri iizerine etki ederek gastrik asit sekresyonunu inhibe
eder [149]. Feng ve ark. [150], serebral arter okliizyonu uygulanan sicanlarda
serebral I/R’a baghh mide mukozal hasarina CGRP’nin olas1 etkilerini aragtirmislar-
dir. Intraperitonal enjekte edilen CGRP’nin serebral I/R’nin neden oldugu mide
mukozal hasarini hafiflettigi gosterilmistir. Serebral I/R’yi takiben G hiicresi sayisi
ve gastrin ekspresyonu artmis bulunurken, D hiicresi sayist ve somatostatin ekspres-
yonunda azalma gézlenmistir. Gastrin ve somatostatin, CGRP tedavisi yoluyla hafif-
letilen serebral I/R hasarinda etki gostermektedirler. CGRP tedavisi gastrin ekspres-
yonunu azaltirken somatostatin ekspresyonunu ve mukozal korumayi artirmaktadir.
CGRP’ye iligkin bildirilmis olan diger koruyucu etkiler arasinda; su molekiillerinin
tasinmasini saglayan ve mide asit sekresyonunu kolaylastiran aquaporin-4 ekspres-
yonunun inhibisyonu, mide mukozasinin biiylimesinde énemli katkis1 olan fibroblast
bliylime faktoriiniin up-regiilasyonu, kan damarlarinin normal yogunlugunu ve
permeabilitesinin  siirekliliginin saglanmasi ve mast hiicresi degraniilasyonun
inhibisyonu da vardir [150].

2.9. Mide Mukozal Savunmasinda Duysal innervasyonun Rolii

2.9.1. Sindirim Sisteminin Duysal innervasyonu

Sindirim sistemi dort farkli duysal néron popiilasyonu tarafindan innerve
edilir. Intrinsik primer afferent néronlar (IPAN’lar), hiicre govdeleri miyenterik
pleksusta (Auerbach pleksusu) ve submukozal pleksusta (Meissner pleksus) yer alan,
sindirim sisteminin hem mukozal hem de muskiiler tabakalarini innerve eden
noronlardir. ESS’nin bir parcast olan bu néronlar, mukozal kemosensorleri,
mekanosensdrleri ve muskiiler gerim reseptorlerini olusturmaktadirlar. Ek olarak,
IPAN'lar birbirleri ile yaptiklari sinapslarla kendi kendilerini giiclendiren aglar
olusturarak arandronlara, motor noronlara, sekretomotor noronlara ve vasodilator
noronlara sinyal gonderirler [15]. [IPAN'lar bu sekilde ESS'ye gonderdikleri bilgilerle
sindirimin otonomik kontroliinii saglarlar.

IPAN'lar iki ekstrinsik duysal noron grubu tarafindan tamamlanirlar; vagal ve
spinal afferentler. Bu sinir gruplar1 sindirim sisteminden gelen bilgileri beyine tasir-
lar. Ek olarak bu ndronlarin bazilari, periferal sonlarindan CGRP ve tasikininler (SP,
NKA) gibi ndropeptid transmitterler salgilayarak efferent-benzeri islev goriirler. Bu
transmitterler enterik ndronlarin ve sindirim sistemindeki efektor sistemlerinin akti-
vitesini etkiler [14]. Vagal ve spinal afferentler, sirastyla nodoz ve dorsal kok gangli-
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yonundan koken alirlar ve bazi nérokimyasal ve fonksiyonel 6zellikleri bakimindan
ayrisirlar [151]. Vagus sinirlerindeki aksonlarin %80-90 kadari afferent sinir lifleridir
ve bunlar beyin kokiiniin nukleus traktus solitarius ve area postrema bdlgelerine eri-
sirler [152]. Sindirim sistemini destekleyen spinal afferentler ¢ogunlukla omuriligin
dorsal boliimiinde, farkli laminalarda sonlanirlar. Spinal afferentler, bu bdlgede
segmental bir sekilde organize olurlar, fakat somatik afferentlerin aksine, cesitli
spinal segmentler iizerinden dagitilirlar [153].

Miyenterik pleksus ve kastaki belli basli uzaysal diizenlemeler haricinde
[152, 154] vagal ve spinal afferentlerin visseral uglari, herhangi bir organ veya mor-
folojik bolgede sonlanmamaktadir. Ekstrintik duysal noron lifleri ¢ogunlukla
miyelinsiz veya ince miyelinli aksonlar ile iligkilidirler ve bu lifler mukoza,
submukoza (6zellikle arteriyoller), kas, myenterik pleksus ve seroza'yr beslemekte-
dirler [14, 152, 154, 155]. Tiim bu projeksiyonlar ve bunlarin duysal modaliteleri ile
liimendeki kimyasal ¢evrede, intersitisyal alanda ve damarlarda meydana gelen her-
hangi bir degisime, sindirim sistemi duvarlarindaki distansiyona ve ayni zamanda
kaslardaki kasilma ve gevsemeye de cevap verebilmektedirler [14, 152, 154, 155].

Ekstrinsik afferentlerin en onemli gorevi MSS’yi viicudun enerji ve sivi
homeostasisi ile ilgili durumlardan haberdar etmektir. Dolayisiyla bu afferentler
otonomik ve néroendokrin refleks devrelere katilirlar. Bununla birlikte bazi islevsel
bagirsak bozukluklarinda hastalar mide ve bagirsakta agr1 ve rahatsizlik hissederler.
Ekstrinsik afferent sistemlerin asir1 duyarliliginin, bu hastalardaki sikayetler agisin-
dan ¢ok dnemli oldugu yoniinde olduk¢a kuvvetli kanitlar bulunmaktadir [15].

2.9.2. Duysal Noronlarin Enteroendokrin Hiicrelerle Etkilesimleri

Sindirim yolu mukozasinda epitel hiicrelerinin arasina yayilmig olan
enteroendokrin hiicreler, bir¢ok sindirim hormonu iiretmektedirler. Bu hiicrelerin
¢ogu sinir liflerinin etrafinda konumlanirlar. Bu sinir lifleri enteroendokrin hiicrelerin
aktivitelerini regiile ederler ve aym1 zamanda bu hiicrelerden salinan hormonlarin
hedefidirler [156]. Yapilan deneyler gostermistir ki enteroendokrin hiicreler luminal
igcerigi analiz eden detektorler gibi islev goriirler, mukozal durumu gézlemlerler ve
bdylece sindirim sisteminin "tat alicilar1" gibi bir rolleri vardir. Hormon salgilamak
suretiyle hem sindirimin endokrin diizenlenmesine katkida bulunurlar hem de mide-
bagirsak liimeni ve mukozanin lamina propriasindaki duysal ndronlar arasindaki ile-
tisimi saglamaya yonelik arayiiz gorevini de iistlenmis olurlar.

Enteroendokrin hiicreler viicuttaki 5-hidroksitriptamin (5-HT) i¢in en onemli
kaynaktir ve toplam amin igeriginin %80’'inden fazlasina katki saglarlar [152]. Bu
hiicreler; mukozal villuslardaki mekanik distorsiyona, kolera toksini gibi bakteriyel
tiriinlere, sisplatin gibi cesitli sitostatik ilaclara ve mukozal hasara cevap olarak 5-HT
salinimi yaparlar. Bunun sonucunda 5-HT, o6zellesmis 5-HT reseptorleri yoluyla
intrinsik ve ekstrinsik duysal noron liflerini aktive eder. Submukozal pleksusun
intrinsik duysal noronlar tizerindeki 5-HT reseptorleri agirlikli olarak 5-HT1P ve 5-
HT4 tiplerindedirler. Fakat myenterik pleksusun intrinsik duysal ndronlart ve
ekstrinsik afferentler {izerindeki 5-HT reseptorleri ise tercihen 5-HT3 tipindedirler.
Vagal afferentlerdeki 5-HT3 reseptorlerinin stimiilasyonu kusmaya neden olur.
Spinal duysal noronlarin tlizerindeki 5-HT3 reseptorleri, kolorektal distansiyonun
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afferent sinyalinde rol alirlar. 5-HT3 reseptorleri enterik sinir sistemindeki c¢esitli
noronlarda da bulunmaktadirlar. Bu durumla iligkili olarak 5-HT3 reseptor antago-
nistleri kobay bagirsaginda peristalsisi inhibe ederler [15].

CCK duodenumdan yag ve protein sindirim iiriinlerine cevap olarak salinir
[156]. Bu peptid doyma hissine katkist olan ektrinsik vagal afferentlerin
stimiilasyonunda, mide motilitesi ve bosalmasinin refleks inhibisyonunda, midedeki
kan akimimin refleks artisinda ve mukozal korumada rol alir [15]. Vagal duysal no-
ronlarin CCK aracili eksitasyonuna CCK1 (CCKA) reseptorleri aracilik eder [157].
CCK1 reseptdr antagonistlerinin gastro-6zofagal reflii ve fonksiyonel dispepsi teda-
visine yonelik bir potansiyel tasidig1 bilinmektedir [5]. Bunun sebebi, CCK1 resep-
torlerinin, mide distansiyonunun neden oldugu gecici alt 6zofageal sfinkter gevseme-
lerinde rol almalar1 ve ayni1 zamanda intraduodenal lipid ve mide distansiyonu ile
iligkili olarak yemek sonras1 goriilen doluluk hissi ve bulanti ile de baglantili olmala-
ridir [15].

Duodenuma gecen mide asidi, proksimal ince bagirsaktaki endokrin S hiicre-
lerinden sekretin salinimi yaptirarak pankreasin ekzokrin sekresyonunu ve safra aki-
min1 ¢ogaltir. Sekretin, vagal afferentleri stimiile ederek vago-vagal refleks yoluyla
mide kontraktilitesini, dolayistyla mide bosalmasini inhibe eder. Mide motilitesinin
duodenal aside cevap olarak gerceklesen noral refleks inhibisyonu, kismen de olsa
sekretin tarafindan baslatilmis olur [15]. Endokrin D hiicrelerinden salinan
somatostatin peptidi, ekstrinsik afferentler tizerinde inhibitor bir etkiye neden olabilir
clinkii somatostatinin uzun etkili bir analogu olan oktreotid'in mide ve rektumdaki
distansiyon algisin1 azalttig1 bilinmektedir [5]. Bunun da 6tesinde, mide-bagirsak
mukozasinda enteroendokrin hiicreler veya bagisiklik hiicreleri tarafindan salinan
kortikotropin-salgilatic1 faktor, ekstrinsik afferent sinir aktivitesini artirabilmektedir
[15].

2.9.3. Kasilma ve Gerilme Yoluyla Duysal Noron Aktivasyonu

Onder odak hiicreler olan Kajal hiicrelerinin elektriksel aktivitesine bagli ola-
rak sindirim sistemi siirekli olarak hareket halindedir ve mekanik durumu ile iliskili
degisiklikler intrinsik ve ekstrinsik afferent ndronlar tarafindan kaydedilir.
IPAN’larin mekanosensitivitesi ESS'deki mukozal villuslarin distorsiyonlarina ve
sindirim sistemi distansiyonuna cevap verebilmesini saglar ve boylelikle motiliteyi,
sekresyon aktivitesini ve vaskiiler perfiizyonu sindirimin gereksinimlerine gore dii-
zenleyebilir. Hem intrinsik enterik hem de vagal mekanosensorler, fundusun yiyecek
aliminin neden oldugu distansiyona cevap olarak gosterdigi adaptif gevsemeye kat-
kida bulunurlar [15].

2.9.4. Mukozal Hasar Yoluyla Duysal Noron Aktivasyonu

Mide-bagirsak mukozasi i¢in tehlikeli bakteriyel toksinlerin en onemlileri
Clostridium difficile tarafindan iiretilmektedir. Clostridum toksin A'nin neden oldugu
diyare, inflamasyon ve nekroz gibi sorunlarin erken asamalarinda spinal afferentler
tasikinin salinimina neden olurlar. Tagikininler NK1 reseptorleri aracilifiyla enterik
noronlar1 stimiile ederler ve ayni zamanda da mast hiicresi degraniilasyonuna,
makrofaj aktivasyonuna ve nétrofil infiltrasyonuna da katkida bulunurlar [15]. Her
ne kadar Clostridium toksin A'nin duysal néronlar1 aktive etme mekanizmasi heniiz
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tam olarak bilinmese de, toksinin epitelyal hiicreleri uyararak makrofaj-inflamatuar
protein-2 ve diger kemokinlerin salgilanmasina yol agtig1 bilinmektedir. Makrofaj-
inflamatuar protein-2 ve diger kemokinler inflamatuar reaksiyonlar1 etkilerler ve
duysal ndronlarin stimiilasyonuna da onciiliikk ederler. Bunun aksine, kolera toksini
ise enteroendokrin hiicrelere etki ederek 5-HT salinmasini saglar ve 5-HT de enterik
sekretomotor refleks yoluyla elektrolit ve sivi sekresyonunu stimiile eder [15].

Sindirim sistemi mukozasinda deneysel olarak olusturulmus hasarlarin spinal
afferentlerin aktivasyonuna neden olduguna iligkin birgok ¢alisma vardir. Bu néron-
lar, efferent benzeri iglevleri sayesinde mukozadaki yerel koruyucu mekanizmalari
veya afferent islevleri sayesinde de otonomik ve néroendokrin mekanizmalar1 aktive
edebilirler [14]. Hidroklorik asit ve pepsin, midenin olduk¢a agresif salgilaridir ve
epitelyal bariyeri asabildikleri taktirde mukozaya zarar verirler. Bu durumun gergek-
lesmesine neden olan kosullar sunlar olabilir: sindirimin mekanik kuvvetlerinin ne-
den olabilecegi mukozal bariyer hasarlari, alkol alimi, NSAID’ler veya irritan yiye-
cekler ya da safra refliisii. Asitin lamina propria i¢ine kontrolsiiz sizmasi spinal
afferentleri stimiile eder ve spinal afferentler de periferal aksiyon mekanizmalari
yoluyla gastroduodenal mukozada kan akimini artirir ve diger savunma mekanizma-
larin1 baglatirlar [14]. Dolayisiyla asite duyarh ekstrinsik afferentler, c¢esitli zararl
kimyasallar tarafindan aktive edilebilen bir sinirsel acil durum sistemini olustururlar
[14]. Bu alarm sistemi insan mide mukozasinda [158] ve deney hayvanlarinin ince ve
kalin bagirsak mukozalarinda [15] islev goriir.

2.9.5. Midedeki Duysal Noron Fonksiyonlarimin Arastirilmasinda Kapsaisin'in
Yeri

Duysal noéronlarin midedeki mukozal homeostasise katkilarinin kesfi, bu no-
ronlarin digerlerinden farkli olan bir ndrofarmakolojik 6zelliklerinin kullanilmasi ile
gergceklesmistir [14, 16]. C liflerine sahip olan primer afferent néronlarin biiyiik ¢o-
gunlugu ve az sayidaki A liflerine sahip olan primer afferent ndronlar kirmizi biber-
deki ac1 bileseni olan kapsaisin'in eksitotoksik etkisine kars1 6zel olarak duyarlidirlar.
Bunun nedeni, bu noéronlarin kapsaisin tarafindan 6zel olarak aktive edilen Tip 1
vanilloid reseptorlerine (VR1) sahip olmalaridir. Vanilloid reseptorii tasiyan afferent
ndronlar tipik olarak zararli uyaranlara kars1 duyarhidirlar. Bu sebeple, kapsaisin hep-
sini olmasa da ¢ok sayida nosiseptif afferenti manipule etmede kullanilabilir ve boy-
lelikle bu noéronlarin patofizyolojik ozelliklerini anlamamizi kolaylagtirabilir. Bir
eksitotoksin olan kapsaisin, sindirim sistemini innerve edenler de dahil olmak iizere,
nosiseptif afferentleri akut olarak stimiile eder ve uzun siireli uygulanmasi fonksi-
yonlarmi yitirmelerine neden olur. Boylelikle mide mukozal biitiinliigiiniin saglan-
masinda rolii olan ndronlarin kimyasal olarak devre dist kalmasina neden olur.

Nosiseptif afferentlerin hasarlara karsi mide mukozal direncini giliglendirdik-
leri yoniindeki ilk calisma 1980 yilinda "International Congress of Physiological
Sciences" baglikli bilimsel toplantida Janés Szolcsanyi ve Lorand Bartho isimli iki
bilim adami tarafindan sunulmustur. Bu calismada ekstrinsik afferent ndronlarin
kimyasal olarak knockout edilmesinin, deneysel mide hasarlarin1 daha da siddetlen-
dirdigi gosterilmistir [14, 16].
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Norotoksik dozlarda kapsaisin siganlara uygulaninca dogrudan bir hasar
olugsmamakla birlikte, stres, HCI, safra tuzu, asetilsalisilik asit (aspirin), indometazin
ve etanol gibi hasar verici faktorlerin neden oldugu mukozal erozyonlar1 daha da
katiilestirmektedir. Nosiseptif afferentlerin koruyucu potansiyelleri; ¢esitli madde ve
ilaglarin mide mukozal hasarini 6nleyici etkilerinin nérotoksik dozlarda kapsaisin ile
birlikte engellendigi yoniindeki bulgularla daha da netlesmistir. Ornegin, PGE,,
CCK, gastrin, proton pompasi inhibitorii lansoprazol ve antiasit hidrotalsit gibi mad-
deler ile elde edilen mide korunmasi, kapsaisin ile muamele edilmis siganlarda azal-
mis veya tamamen ortadan kalkmistir [14, 16].

Nosiseptif afferentlerin mide korunmasindaki roliine iligkin ¢ikarimlar,
kapsaisin’in neden oldugu néron denervasyonunun zararl etkilerinin yaninda bu no-
ronlarin stimiilasyonunun hasara kars1t mide mukozal direncini giiclendirdigi yoniin-
deki gozlemler ile desteklenmektedir [14, 16]. Eksitator dozlarda kapsaisin'in akut
olarak sican ve kopek midelerine uygulanmasmin HCI, safra tuzu, aspirin,
indometazin, etanol ve diger zararl faktorlerin neden oldugu makroskopik ve histo-
lojik hasar1 azalttigi goriilmiistiir. Saflastinllmis kapsaisin'in  mide mukozal
homeostasisi iizerindeki faydali etkileri yliksek miktarlarda kapsaisin igeren aci1 biber
tozu ile de goriilmektedir. Ac1 biberin, aspirinin neden oldugu erozyonlara kars1 mi-
deyi koruyucu etkisi insanlarda da gosterilmistir [159]. Kapsaisin'in mide {izerine
irritan etkilerinin olduguna yonelik geleneksel yaygin negatif goriise ragmen, bu ba-
haratin asit geri difiizyonunu ve vaskiiler permeabiliteyi degistirmeye yonelik bir
etkisi yoktur. Kapsaisin hem sicanlarda hem de insanlarda mide mukozasinda histo-
lojik bir hasara neden olmamaktadir [14, 16].

2.9.6. Midedeki Norojenik Korumanin Yolaklar1 ve Mediatorleri

Kapsaisin'in mideyi koruyucu etkisi ekstrinsik afferentlerin saglam durumda-
ki innervasyonuna baglidir. Kapsaisin mide mukozal savunmasini nosiseptif
afferentleri stimiile ederek kuvvetlendirmektedir. Cok sayida nérokimyasal ve far-
makolojik ¢calisma kapsaisin'e duyarh afferent néronlarin mukozal korumayi periferal
sinir sonlanmalarindan CGRP ve NKA gibi tasikinin'lerin salinmasi yoluyla ger¢ek-
lestirdigini gostermistir. Bununla birlikte, bu baslangi¢ siirecini takiben aktif hale
gecen hedef hiicreler, ekstrinsik otonomik ve intrinsik enterik néronlarin da dahil
oldugu sinirsel yolaklar ve koruyucu sistemler heniiz tam olarak gdsterilmis degildir
[14].

CGRP'nin transmitter rolii ise daha fazla bilinmektedir. Bu peptidin, sican
midesinde, biiyiik kismi kaudal torasik spinal kanalin dorsal kok gangliyonundan
cikan ekstrinsik afferentler tarafindan 6zel olarak salgilandigi bilinmektedir [14].
CGRP iceren aksonlar midenin mukoza da dahil olmak iizere tiim katmanlarinda
bulunurlar ve submukozal arteriollerin etrafinda yogun bir pleksus olustururlar.
Spinal afferentlerin periferik sonlanmalarindan kapsaisin etkisi ile salinan CGRP,
CGRP1 reseptorleri tizerinden etki gostererek deneysel hasarlara karsi direnci artirir.
Peptidin bu patofizyolojik rolii, CGRP1-reseptor antagonisti olan CGRP8-37 kulla-
nimi1 ile ve CGRP'nin immiin-nétralizasyonu sonucunda kanitlanmigtir. Bu iki yon-
temin her ikisi de kapsaisin'in koruyucu etkilerini engeller. CGRP'ye karsi1 aktif
immiinizasyon, etanoliin neden oldugu mukozal hassasiyeti daha da kotiilestirir.
NKA ve iligkili tagikinin'ler midenin ekstrinsik afferent ve intrinsik enterik ndéronla-
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rindan salgilanarak, NK2 reseptorleri araciligiyla etanoliin neden oldugu mide hasa-
rina kars1 gelistirilen sinirsel korumaya katkida bulunurlar [160].

Birincil transmitterler olan CGRP ve NKA'nin koruyucu etkileri NO gibi
ikincil mesajcilar1 da kapsar. Kapsaisin, CGRP ve NKA’nin mide mukozasindaki
faydal1 etkileri NO sentaz inhibitorleri tarafindan baskilanir [14, 160]. Dolayisiyla,
CGRP ve NKA'nin ekstrinsik afferent sinir liflerinden salinmas1 sonucunda stimiile
olan koruyucu yolaklarin 6énemli aracilarinin basinda NO gelmektedir. Afferent sinir
tiirevi peptidler ile NO arasindaki sinerjistik etkilesim, NO sentaz inhibitorlerinin
etkilerinden de anlasilabilir. NOS inhibitorleri normal sican midesinde asit hasarina
yol agmasalar da, kapsaisin'e duyarl afferentleri alinmis siganlarda 6nemli oranda
asit hasarina neden olurlar [161]. Kapsaisin, CGRP ve NKA'nin lezyonu onleyici
etkilerine katkida bulunan NO'in kaynagi tam olarak bilinmiyor olsa da, noral ya da
endotelyal orijinli olmast muhtemeldir. Bazi ¢aligmalarda PG sentezinin indometazin
tarafindan inhibisyonunun nérojenik korumayi1 zayiflattigi goézlenmistir. Fakat
kapsaisinin  PGE, ve PGI, iretimini stimiile edememesinden  Gtiiri,
prostaglandinlerin katkis1 sadece afferent néronlarin aktivasyonunu saglamakla ilis-
kili bulunmustur.

Norojenik koruma mekanizmalari ile ilgili ilk ¢aligmalar kapsaisin'in lezyonu
Onleyici etkilerinin, ajanin dogrudan submukozal arteriyolleri gevsetme yetenegi ve
bu sayede mide mukozal akimini artirmasi ile iligkili oldugu yoniindeydi [162]. Bu
diisiince daha sonra hem hipereminin hem de mide korunmanin afferent sinir liflerin-
den CGRP salinimi ve bunu takip eden NO iiretimi araciligi ile oldugu seklindeki
bulgularla da desteklendi [161, 162]. Aracilarin tanimlanabilmesi ve vasodilatasyon
ile mide hasarinin zayiflamasi arasindaki iliskinin bulunmasi sonucunda hipereminin,
yiizey mukus katmanina HCOj transferi gibi ¢esitli savunma kuvvetlerini destekle-
yen birincil cevap oldugu 6ne stiriildii [ 14, 162].

Artik vasodilatasyon disindaki koruma mekanizmalarinin da nosiseptif sinir
lifleri tarafindan kontrol edildigi bilinmektedir [14, 161]. Kapsaisin'e duyarl afferent
noronlarin diizenledigi hiperemi'den bagimsiz koruma mekanizmalari tam olarak
acikliga kavusturulamamis olsa da birgok farkli olasilik iizerinde durulabilir. Bir yak-
lagima goére CGRP'nin mide mukozal biitiinligilinii saglamas1 damar endotelini hasar-
lardan koruma yoluyla gerceklesmektedir. Diger bir goriise gore ise mide bosalmasi-
nin inhibisyonu ve artan s1vi sekresyonu mide sivilar1 i¢indeki zarar verici faktorlerin
diliisyonunu saglayarak mide mukozasinin hasardan korunmasina neden olurlar [14].
Mide asitinin fazla sekresyonunun hasarlara katkida bulundugu bazi kosullarda
CGRP'nin midedeki asit liretimini inhibe ederek [163] hasar1 zayiflattig diistiniilebi-
lir. Mide liimeni igerisinde asit birikmesi nosiseptif sinir liflerinin CGRP salinimini
baslatir. Bu durum, CGRP1 reseptorleri yoluyla somatostatin salinimini kolaylastirir
ve gastrin, histamin ve asetilkolin salgilanmasini baskilar ve asit {iretimi azaltilmig
olur [163]. Diger koruyucu etkiler de kapsaisin'in gastroduodenal mukozadaki mukus
ve HCOj5 sekresyonunu stimiile etme yetenegi ile iliskilendirilebilir.
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2.10. Nitrik Oksit’in Sindirim Sistemi Fizyolojisindeki Rolii

2.10.1. Nitrik Oksit Sentezi

NO, gaz formunda kiiclik bir molekiildiir ve NOS enziminin, L-arjinin’in
terminal nitrojen atomunu oksitleyip L-citrullin’e doniistiirmesi sirasinda agiga ¢ikar.
NOS enzimi kofaktor olarak flavin mononiikleotid (FMN), flavin adenin diniikleotid
(FAD), kalmodulin [68], tetrahidrobiopterin (BH4) ve demir’i kullanir [164, 165].
Uc farkli izoformu vardir [164, 166]:

e Yapisal NOS’lar (cNOS): Noronal NOS (nNOS) ya da tip I NOS ve
endotelyal NOS (eNOS) ya da tip III NOS; Ca™ bagimli
e Indiiklenebilir NOS [5] ya da tip I NOS; Ca" bagimsiz

Her iki cNOS izoformu da saniyeler veya dakikalarla olgiilen araliklarla az
miktarlarda NO (pmol/l) iiretir. nNOS, merkezi ve periferal sinir sistemindeki non-
adrenerjik non-kolinerjik lifler icinde yer alir. nNOS kaynakli NO’nun
gastrointestinal sistemdeki esas rolii, diiz kaslarin gevsemesini kontrol etmektir.
eNOS temel olarak trombositler ve endotel hiicreleri igerisinde bulunur ve mide
mukozal kan akimini, epitelyal sekresyonu ve bariyer fonksiyonunu diizenlemek
suretiyle gastrointestinal sistem mukozasinin biitiinliigliniin saglanmasinda gorev
alir. Ayrica 16kosit, trombosit ve mast hiicreleri adezyonunun inhibisyonunda da rol
oynar [167-169].

NOS aktivasyonunda baslica etken hiicresel kalsiyum diizeyi degisimleridir.
NOS’un yapisal izoformlart olan eNOS ve nNOS aktivitesi, hiicre i¢cinde kalsiyum
diizeyinin ve dolayisiyla da CaM konsantrasyonunun yiikselmesi sonucu
fosforilasyon aktivitesinin cogalmasi ile birlikte artar. Ozellikle eNOS aktivitesi,
protein kinaz Akt’nin de yer aldig1 bir dizi kinaz ve fosfatazlar tarafindan diizenlenir.
Diger taraftan iNOS aktivitesinin diizenlenmesi ise transkripsiyonel seviyededir
[169].

iINOS izoformunun ekspresyonu sitokinler gibi belli basli bazi immiinolojik
faktorler tarafindan uyarilabilmektedir. Sitokinler bu yolla siirekli (saatler yada giin-
ler boyu) NO iiretimine yol agabilirler ve bilesigin hiicresel konsantrasyonunu nmol/I
diizeyinde artirirlar. iNOS izoformu endotel hiicrelerinde, damar diiz kasinda,
nétrofillerde, makrofajlarda ve hepatositlerde yer alir. Indiiklenebilir izoformdan
sentezlenen fazla miktarlarda NO’nun 6zellikle inflamasyon basta olmak {izere
gastrointestinal sistem patolojilerinde rol oynadigi gosterilmistir [166-169].

NO’nun biyolojik fonksiyonunu belirlemedeki en 6nemli faktoriin NO’nun
konsantrasyonu oldugu kanitlanmigtir. Belirli hiicresel siire¢lerin diizenlenmesinde
hiicre i¢i NO konsantrasyonu 6nemlidir ve bu hiicresel yanitlarin olusmasinda beg
farkli NO konsantrasyon diizeyinin etkili oldugu one siiriilmektedir: cGMP-aracili
siirecler ([NO]=1-30 nmol), Akt fosforilasyon ([NO]=30-100 nmol}, HIF-1 alfa
stabilizasyonu ([NO]=100-300 nmol) p53 fosforilasyonu ([NO]>400 nmol) ve
nitrosatif stres (1 umol) [170]. Su ana kadar, her iki cNOS izoformu tarafindan sen-
tezlenen diisiik seviyelerdeki NO’nun koruyucu oldugu — hiicrenin hayatta kalimini
ve proliferasyonunu artirdigi; bununla birlikte iNOS tarafindan iiretilen bol miktar-
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lardaki NO’nun ise sitotoksisiteye neden olacak sekilde zararl etkilerinin bulundugu
kabul edilmektedir [170].

Yakin zamanda ise bu goriis sorgulanir hale gelmistir. ilk baslarda nNOS ve
eNOS ile ilgili diisiiniildigii gibi, iNOS aktivitesinin de azalan 16kosit-endotel etkile-
simi, trombosit agregasyonu ve mukozal mikrodolagimin korunmasi ile iliskili olabi-
lecegi diisiiniilmektedir. iNOS ekspresyonunun diisiik seviyesi, ayn1 zamanda her-
hangi bir soruna kars1 pozitif bir konak¢i-savunma cevabinin da gostergesi olabilir
[170].

NO’nun oncelikli koruyucu etkileri, NO yogunlugunun pikomolar ve
nanomolar diizeyleri i¢in tanimlanmistir [171]. Fizyolojik kosullarda, eNOS kiiciik
miktarlarda NO {ireterek (10-30 nmol/l) diiz kas hiicrelerinin gevsemesine ve endotel
hiicre proliferasyona neden olur [172, 173].

Diistik yogunlukta NO’nun (<50 nmol) ekstraseliiler sinyal tarafindan regiile
edilen kinaz (ERK) fosforilasyonunu, yiiksek konsantrasyonlarda ise (>100 nmol),
anjiyogenezi ve potansiyel karsinogenezi artiran bir proanjiyogenik transkripsiyon
faktorii olan, hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1a’y1 (HIF1 o) gegici olarak artirdigi
bulunmustur [174]. iNOS tarafindan iiretilen >300 nmol/I’lik NO konsantrasyonunun
sitostaz ve hiicre Oliimii ile sonuglanan p53 fosforilasyonunun artis1 ile ilgili
antitiimor ve antianjiyogenetik 6zellikleri bulunur [173].

2.10.2. Nitrik Oksit’in Hiicre Ici Etki Mekanizmalar

NO, en dis orbitalinde eslesmemis bir elektron igeren serbest radikaldir ve bu
ozelligi biyolojik aktivitesinin esasini olusturur [170]. NO, lipofilik 6zelligi yoluyla
cabuk difiize olabilmekte ve hiicre ici ve hiicreler aras1 sinyalleri baslatabilmektedir.

Diisiik konsantrasyonlarda (nanomolar) NO’nun en 6nemli etkisi ¢oziilebilir
guanilat siklazin (sGC) aktivasyonudur [170]. NO, sGC’nin demir grubuna baglanir
ve enzimin aktive olmastyla birlikte siklik guanozin monofosfatin (¢cGMP) iiretimi
artar ve bunun ardindan da protein kinaz G aktivasyonu baslar. Sonug olarak efektor
fonksiyonlara aracilik eden fosforilasyon kaskadi kademeli olarak baslatilmis olur
[165, 167, 170].

Memelilerde, NO sinyallerine aracilik eden iki farkli tip cGMP-bagimli prote-
in kinaz vardir: cGK1 ve cGK2. NO/cGMP/cGK1 yolaginin aktivasyonu, sitozoldeki
kalsiyum diizeyini azaltarak ve/veya kontraktil elementlerin kalsiyuma kars1 duyarli-
ligin1 azaltarak diiz kaslarin gevsemesini saglar ve bu etki NO’nun gastrointestinal
sistemdeki 6nemli mekanizmalarindan birisidir [175].

Yakin zamanda, sGC aktivasyonunu bloke ederek NO sinyalini inhibe eden
yeni bir ¢cGMP-bagimli yolak tanimlanmistir. Bu inhibisyonda matriks protein
trombospondin-1 (TSP1) rol oynamaktadir [176]. TSP1 bir glukoprotein olup
makrofajlar ve endotelyal hiicreler tarafindan salgilanir. TSP1, ¢esitli hiicre ylizey
reseptorleri yoluyla endotel ve vaskiiler diiz kas hiicre adezyonunu, proliferasyonunu,
motiliteyi ve hayatta kalimi diizenler. Fizyolojik miktarlarda NO’nun varliginda
TSP1’in antianjiyogenik kuvvetinin 100 kattan fazla arttig1 gosterilmistir [176].
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Patolojik kosullarda, iNOS tarafindan yiiksek miktarlarda NO iiretildiginde,
NO sinyal yolagt GC aktivasyonundan bagimsiz olabilmektedir. Bu durumda NO,
iyon kanallarii, enzimleri ve diger proteinleri; 6rnegin DNA sentezinde yer alan ve
Krebs dongiisii ile iligkili enzimlerin, solunum zincir elektronlarinin transportunun ve
glusidik metabolizmanin inhibisyonuna neden olan proteinleri sistein tiollerinin
nitrozilasyonu yoluyla dogrudan etkiler. NO sitotoksisitesinin bir diger mekanizmasi
da nitrojen tiirlerinin olusturulmasidir. Bir serbest radikal olarak NO, siiperoksit ra-
dikali gibi reaktif tiirlerle etkilesime girerek peroksinitriti (ONOQO") ve dinitrojen
trioksitin (N,Os3) tiretilmesine neden olur. ONOO", proteinlerin, lipidlerin ve niikleik
asitlerin oksidasyonundan sorumludur. Peroksinitrdz asit ise kendisini olusturan
NO’dan ya da siiperoksitten daha giiclii bir okside edici ajandir ve tiolleri, askorbati
ve diger molekiilleri okside eder. N,Os ise farkli substratlarin nitrozilasyonuna neden
olarak kronik inflamasyona ve karsinogenik siireclere katkida bulunabilir [167, 170].
Aktive olmus makrofajlarda ONOO™ olusumu faydali iken, dokularda oksidatif hasar
yapmasi nedeniyle zararlidir [170]. ONOO™ ‘in prekiirsorlerinin eslesmemis elektron-
lar1 artik eslesmis oldugundan, ONOO" bir radikal degildir. Fakat ONOQO", ana bile-
sikleri olan NO veya siiperoksite kiyasla ¢ok daha sitotoksik bir tiirdiir [170]. Ayrica,
ONOQO'’ olusumunun, nitroksil iyonu ve O, arasinda bir reaksiyonla gerceklesen al-
ternatif bir yolu da wvardir. ONOO’, karbondioksit ile reaksiyona girerek
nitrozoperoksikarbonat (ONO,CO;") olusturur. Viicut sivilarindaki HCOj5;™ konsant-
rasyonu yiiksek oldugu i¢in bu bilesigin olusumu, ONOO" toksisitesi ile iligkili olan
diger reaksiyonlara kiyasla daha da hizli gergeklesebilir [170].

NO’nun bir diger cGMP bagimli etkisi de proteinlerdeki tirozin rezidiilerinin
nitrasyonudur. ONOO™ kuvvetli bir oksidandir ve tirozin, triptofan, sistein ve
metionin gibi amino asitler de dahil olmak {izere bir¢ok biyolojik molekiil ve bilesigi
modifiye edebilir [170]. Tirozin nitrasyonuna, NO' metabolizmasinin ikincil iirlinleri
olan ONOO" ve nitrojen dioksit (NO;) gibi reaktif nitrojen tiirleri aracilik eder. Bu
ikincil {irtinler, siiperoksit radikalleri (O,™), H,O, ve gecis metallerinin var oldugu
durumda olusurlar. ONOO “in in vitro tirozin nitrasyonuna aracilik edebilme 6zelli-
gine ragmen, in vivo nitrasyondaki katkisi bilinmemektedir. Bu katkiy1 agiklayabil-
mek i¢in, nitrit-H,O,-hemperoksidaz ve gecis metallerine-bagimli mekanizmalar gibi
alternatif yolaklar diigiiniilmektedir [177]. In vivo NO-bagimli oksidatif stres i¢in
gecerli bir biyomarker olarak proteinlerdeki 3-nitrotirozin igerigine bakilmasi 6ne-
rilmektedir. NO, apoptosisde ikili bir rolii olan pleitropik bir molekiildiir. Siiperoksit
anyonlar1 ile reaksiyona girerek ONNO' olusumuna izin verir ve membran
permeabilitesindeki ve kalsiyum konsantrasyonundaki artisi tetikleyerek apoptosisi
stimiile eder. Diger taraftan, NO in vitro Bcl-2/Bcl-X;’yi aktive eder ve bu da
Bax/Bak yolaginin inhibe olmasi ve dolayisiyla da kaspaz kaskadinin bloke olmasi
ile sonuglanir. NO’nun apoptosisi regiile edebilecegi bir diger mekanizma da p53’i
modiile etmektir. NO aracili DNA hasar1 p53 birikimine ve apoptosise neden olur
[170].

2.10.3. Nitrik Oksit’in Sindirim Sistemi Motilitesi Uzerine Etkileri

nNOS tarafindan sentezlenen NO, 6zofagus, mide ve bagirsak motilitesinin
regiilasyonunda 6nemli rol oynar. ESS’de baskin inhibitér bir non-adrenerjik, non-
kolinerjik ndrotransmitter olarak rol alir. Mide ile bagirsagin besin sindirimindeki
vagal aracili akomodasyon refleksine katkida bulundugu gibi peristaltik refleks sira-
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sindaki kontraktil fonksiyonun koordineli kontroliinde de 6nemi biiyiiktiir. Tim bu
rolleri sonucunda 6zofagusta diiz kas fonksiyonunun ve ince bagirsak motilitesinin
inhibisyonunu saglar ve ayni zamanda mide akomodasyonu ve bosalmasini da des-
tekler [178]. NO, alt 6zofagal sfinkter i¢cin en Onemli post-ganglionik inhibitor
norotransmitterdir ve yapilan calismalar sfinkter gevsemesinde yeni bir nitrerjik,
preganglionik, vagal yolagin var olabilecegini gostermektedir [179]. NOS’un
0zofagustaki farmakolojik inhibitorleri, yutma ile distal 6zofagustaki kontraksiyon
arasinda goriilen gecikme zamanini azaltilmasina katkida bulunurlar, alt 6zofageal
sfinkter basinci ile peristaltik basinci ylikseltirler ve kisa siireli alt 6zofagus gevseme-
lerinin sayisin1 da disiiriirler [170]. Midede ise NOS’un farmakolojik inhibitorleri
mide kasilmalarinin frekansini artirip, bazal ve 6glin sonras1 fundus hacmini azaltir-
lar. Ayni inhibitorlerin ince bagirsaktaki islevleri sonucunda aglik motor aktivitesi
artar [169, 170].

Fare mide fundusu ve ince bagirsak dokularinin, organ banyosunda elektrik-
sel alan stimiilasyonuna ve NO donorlerine maruz birakildigi deneysel bir modelde
longitudinal kas striplerinin gevsemesi, sGC’nin spesifik inhibitérleri (ODQ ve
ns2028) tarafindan ortadan kaldirilmistir. Bu bulgu, endojen NO’ya cevaben gastrik
fundus ve ince bagirsakta ortaya c¢ikan gevsemelerin tamamiyla cGMP’ye bagimh
oldugunu gosterir [180].

Endojen NO’nun ince bagirsaktaki besin gecisini diizenlenmesi, ince bagirsak
motilitesini regiile ederek gergeklesir. Saglikli bireylerde L-NAME infiizyonunu ta-
kiben duodenal transit gecikmis ve duodenal basing dalgalarinin frekans ve genligi-
nin de 6nemli derecede arttig1 gosterilmistir. NO ayrica Oddi sfinkterinde de inhibi-
tor bir norotransmitterdir. Endojen NO {iretiminin inhibisyonu kontraktiliteyi artirir-
ken ekzojen NO hem deneysel domuz modelinde hem de in vitro olarak sfinkter
kontraktilitesini ve elektriksel aktiviteyi azaltir [170].

2.10.4. Nitrik Oksit’in Mukozal Fonksiyon ve Kan Akiminin Diizenlenmesi Uze-
rine Etkileri

eNOS tarafindan sentezlenen NO’nun, sindirim sisteminde alkali tiretimi, asit
ve mide mukozasi sekresyonunun diizenlenmesinde ve aym1 zamanda vaskiiler
perfiizyon ve doku rejenerasyonunda rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica NO zarar
verici ajanlara karst mide mukozasini koruyucu etkiye de sahiptir [167, 169]. eNOS
ve nNOS ekspresyonu yoluyla siirekli sekilde NO {iretimi; sindirim siteminde fizyo-
lojik olarak motilite, tonus, permeabilite ve mide duvart damarlarina kan akiminin
saglanmasi gibi fonksiyonlara katkida bulunur.

NO ve NOS izoformlarinin aktivitesinin, I/R kaynakli mukozal hasarin olus-
turdugu mide lezyonlarina karst koruyucu etkisi oldukca belirgin ve kesindir. Fare-
lerde ¢oliyak arter okliizyonunun ardindan gergeklesen reperfiizyon sonrasinda, on-
ceden uygulanmis L-NAME’in (se¢ici olmayan bir NOS inhibitorii) mide mukoza-
sindaki goriinlir hemorajik lezyonlar1 6nemli 6l¢iide kotiilestirdigi goriilmiistiir. Ayni
zamanda, se¢ici iNOS inhibitorii (1400W) ise bu lezyonlarin olusumunu engellemek-
tedir [181].
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NO, mide bezlerinde, histaminin stimiile ettigi asit sekresyonunu azaltir. Mi-
de sekresyonunun NO ile inhibisyonu, saglikli insanlardan toplanan biyopsi mater-
yallerinde goriilen paryetal hiicrelerdeki artan cGMP diizeyi ve GC aktivasyonuyla
baglantilidir [182]. Ayrica NO, mide iilserlerinin iyilesme siirecine de katki saglar.
Ulserli blgeye kan akimini artirir ve iilser yatagindaki graniilasyon dokusunda bulu-
nan kapillerlerin sayisini ¢ogaltir. NOS inhibisyonu, iilser iyilesmesini geciktirir.
NO, endotel hiicrelerine 16kosit, trombosit ve mast hiicresi adezyonunu inhibe eder
ve bu mekanizma yoluyla dokuyu I/R hasarindan da korumus olur [170].

NO’nun 16kosit adezyonu {izerindeki inhibitor etkisi P-selektin, beta
integrinler, fosfolipaz A,, trombosit aktive edici faktor (PAF) ve 16kotrien B4 araci-
ligryla olur. NO’nun trombosit fonksiyonlar: {izerindeki inhibitor etkisi ise cGMP-
fosfoinositid 3-kinaz-bagimli mekanizmalar tarafindan kontrol edilir. Bununla birlik-
te cGMP’den ve ONOO™-bagimli protein nitrasyonundan bagimsiz mekanizmalarin
da bu etkiye katkisinin oldugu one siirtilmektedir [170].
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GERECLER VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuarlari,
Merkezi Arastirma Laboratuvari, Deney Hayvanlar1 Unitesi ve Histoloji ve Embriyo-
loji Anabilim Dali Laboratuarlari’nda gerceklestirilen ¢alismada Akdeniz Universite-
si T1ip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden temin edilen eriskin, erkek 250-300
g agirhiginda 102 adet Wistar sigan kullanilmistir. Siganlar standart laboratuvar yemi
ve musluk suyu ile beslenmislerdir.

3.1. Gruplandirma ve Deney Protokolii
Sicanlar biitiin gruplarda 18 saatlik aclik periyodundan sonra deneye alinmis-
tir. Bu siire i¢inde su alimi serbest birakilmustir.

3.1.1. Gruplandirma:

1) Sham grubu (n=10): Bu gruptaki hayvanlarda orta hat kesisiyle ¢dliak arter agiga
cikarilmis ve herhangi bir islem yapilmadan jugular ven araciligi ile 0,01 ml/kg/dk
hizda, 3,5 saatlik fizyolojik serum infiizyonu uygulanmistir.

2) Iskemi-reperfiizyon (I/R) grubu (n=10): Bu gruptaki hayvanlara ¢oliak arterin
klemple kapatilmasi ile 30 dk iskemi ve klemp alindiktan sonra 3 saat reperfiizyon
uygulanmistir. I/R'la eszamanl olarak jugular ven araciligi ile 0,01 ml/kg/dk hizda
fizyolojik serum infiizyonu yapilmistir [183].

3) I/R + OXA grubu (n=22): Jugular ven kateterizasyonu ve I/R uygulanan bu grup-
taki hayvanlara I/R ile eszamanli olarak OXA infiizyonu (100, 200 ve 500
pmol/kg/dk; 0,01 ml/kg/dk hizda) uygulanmistir. Elde edilen doz cevap egrisiyle en
etkin doz saptanmis ve sonraki gruplar i¢in bu doz kullanilmistir [6].

4) I/R + L-NAME grubu (n=10): I/R uygulamasindan 30 dk 6nce bu gruptaki hay-
vanlara spesifik olmayan NOS enzimi inhibitérii L-NAME (Sigma, N-5751) 30
mg/kg dozda, 1.v. olarak uygulanmistir [20].

5) I/R + L-NAME + OXA grubu (n=10): 30 mg/kg L-NAME uygulamasindan 30
dk sonra I/R ile eszamanli olarak OXA inflizyonu uygulanmistir.

6) I/R + Kapsaisin grubu (n=10): Bu gruptaki hayvanlara duysal denervasyonu
saglamak i¢in yliksek doz kapsaisin (Sigma, M-2028) uygulanmistir. Kullanilan 125
mg/kg lik kapsaisin dozu; 1.giin 25 mg/kg, 2.giin 50 mg/kg ve 3.giin 50 mg/kg olmak
tizere Ui¢ ayr1 doz halinde, 100 g viicut agirhigina karsilik 0,5 ml’lik hacim iginde s.c.
olarak uygulanmistir. Kapsaisin’in solunum sistemi {lizerine olan zararh etkisini orta-
dan kaldirmak i¢in uygulamalar eter anestezisi altinda yapilmistir. Kapsaisin %10
etanol, %10 Tween 80 ve %80 serum fizyolojik (v/v/v) iceren bir soliisyon i¢inde
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coziilerek kullanilmistir. Hayvanlar kapsaisin uygulamasindan 10 giin sonra deneye
alimmustir [184].

Kapsaisin’in bu deneylerde kullanilan dozu korneada, trigeminal ganglionda,
vagal sinirde ve medulla oblangatada substance P azalmasina neden olur. Uygulama-
nin etkinligini test etmek amaciyla deneyden bir giin 6nce hayvanlarin bir goziine 0,1
mg/ml’lik (serum fizyolojik i¢inde) kapsaisin soliisyonundan damlatilmis ve goz i¢in
koruyucu ovma hareketi gosteren hayvanlar deney dis1 birakilmigtir [184].

7) I/R + Kapsaisin + OXA grubu (n=10): 125 mg/kg kapsaisin uygulamasindan 10
giin sonra duysal denervasyonun gergeklestigi hayvanlara I/R ile eszamanli olarak
OXA inflizyonu uygulanmistir.

8) I/R + Vagotomi grubu (n=10): I/R uygulamasindan 24 saat once hayvanlara
ketamin/ksilazin anestezisi altinda bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanmis-
tir [185].

9) I/R + Vagotomi + OXA grubu (n=10): Subdiyafragmatik vagotomi uygulama-
sindan 24 saat sonra I/R ile eszamanli olarak OXA inflizyonu uygulanmustir.

Biitlin gruplarda; 3,5 saatlik /R uygulamasiin ardindan mide mukozal kan
akimi 6l¢timleri yapilmis ve kan akimi 6l¢iilen hayvanlar abdominal aortlarindan kan
alinarak feda edildikten sonra mideleri, buzda bekletilen serum fizyolojik i¢ine alin-
mistir.

3.2. Parametrelerin Tayini

3.2.1. Mide Mukozal Kan Akim Ol¢iimii
Mukozal kan akimi 6l¢iimii i¢in Lazer Doppler Akimélgeri (LDF 100C, Mo-
del TSD145, Biopac) kullanilmistir [186].

Prensip: LDF’nin temel prensibi; dokuya gonderilen monokromatik lazer
1sinlarinin dokudan yansidiktan sonra toplanan boliimiine ait spektrum degisimlerinin
analiz edilmesidir. Akimolgerde yer alan optik fiberlerden biri 635 nm
dalgaboyundaki lazer 15181m1 dokuya gonderir ve hareketli kan hiicreleri tarafindan
geri sagilan 1ginlar alict fiber tarafindan toplanir. Dalga boyundaki degisimin biiytik-
liigii ve frekans dagilimi hareketli hiicrelerin hizinin degerlendirilmesini saglar.

Yontem: Biitiin gruplarda iiretan anestezisi altindaki hayvanlarin mideleri
aci8a cikarilarak biiylik kurvatur boyunca acgilmis ve mide mukozal yiizeyi iist bo-
liimde olacak sekilde bir chamber i¢inde askiya alinmistir. Lazer doppler probu bir
mikromanipiilator aracilifi ile sabit hale getirilmis ve mide mukozasma 0,5 mm
uzaklikta konumlandirilarak 5 farkli bolgeden 2’ser dk’lik Slgiimler alinmistir (Sekil
3.1). MP100 software programui ile voltaj sinyali olarak alinan dl¢timlerin ortalamasi
bir hayvan i¢in kan akim hizi degeri olarak belirlenmistir. Sonuglar kan perfiizyon
tinitesi (BPU) olarak ifade edilmis ve kontrol degerinin yiizdesi olarak verilmistir.
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Sekil 3.1. Mide Mukozal Kan Akim1 Olgiimii icin Kullanilan Diizenek

3.2.2. Lezyon Indeksinin Tayini
Gundersen ve ark.’nin yontemine gore yapilmistir [ 187].

Yontem: Kan akimi 6lgiildiikten sonra mideler dondurulmus parafin {lizerine
tespit edilmis ve doku iizerini kaplayacak sekilde soguk serum fizyolojik ilave edil-
migstir. Mide mukozasi Zeiss Stemi SV 11 marka stereomikroskop altinda x20 bii-
yiitme ile incelenmistir. Mikroskobun goriintii tiipiinden koyu bir zemin iizerine yan-
sitilan goriintiideki lezyon alanlar1 (siirlari belirgin hemorajik alanlar) Cavalieri
Olgiim Cetveli kullanilarak dlciilmiis ve lezyon indeksi mm? olarak ifade edilmistir.

3.2.3. Miyeloperoksidaz Aktivitesinin Tayini
Stephan ve ark.’nin yontemine gore yapilmistir [188].

Prensip: Tetrametilbenzidin, miyeloperoksidaz enzimi ve H,O, nin bulundu-
gu ortamda oksitlenir. Oksidasyon {iriinii olarak mavi renkli bilesik olusur. Yontem,
mavi renkli bilesigin neden oldugu absorbans degisiminin 1 dk siiresince 655 nm’de
spektrofotometrik olarak dl¢lilmesi esasina dayanir.

Reaktifler ve kimyasallar

1) Fosfat tamponu (50 mM, pH: 6,0): 50 mM Na,HPO, (di-Sodium hydrogen
phosphate, Merck 6586), 50 mM NaH,PO4 (Sodium phosphate, Sigma S-
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9638) ile hazirlanir. 1IN HCI (hydrochloric acid, Merck 314 ) ile pH: 6.0’ya
ayarlanir.

2) Homojenizasyon tamponu: %1 oraninda HTAB (hexadecyltrimethyl
ammonium bromide, Sigma, H-5882) icerir ve fosfat tamponu ile hazirlanir.

3) Reaksiyon tamponlari:
1 mM H,0, (Merck 8600)
20 mM Tetrametilbenzidin soliisyonu (Tetramethylbenzidine, Sigma, T-
2885-1G ve Dimetilformamid, Applichem Dimethylformamide, A-3676 ile
hazirlanir.)
80 mM NaH,PO, (Sodium phosphate, Sigma S-9638)

Islemler: 2,5 ml homojenizasyon tamponu igine konulan ~ 250 mg agirhigin-
daki mide dokulara 3 kez 10 saniyelik siirelerle buz i¢cinde sonikasyon yapilmistir
(Bandelin Sonopuls, UW 2070). Elde edilen homojenatlar analiz yapilincaya kadar -
80°C’de saklanmistir. Analiz 6ncesinde homojenatlar 15000 rpm’de, 4°C’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Olusan siipernatandan 50 pl alinmis ve iizerine 790 pl, 80 mM
NaH,POy4, 100 pl, 1 mM H,0,, 60 pl, 20 mM tetrametilbenzidin soliisyonu eklenip,
kiivet alt iist edildikten sonra spektrofotometrede 655 nm’de 1 dk siiresince okun-
mustur. Siipernatandan alinan 6rnekler kullanilarak, protein kiti ile (Pearce-comasie
plus-23236) ile protein degerleri Olciilmiistiir. Spektrofotometrede 655 nm de 1 dk
siiresince okunan absorbans degisimi protein degerlerine oranlanarak MPO enzim
aktivitesi U/g protein olarak hesaplanmistir.

3.2.4. CGRP Miktarmmin Tayini
Frobert ve ark.’nin yontemine gore spesifik enzim immiinoassay (EIA) kiti
kullanilarak ol¢iilmiistiir [ 189, 190].

Prensip: Bu immiinometrik yontemde kullanilan “double-antibody
sandwich” teknigine gore; CGRP i¢in spesifik olan bir monoclonal antikor ve bir
asetilkolin esteraz konjugati (AchE) CGRP molekiiliiniin farkli bolgelerine baglana-
rak molekiiliin plate lizerinde hareketsiz kalmasini saglamaktadir. AchE’1n enzimatik
aktivitesi ortama eklenen Ellman’s ayiraciyla spektrofotometrik olarak olciiliir. Bu
aytragla olusan sar1 rengin yogunlugu CGRP konsantrasyonuyla orantilidir. Yontem
i¢in hassasiyet sinir1 10 pg/ml’dir.

Reaktifler ve Kimyasallar:

1) Asetik asit (Asetic acid, Merck, Art.56)

2) Metanol (Methanol, Merck, 6008)

3) 8 M Ure (Urea, Merck, Art.8486)

4) Rat CGRP EIA kiti (SPI-BIO, cat no:A05482-96 Wells)
5) C18 ters faz kartus (SPE cartridge, cat no: 400020)

Islemler: Midelerden alinan ~250 mg’lik doku ornekleri havanda doviiliip
parcalandiktan sonra 1 ml 2 N’lik asetik asit i¢ine alinarak homojenize edilmistir.
Homojenatlar 95°C’de 10 dakika bekletildikten sonra 21.000 rpm’de 45 dakika sant-
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rifij edilmistir (Beckman Optima TL, Ultracentrifuge). Santrifiijj sonrasi alinan
slipernatan %4 liikk asetik asitle 1:4 oraninda sulandirildiktan sonra ekstraksiyon is-
lemine gecilmistir. Ekstraksiyon islemi i¢in C18 ters faz kolonlar kullanilmistir. Ko-
lonlar sirasiyla 5 ml metanol, 10 ml iire ve 10 ml bidistile su gecirilerek aktif hale
getirilmistir. Asetik asitle sulandirilmis numuneden 1 ml alinarak kolondan gegiril-
mis ve kolon 10 ml %4’lik asetik asitle yikandiktan sonra CGRP eliisyonu
metanol:su ve asetik asit (90:10 v/v) karisimi bir solventle gergeklestirilmistir. Ko-
londan 3 kez 1 ml solvent gecirilerek (toplam 3 ml) toplanan CGRP numuneleri
liyofilize edilerek —20 °C’de saklanmistir. Biitlin numuneler toplandiktan sonra nu-
muneler EIA tamponu ile ¢6ziilmiis ve CGRP konsantrasyonlar1 EIA yontemiyle
belirlenmistir. Sonuglar ng/g protein olarak ifade edilmistir.

3.2.5. Nitrit/Nitrat Tayini
Total Nitrik Oksit (NO) miktari, NO yikim {iriinleri olan nitrit ve nitrat mik-
tarlar1 Griess metodu esasl kalorimetrik kit araciligi ile 6l¢tilmiistiir [191].

Prensip: NO’nun in vivo son iiriinleri nitrit (NO;") ve nitrat (NO3") iyonlari-
dir. Nitrit ve nitrat oranlar1 degiskendir ve mutlak 6l¢iimleri miimkiin degildir. Bu
nedenle total NO tiretimi NO; ve NO;  miktarlarinin toplami olarak ifade edilmek-
tedir. NO ol¢iimii i¢in kullanilan kit iki asamali bir yontemle total nitrit/nitrat
kosantrasyonunu 6lgmektedir. [lk basamakta nitrat rediiktaz enzimi ile NO5,, NO,’e
doniistiiriiliir. ikinci basamakta ise ortama eklenen Griess reaktifleri NO, i koyu mor
renkli bir azot bilesenine ¢evirir. Renkli bilesenin 540 nm’de 6l¢iilen absorbansi total
NO,  miktarin1 vermektedir.

Yontem: Mideden alinan ~ 250 mg agirligindaki doku Ornekleri havanda
doviildiikten sonra 1 ml PBS (pH 7,4) tamponu iginde teflon uglu doku
homojenizatorii (TRI-R STIR-R, Model K43) ile buz i¢inde homojenize edilmistir.
Homojenatlar 10.000 g'de 20 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatanlar
30 kDa’luk, ultrasantrifiij i¢in uygun filtreler kullanilarak 100.000 g’de 1 saat daha
santrifiij edilmistir. Filtre edilen ornekler plate’e alinarak nitrat rediiktaz enzimiyle
oda 1s1sinda 3 saat inkiibasyona birakilmistir. 3 saat sonunda plate’e Griess reaktifleri
eklenmis ve 10 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra 540 nm’de okunmustur. Sonuglar
uM/g protein olarak ifade edilmistir.

3.2.6. INOS ve eNOS Ekspresyonunun Tayini
iNOS ve eNOS proteinlerinin analizi western blot yontemine gore yapilmistir.

Reaktifler ve Kimyasallar

1) %30’luk Akrilamid — Bisakrilamid karisim soliisyonu (Akrilamid, Merck, S-
4385430-552, Bisakrilamid, Merck-K-33932646-526)

2) %10’luk Amonyum persiilfat (APS, Merck, K-34485101-530)
3) TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin) (Merck, K-34460932-517)

4) Rediiklenmemis Numune Tamponu (Loading Dye, Laemli, 5X konsantre)
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S)

6)

7)

8)

9)

Laemli tamponu hazirlanirken,

10 ml Gliserol (Sigma, G-7757),

10 ml %10 SDS (Sigma, L-4509),

1.25 ml 1 M pH: 6.8 Tris (Merck, K-34776287-533),

7.5 ml B-merkaptoetanol (Merck, S-4365840-544) ve brom fenol blue
(Sigma, B-6896) karistirilip final hacim 50 ml olacak sekilde bidistile su ek-
lenmistir.

Elektroforez tamponu (5X konsantre Stok Soliisyon)

Elektroforez tamponu hazirlanirken,

15 gr Tris,

72 gr Glisin (Merck, K-32710490-405)

5 g SDS 1000 ml distile su i¢cinde ¢oziilmiistiir.

Elektroforez asamasinda bu stok soliisyon 1:5 oraninda bidistile su ile diliie
edilmisgtir.

Blotlama Tamponu, (10X Konsantre Stok Soliisyon)

12.11 g Tris (Merck, K-34776287-533)

30 g Glisin (Merck,K-32710490-405)

1 g Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA, ADR Lab. Chem. 139-13-9),

1 L bidistile suda ¢oziilmiistiir. Blotlama asamasinda 10X stok soliisyon 1:10
oraninda bidistile su ile diliie edilmis, kullaniom esnasinda %10 metanol
(Merck, K34212908-503) eklenmistir.

TBS Stok Soliisyon (Tris Buffer Salin, 10X Konsantre Stok Soliisyon)

TBS soliisyonu hazirlamak i¢in 60.55 g Tris, 87.66 g NaCl 800 ml distile su-
da ¢oziinmiis, pH, HCI ile 7.4’e ayarlanmig ve. final hacim 1000 ml olacak
sekilde bidistile su eklenmistir. Kullanim esnasinda 10X stok soliisyon 1:10
oraninda bidistile su ile diliie edilmistir.

TBS-T Soliisyonu (Tris Buffer Salin-Tween 20)

TBS-T soliisyonunu hazirlamak i¢in, TBS stok soliisyondan (10X), 100 ml
alinip, bidistile su ile 1 L’ye tamamlanmistir. Soliisyona 1 ml Tween-20
(Merck, S4393684-601) eklenerek iyice karigtirilmistir.

iINOS Primer Antikoru (Sigma, N7782)
Kullanim esnasinda 1:100 oraninda diliie edilmistir.

10) eNOS Primer Antikoru (Cell signal, 9572)

Kullanim esnasinda 1:100 oraninda diliie edilmistir.

11) Beta Aktin Primer Antikoru (Cell signal)

Kullanim esnasinda 1:500 oraninda diliie edilmistir.

12) Peroksidaz Konjuge Sekonder Antikor (Chemicon, AP132P)

Kullanim esnasinda 1:2000 oraninda diliie edilmistir.
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Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

iNOS ve eNOS proteinlerinin tayini i¢in mideden alinan ve sivi nitrojen tan-
kinin i¢inde saklanan ornekler daha etkili bir sonikasyon igin, buz iistiinde kiiciik
pargalara ayrilmistir. 0.2 g doku i¢in 600 pl lysis tamponu ve lysis tamponunun her 1
ml’si i¢in 50 pl olacak sekilde protein inhibitér kokteyli (Sigma-9417) karisimi doku
tizerine eklenmistir. Buz i¢inde 30 dk bekletildikten sonra 15000 rpm’de, 4°C de, 25
dk santrifiij edilmistir. Stipernatanlar hemen buz kalibina alinmis ve protein degerleri
dlciilmiistiir. Ornekler SDS jele yiiklenmeden dnce laemli ile karigtirilarak 5 dk kay-
natilmig ve yiiklemeye hazir hale getirilmistir.

Elektroforez ve Antikorlarin Uygulanmasi

Ornekler icerdikleri proteinlerin molekiil agirliklarina gore ayrismalar igin
%7,5’lik Sodyum dodesil siilfat (SDS) poliakrilamid jele yiiklenmistir. Her 6rnek
200 pg/ml protein igerecek sekilde hazirlanmistir. Molekiiler agirlik standarti
(Fermentas SM1811) ve numuneler jele yiiklendikten sonra 2 saat siiresince 80V da
elektroforez edilmistir (BioRad, PowerPac-300). Jeldeki proteinler nitroseliiloz
membrana aktarildiktan sonra, membran, %5’lik siittozu (Biorad-170-6404) iceren
TBS-T tamponunda, oda 1sisinda, 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
TBS-T ile 10 dk yikanan membran, TBS-T ile hazirlanmig primer antikorlar ile
4°C’de, calkalayici iizerinde 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
membran TBS-T ile 3 kez 10’ar dakika yikanarak fazla antikorlar uzaklastirilmais,
ardindan membran, TBS-T ile hazirlanan 1:2000 oraninda diliie edilmis sekonder
antikor ile oda 1s1s1nda, 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 TBS-T ile 3 kez
10’ar dk yikama yapilmis ve membranlar goriintiilleme asamasi i¢in hazir hale geti-
rilmistir.

Goriintiileme ve Degerlendirme

Sekonder antikorla konjuge peroksidaz enziminin, kemiluminisans olusturan
tiriinii icin substrat igeren ECL reaktifleri (Cemilucent detection system, Chemicon-
2600) 1:1 oraninda karistirilarak membranlarin iizerine uygulanmis ve membranlar
karanlikta 5 dk inkiibe edilmistir. Bekleme siiresi sonrasinda membranlarin iizerin-
deki fazla ECL soliisyonu kurutma kagidi ile alinarak membranlar ve fotograf filmi
kasete (Autoradiography casette, 24x30 cm; Amersham, RPN11643) yerlestirilmis
ve membrandaki antikor baglanmalarinin  goriintiisii =~ fotograf  filmine
(Hyperfilm,18x24 cm; Amersham, RPN21034) aktarilmistir.

Goriintiilerin yar1 kantitatif analizi i¢in filmler tarayici araciligiyla bilgisayar
ortamina aktarilmis ve image J paket programi ile bantlarin yogunluklar1 hesaplan-
mistir. Sonuglar her grup i¢in, iNOS/B aktin ve eNOS/B aktin orani seklinde ifade
edilmistir.

3.3. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler GraphPad (Prism 5) paket programi kullanilarak
yapilmistir. Gruplar arasindaki farklar i¢in Kruskal-Wallis Varyans Analizi ve grup-
larin ikili karsilastirilmalarinda Dunn’s Coklu Karsilastirma Testi kullanilmistir. So-
nuclar ortalama + standart hata seklinde ifade edilmistir. Biitlin analizlerde p<0,05°1
saglayan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Oreksin-A Etkin Dozunun Belirlenmesi

Mide asit sekresyonunun stimiilasyonunda etkili oldugu bilinen 100, 200 ve
500 pmol/kg/dk’lik OXA dozlari ile yapilan deneyler sonucunda, ¢calismamizda kul-
lanilacak en etkin OXA dozu belirlenmistir. Bu 6n ¢alismada, kullanilan OXA dozla-
rinin mide lezyon indeksi ve mide mukozal kan akimui iizerine olan etkileri degerlen-
dirilmistir.

Lezyon indeksi ¢alismasinda 200 ve 500 pmol/kg/dk dozlarda OXA’nin
I/R’nin neden oldugu mukozal hasar1 (10,09 = 1,24 mm?) énemli dlciide azalttig
bulunmustur (sirasiyla; 3,46 + 0,62; p<0.01 ve 3,82 + 0,49 mm?; p<0.001) (Sekil
4.1.).
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Lezyon Indeksi (mm?)
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3

SF OXA OXA OXA
(100 pmol/kg/dk) (200 pmol/kg/dk) (500 pmol/kg/dk)

I/R Uygulanan Gruplar

Sekil 4.1. Farkli dozlarda OXA uygulamasinin lezyon indeksine etkileri

++ p<0,01, +++ p<0,001 SF grubu ile karsilastirma
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Kontrole gore ylizde olarak hesaplanmis olan mide mukozal kan akim1 sonug-
lar1, 500 pmol/kg/dk’lik OXA dozunun I/R grubunda % 60,40 + 5,97 olan mukozal
kan akimi degerini % 94,40 + 7,10 diizeyine ¢ikardigir gozlenmistir (p<<0,01) (Sekil
4.2)).

1201

1004

o
I

Mide Mukozal Kan Akimi
(% Kontrol)
B (o))
P P

20+

SF OXA OXA OXA
(100 pmol/kg/dk) (200 pmol/kg/dk) (500 pmol/kg/dk)

I/R Uygulanan Gruplar

Sekil 4.2. Farkli dozlarda OXA uygulamasinin mukoza kan akimina etkileri

++ p<0,01 SF grubu ile karsilagtirma

Her iki degiskene iligkin sonuglar birlikte degerlendirildiginde, 500
pmol/kg/dk’lik OXA dozunun en etkin doz olduguna karar verilmis ve ¢alismanin
devaminda OXA uygulamalar i¢in bu doz kullanilmistir.
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4.2. Lezyon Indeksi

3,5 saatlik I/R uygulamasi mide mukozasinda 10,09 + 1,24 mm?”’lik lezyon
alaninin olugmasina neden olmustur. 500 pmol/ml/dk’lik OXA infiizyonu, lezyon
alammin 3,82 + 0,49 mm?’ye diismesini saglamustir (p<0,01). L-NAME uygulamasi
tek basina mide hasari lizerine 6nemli bir etki gostermemis, L-NAME + OXA uygu-

lanan grupta OXA’nin I/R hasarina karsi koruyucu etkisinin ortadan kalktig1 goz-
lenmistir (10,47 + 0,83 mm?) (p<0,01).

Benzer sekilde, sadece kapsaisin ve vagotomi uygulanan gruplarda mide lez-
yon indeksi SF grubuna gore onemli bir fark gostermemis, Kapsaisin + OXA ve
Vagotomi + OXA gruplarinda OXA’nin mide hasarini onleyici etkisinin dnemli
oranda ortadan kalktig1 goriilmiistiir (sirastyla 10,08 + 0,64 mmz; p<0,01 ve 9,61 +
0,89 mm?; p<0,01) (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Lezyon indeksi

A. L-NAME (30 mg/kg; i.v) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilastirilmasi

B. Kapsaisin (125 mg/kg;s.c.) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilagtiritlmast

C. Bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilastiriimasi

++ p<0,01 SF grubu ile karsilagtirma
** p<0,01 OXA grubu ile karsilastirma
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4.3. Mukoza Kan Akimi

SF grubundaki hayvanlarda % 60,40 £ 5,97 olarak saptanan mide mukozal
kan akimi OXA uygulanan grupta % 94,40 = 7,10 diizeyine ¢ikmistir (p<0,05). L-
NAME, Kapsaisin ve Vagotomi gruplarinda kan akimi degerleri SF grubuna gore
farkli bulunmamistir. L-NAME + OXA ve Vagotomi + OXA gruplarinda ise
OXA’nin kan akimini artirict etkisi dnemli dlgiide azalmistir (sirastyla % 56,18 +
4,06; p<0,05 ve % 51,61 + 3,15; p<0,01). Kapsaisin + OXA grubunda gézlenen kan
akimindaki azalma ise OXA grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli bulunmamaistir
(Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Mukoza kan akimi degerleri

A. L-NAME (30 mg/kg; i.v) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilagtirilmasi

B. Kapsaisin (125 mg/kg;s.c.) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilagtirilmasi

C. Bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilastiriimasi

+ p<0,05 SF grubu ile karsilagtirma
** p<0,01 OXA grubu ile kargilagtirma
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4.4. MPO Aktivitesi

Mide dokusunda nétrofil infiltrasyonunun gostergesi olan MPO enziminin
aktivitesi sham grubunda 9,97 + 0,42 U/g protein olarak ol¢iilmiistiir. I/R uygulanan
SF grubunda enzim aktivitesi 21,01 + 0,80 U/g protein degerine ulagmistir (p<<0,01).
OXA infiizyonu, MPO aktivitesininin I/R’a bagl artisin1 6nemli 6l¢iide azaltmistir
(10,28 £+ 0,30 U/g protein; p<0,01). L-NAME, Kapsaisin ve Vagotomi gruplarinda
MPO aktivitesi SF grubundan farkli bulunmamistir. L-NAME, kapsaisin ve
vagotominin OXA ile birlikte uygulandigi gruplarda, OXA’nin MPO aktivitesine
etkisi ortadan kalkmistir (sirasiyla 19,16 = 0,66 U/g protein, 20,65 + 0,80 U/g protein
ve 21,08 = 0,61 U/g protein; p<0,05) (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. MPO aktivitesi

A. L-NAME (30 mg/kg; i.v) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilagtirilmasi

B. Kapsaisin (125 mg/kg;s.c.) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilagtirilmasi

C. Bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilastiriimasi

## p<0,01, ### p<0,001 Sham grubu ile karsilagtirma

++ p<0,01, +++ p<0,001 SF grubu ile karsilagtirma
* p<0,05 OXA grubu ile karsilagtirma
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4.5. CGRP Diizeyleri

I/R uygulanan SF grubundaki hayvanlarin mide dokusunda bulunan CGRP
(23,33 £ 1,80 ng/g protein), Sham grubuna gore (58,69 + 1,76 ng/g protein) 6nemli
ol¢iide azalmistir (p<0,01). OXA inflizyonu CGRP diizeyini SF grubuna gdre anlam-
1 miktarda artirmistir (79,84 + 5,16 ng/g protein; p<0,001). L-NAME, kapsaisin ve-
ya vagotomi uygulanmasi mide dokusunda bulunan CGRP miktarini degistirmemis,
L-NAME + OXA (36,00 + 3,30 ng/g protein), Kapsaisin + OXA (21,55 + 2,25 ng/g
protein) ve Vagotomi + OXA (39,55 + 1,81 ng/g protein) gruplarinda CGRP diizey-
leri OXA grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0,01) (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. CGRP diizeyleri

A. L-NAME (30 mg/kg; i.v) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilagtirilmasi

B. Kapsaisin (125 mg/kg;s.c.) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilagtirilmasi

C. Bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilastiriimasi

## p<0,01 Sham grubu ile karsilastirma
+ p<0,05, +++ p<0,001 SF grubu ile karsilagtirma
** p<0,01 OXA grubu ile kargilagtirma
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4.6. NOx Degerleri
Mide dokusunda bulunan NO miktar1 sham grubunda 0,17 + 0,01 pmol/g

protein iken I/R uygulamasi SF grubunda 6nemli bir artisa neden olmustur (0,43 +
0,03 umol/g protein) (p<0,001). OXA infiizyonu 6nemli bir degisiklik yapmamuis, L-
NAME grubunda ise NO degeri (0,20 + 0,02 umol/g protein) SF grubuna gére 6nem-
li oranda azalmistir (p<0,05). L-NAME + OXA ve Kapsaisin + OXA gruplarinda
Olclilen NO miktarlan (sirasiyla 0,24 £ 0,02 umol/g protein; p<0,01 ve 0,30 £+ 0,03
umol/g protein; p<0,05) OXA grubundan (0,62 + 0,05 umol/g protein) diisiik bu-
lunmustur (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. NOx degerleri

A. L-NAME (30 mg/kg; i.v) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilastirilmasi
B. Kapsaisin (125 mg/kg;s.c.) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilagtirilmasi
C. Bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilastiriimasi

### p<0,001 Sham grubu ile karsilagtirma
+ p<0,05 SF grubu ile karsilagtirma
* p<0,05, ** p<0,01 OXA grubu ile karsilagtirma
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4.7. INOS Protein Ekspresyonu
Sham grubunda 0,28 £0,06 olarak belirlenen iNOS/B-aktin oran1 SF grubunda

onemli oranda artmistir (0,78 = 0,04) (p<0,05). OXA uygulamasi iNOS protein eks-
presyonunda, SF grubuna gore onemli bir diisiise neden olmustur (0,29 =+ 0,06)
(p<0,05). L-NAME grubunda iNOS/ B-aktin oraninin SF grubuna gore onemli dii-
zeyde azalmig oldugu tespit edilmistir (0,30 = 0,07 ve 0,28 £ 0,06) (p<0,05). L-
NAME ve OXA’nin birlikte uygulandigi grupta iNOS/ B-aktin orant OXA ve L-
NAME grubundan farkli bulunmamaistir. Kapsaisin (0,55 = 0,12) ve vagotomi (0,69 +
0,09) gruplarinda SF grubuna gore, KapsaisintOXA (0,49 + 0,06) ve L-
NAME+OXA (0,62 + 0,10) gruplarinda da OXA grubuna goére iNOS diizeylerinde
onemli bir fark saptanmamustir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. iNOS protein ekspresyonu diizeyleri

A. L-NAME (30 mg/kg; i.v) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilastirilmasi

B. Kapsaisin (125 mg/kg;s.c.) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilagtiritlmast

C. Bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarinin karsilastiriimasi

# p<0,05 Sham grubu ile karsilagtirma
+ p<0,05 SF grubu ile karsilastirma

4.8. eNOS Protein Ekspresyonu
Sham grubunda 0,64 + 0,03 olarak belirlenen eNOS/B-aktin oran1 I/R uygu-

lamasiyla birlikte 6nemli oranda azalmistir (0,25 + 0,04) (p<0,05). I/R ile eszamanlh
olarak uygulanan OXA; eNOS protein ekspresyonunda istatistiksel olarak 6nemli bir
artisa neden olmamustir (0,47 = 0,08). L-NAME (0,20 + 0,05) ve L-NAME + OXA
(0,21 = 0,05) gruplarinda 6lgiilen eNOS diizeyleri sirastyla SF ve OXA gruplarindan

farkli bulunmamistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. eNOS protein ekspresyonu diizeyleri
# p<0,05 Sham grubu ile karsilagtirma
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TARTISMA

Mide mukozasinda I/R hasarina karsi, OXA’ nin koruyucu etki mekanizmasini
konu alan ¢alismamizda, NO, kapsaisine duyarli duysal sinirler ve N. vagus’un rolii
arastirtlmistir.  Yapilan 6n ¢alismada inflizyon yoluyla verilen farkli dozlarda
OXA’nin, midedeki mukoza hasarini 6nleyici etkin dozunun 500 pmol/kg/dk oldugu
saptanmistir. OXA’nin, I/R hasarina karst mide mukozasini korudugu gosterilmis
olup, NO sentezinin engellenmesi, kapsaisin ile duysal sinirlerin denervasyonu ve
bilateral subdiyafragmatik vagotomi yapilmasi durumunda bu koruyucu etkinin orta-
dan kalktig1 gosterilmistir. OXA’nin mukozal kan akimint ve CGRP salinimini arti-
rarak, notrofil infiltrasyonunu baskilayarak, bunun yam sira iNOS ekspresyonunu
azaltip, eNOS ekspresyonunu artirarak mide mukozasini I/R hasarina karst korumus
olabilecegi diisiiniilmiistiir.

I/R hasar1 mikrovaskiiler fonksiyon bozuklugu, nétrofil aktivasyonu ve
ROS’larin agir1 miktarda yapimu ile ortaya ¢ikan akut mide lezyonlari i¢in iyi bilinen
bir modeldir [13, 192, 193]. Yapilan ¢alismalarda kisa siireli iskemi periyodlarinin
bile, inflamasyon siirecine ait ¢esitli mediatorlerin salinimina ve 16kosit aktivasyonu-
na neden oldugu gosterilmistir. Coliak arterin klemplenmesi ile olusturulan iskemi,
mide mukozal bariyerini zayiflatip, mukozadan asit geri emilimini artirarak mukoza-
y1 daha kolay tahrip edilebilir duruma getirmektedir. Reperfiizyon sonucu dokunun
yeniden kanlanmasi ile olusan ROS ve nétrofil aktivasyonu, lipid peroksidasyonunu
artirarak mide asidinin zararli etkisi ile birlikte hiicre 6liimiine ve mukozal hasara
neden olmaktadir. Reperflizyonun baslangicinda yiizeysel kanama seklinde olusan
lezyonlar, dokuda nétrofil birikimi ile birlikte iilserlesmis lezyonlar haline doniis-
mektedir [183, 194, 195].

Kolesistokinin, gastrin, leptin ve ghrelin gibi istah peptidlerinin mide mukoza
bariyerini gili¢clendirerek iilser olusumunu engelledikleri, ayn1 zamanda {ilser iyiles-
mesinde 6nemli roller iistlendikleri 6nceki ¢calismalarda gosterilmistir [133, 192, 196-
199]. Bu ¢alismada, ekzojen OXA’nin I/R ile olusan mide lezyonlarina karsi koruma
sagladig1 gosterilmis olup, bu bulgu daha 6nceki calismamizi [95] desteklemektedir.
OXA’nin mide korunmasinda 6nemli rolii olduguna iliskin bulgularimiz, sindirim
sistemindeki sinir ve endokrin hiicrelerin OXA immunoreaktivitesi gosterdigine ilis-
kin mevcut kanitlarla da uyum igerisindedir [3, 4].

Bulgularimiza gore midede I/R hasarina karst OXA’nin koruyucu etkisinin
onemli bir bileseninin mukozal kanlanma artis1 oldugu sdylenebilir. Vazodilator etki-
leri nedeni ile kanlanmay1 artirdiklar1 bilinen NO’nun ve CGRP’nin yapiminin ve
saliniminin inhibe edilmesi, ayn1 zamanda vagotomiye bagli olarak OXA’nin mide
mukozasini koruyucu etkisinin ortadan kalkmis olmasi bu goriistimiizii desteklemek-
tedir. OXA’nin IR’nin neden oldugu kan akimi azalisin1 6nlemesi ve mide kanlan-
masint artirarak sagladigi koruma diger istah peptidleri ile yapilan c¢aligmalarla
uyumludur [192, 193].
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Mide mukozasinin zararli etkilere karst korunma mekanizmasinda kanlanma
onemli yer tutmaktadir. Mukozal mikrodolagim, oksijen ve besinlerin hiicrelere
ulagsmasi, ayni zamanda toksik maddelerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in gereklidir
[122]. Mide mukozasinin irritan maddelerle karsilasmasi veya asit geri emilimi ol-
mast halinde mukozal kan akimi hizli bir sekilde artar [130]. Kan akiminin artis1, geri
emilen asitin veya zararli ajanlarin diliisyonu veya tamamen uzaklastirilmasini sag-
lar. Bu cevap mukozal savunma i¢in gereklidir. Kan akiminin mekanik olarak kisit-
lanmasi ile, gerekli durumlarda kan akimi artisinin saglanamamasi nekroza yol agar
[130, 131]. Mide mukozasinda zararli etkenlerin varlifina bagli olarak hiperemik
yanitin olusumunda duysal sinirlerin rol aldig1 gosterilmistir [14, 16].

Yapilan calismalarda akut mide hasarina karst mide mukozasinin korunma
mekanizmasinda kapsaisin’e duyarli duysal sinirlerin aktivasyonu sonucu salgilanan
CGRP’nin vazodilator etkisinin énemli oldugu gosterilmistir [17, 133]. Midedeki
duysal noronlara ait ¢alismalarda kapsaisin’in etkisinin doza bagl olarak degisebile-
cegi ortaya konmustur. Kapsaisin’in diisilk dozda uygulandig1r zaman, noronlar tize-
rine stimiilan etki gosterdigi, mide mukozasin pilor ligasyonu, etanol veya aspirin
gibi iilserojenler tarafindan olusturulan lezyonlara kars1 korudugu gdésterilmistir [200,
201]. Bu etki mide mukozasinda kapsaisin’e duyarli duysal sinirlerden salinan CGRP
gibi vazodilator peptidlerin artisina baglanmistir [190, 200]. Diger taraftan bizim de
calismamizda kullandigimiz 125 mg/kg’lik yiiksek doz kapsaisin’in uygulanmasi
halinde duysal sinirlerin fonksiyonel denervasyonu saglanmis ve lezyonlarin daha da
arttigr gozlenmistir [202, 203]. Duysal sinirlerden CGRP salinmasi, kan akimini ve
tilser iyilesmesini arttirici etkisi nedeniyle mukozal biitiinliigiin saglanmasinda 6nem-
lidir. Bu sinirlerin fonksiyonel denervasyonu, CGRP miktarinda ve buna bagli olarak
PGE, ve NO miktarindaki azalma ile birlikte {ilserojenler ile olusturulan mide lez-
yonlarinda artisa neden olur [202, 203]. Calismamizda da bu calismalar1 destekler
nitelikte, kapsaisin ile duysal sinirlerin denerve edilmesi durumunda OXA’nin kan
akiminmi artirict etkisi istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamis olsa da %30 oraninda
azalmistir ve bu azaligin kapsaisin ile denervasyon sonucu OXA’nin mide lezyonla-
rin1 azaltict etkisinin bozulmus olmasina eslik ettigi goriilmiistiir. Midede akut
mukozal tahribata cevap olarak salgilanan CGRP, NOS aktivasyonu yaparak NO
salinimini artirmaktadir. NO vazodilator etkisi nedeniyle mukozal kanlanmay1 artira-
rak mukozal bariyeri giiglendirmektedir. Caligmamizda da gosterdigimiz gibi NOS
inhibitorii kullanarak NO yapiminin baskilanmasi, mukozal kanlanmay1 azaltmakta
ve lezyon indeksini artirmaktadir. Bulgularimiz OXA’nin mide koruyucu etkisinde
vagal yolagin da 6nemli oldugunu gdstermistir. N. vagus’un biitiinliigliniin bozulmasi
durumunda OXA’nin kan akimini artirict ve mukozay1 koruyucu etkisinin ortadan
kalktig1 tespit edilmistir.

Midede I/R hasar1 mikrovaskiiler fonksiyon bozuklugunun yani sira, notrofil
aktivasyonu ve ROS’larin asir1 yapiminin bir sonucudur. I/R hasarina yol agan
ROS’larin esas kaynagi polimorfoniikleer 16kositlerdir. MPO nétrofillerin azurofilik
graniillerinde bulunan hem igeren bir enzimdir ve bu enzimin aktivitesi dokudaki
notrofil infiltrasyonunun bir gostergesidir. Damar endotel hiicrelerine 16kositlerin
yapismasi, etanol, aspirin, hemorajik sok, iskemi-reperfiizyon gibi ¢cok sayida etkenle
ortaya ¢ikan akut mide lezyonlarinin patogenezinde onemli yer tutmaktadir [204].
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Lokositler mikrodamarlar1 tikayarak mide kan akimimi azaltirlar, ayn1 zamanda
l6kotrienler, trombosit aktive edici faktor gibi mediatorleri salgilayarak mide muko-
zasinin tahribatina neden olurlar [201]. Daha 6nceki ¢calismamizda da gosterdigimiz
gibi OXA, I/R ile artan MPO aktivitesini belirgin sekilde azaltmaktadir [95].
OXA’nin bu etkisi NO yapimi inhibe edilerek, duysal sinirlere denervasyon yapila-
rak veya subdiyafragmatik vagotomi ile ortadan kaldirilmigtir. OXA’nin nétrofil
infiltrasyonunu engelleyici etkisinin NO, CGRP ve N. vagus aracili oldugunu goste-
ren bulgularimiz, NO ve duysal sinir uglarindan salinan CGRP’nin nétrofil aktivas-
yonunu baskiladigini1 gosteren ¢alismalarla uyum ig¢indedir [205]. Ancak N. vagus’un
mide dokusunda nétrofil infiltrasyonuna etkisi ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rast-
lanmamistir. Vagotomi, I/R uygulanan sicanlarin mide mukozasinda OXA’nin etkisi
ile gozlenen MPO aktivitesindeki diisiisii engelleyerek kontrol diizeyinde kalmasina
neden olmustur. N. vagus sindirim siteminin ekstrinsik innervasyonunun énemli bir
parcasidir. Farkli tiplerde efferent ve afferent lifler (kolinerjik, katekolaminerjik,
non-adrenerjik-non-kolinerjik) i¢eren sinirin, sindirim sistemine etkisi ¢ok karmasik-
tir. Yapilan caligsmalarda sindirim sisteminin zararli etkenlere karsi direng gdstere-
bilmesi ve mukozanin korunabilmesi i¢in N. vagus’un fonksiyonu gereklidir [206].
N. vagus’un mide mukozasina koruyucu etkisinde mukozal kan akimina yaptig1 kat-
kinin yani sira, nétrofil infiltrasyonunu engellemesi de 6nemli rol oynayabilir. Mide-
ye olan merkezi parasempatik akisin periferal OXA tarafindan artirilabilecegi ve bu
peptidin periferik uygulamasinin neden olabilecegi mide korumasinda vagal efferent
sinirlerin de katkisinin olabilecegi ihtimali géz ardi edilmemelidir. OXA’ nin mide
asit sekresyonu lizerine stimiilator etkisi i¢in vagal yolaga gereksinim duydugu, ¢iin-
kii vagotominin, merkezi olarak uygulanan OXA tarafindan indiiklenen mide asit
sekresyonundaki artis1 inhibe ettigi ileri siiriilmektedir [8]. Ayrica Kobashi ve ark.
[93], vagotominin sicanlarda OXA’nin indiikledigi fazik kontraksiyonu ve proksimal
mide gevsemesini zayiflattigini gostermislerdir. Bizim ¢aligmamizda da vagotomi,
OXA’nin mide mukozasii koruyucu etkisini zayiflatmis ve bu zayiflamaya eslik
ettigi gortilen mide kan akimi artis1 da intakt N. vagus’un OXA’nin neden oldugu
koruma ve hiperemide onemli bir roliinlin oldugunu gdstermistir. Dolayisiyla I/R ile
olusturulan hasara karst OXA’nin koruyucu etkisinin en azindan kismen de olsa be-
yin-bagirsak ekseninin ve vagal kolinerjik yolaklarin stimiilasyonunun, afferent duy-
sal sinirlerden salinan endojen CGRP’nin koruyucu etkisine katkida bulunduklarin
s0ylemek miimkiindiir.

Mide mukozast ve submukozal damarlar primer afferent duysal sinirler ile
innerve edilmistir. Yiizey epitel hiicrelerinin yakininda sonlanan bu sinir liflerinin
uclar1 limen igerigine ve asite duyarli kanallar araciligr ile mukozaya geri donen
asite duyarlidir. Midedeki duysal sinirlerin stimiilasyonu biiyiik submukozal damar-
larin  yakininda veya duvarinda sonlanan sinir ucglarindan CGRP, SP gibi
norotransmitterlerin salinimina neden olur [16]. Duysal liflerin aktivasyonu sonucu
salinan CGRP, submukozal arteriollerin tonusunu etkileyerek mukozal kan akimin
artirir [14].

Calismamizdan elde ettigimiz bulgulara gore, OXA’nin mide mukozasini
koruyucu etkisinin, duysal sinir aktivasyonuna da bagli olabilecegi ortaya ¢ikmakta-
dir. I/R sonucu %60,35 oraninda azalmis olan mide mukozasindaki CGRP miktari,
OXA infiizyonu ile sham grubuna gore daha yiiksek bir degere ulasmistir. Bulgula-
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rimiz OXA’nin bu etkisinin NO aracili olabilecegini gostermektedir. NOS inhibitorii
olan L-NAME uygulamas: ile NO sentezinin baskilanmasi durumunda OXA’nin
CGRP saliimini artirici etkisi bozulmustur. Bu bulgumuz, NO sentaz inhibitdrleri-
nin hem kapsaisin’e hem de CGRP’ye olan gastrik hiperemik reaksiyonu azalttigini
gosteren ¢alismalarla uyumludur [20, 207]. NO’nun CGRP salinimini artirict etkisi
bilinmemektedir. Ancak Jenkins ve ark. [208] PGE; nin trigeminal noron kiiltiirle-
rinde EP2 ve EP4 reseptorlerine baglanarak CGRP salinimini arttirdigini gostermis-
lerdir. NO, COX-1 enziminin aktivitesini artirarak PG sentezini artirmaktadir [190].
Buna gore OXA etkisi ile olusan NO’nun PGE, sentezini, PGE;’nin de CGRP
salimimin arttirdig1 diisiiniilebilir. Vagotomi de NO sentezinin baskilanmasina ben-
zer sekilde mide dokusundaki CGRP miktarini azaltmistir. Afferent sinir liflerinin
midede mukozal savunmayi giiclendirici etkisinin vagal efferentler tarafindan
stimiile edildigi bilinmektedir. TRH’ 1n intrasisternal uygulanmasi ile vagus sinirin-
deki kolinerjik efferent liflerin aktivasyonu sonucu kapsaisin’e duyarli afferent no-
ronlardan CGRP salinimi olmasi, N. vagus’un mide mukozasini koruyucu etki me-
kanizmasinda duysal sinirlerin de rol aldigin1 géstermektedir [14, 162, 209].

Duysal néronlarin mide mukozasi iizerine regiilator etkilerinin CGRP’nin
yani sira NO araciligiyla oldugu bilinmektedir [14]. NO, NOS enzimi tarafindan
elektron oksidasyon reaksiyonu ile L-arjininden sentezlenen kiigiik biyoaktif bir mo-
lekiildiir. NOS izoformlarindan, nNOS ve eNOS Ca'"’a bagl yapisal formlar olup
(cNOS), doku homeostasisinden sorumludur. Ca™a baglh olmayan indiiklenebilir
NOS formu ise iNOS’tur [168, 170].

Yapisal NOS’lar normal kosullarda dokularda az miktarda (pmol/L) NO
yapmakla gorevlidir. Sindirim sisteminde nNOS ie olugan NO’nun ana rolii diiz kas-
larin gevsemesinin kontroliidiir. eNOS, trombositler ve endotel hiicrelerinde bulun-
maktadir. eNOS mide mukozal kan akimi, epitel sekresyonu, bariyer fonksiyonunu
diizenleyerek sindirim sistemi mukozasinin biitlinliigiiniin korunmasinda rol oynar.
Ayni zamanda, eNOS kokenli NO, 16kosit, trombosit ve mast hiicre adezyonunun
inhibisyonundan sorumludur [170].

eNOS ve nNOS aktivasyonu Ca ve CaM konsantrasyonundaki artisa baglidir.
Ozellikle eNOS, protein kinaz Akt ile fosfotazlar1 ve kinazlari regiile eder. Diger
taraftan iNOS aktivitesi, transkripsiyonel diizeyde regiile edilir. iNOS izoformunun
ekspresyonu, sitokinler gibi stimulan faktorlerle olusur ve iNOS aracili NO yapimi
nmol/L diizeyindedir. iNOS izoformu endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, nétrofiller
ve makrofajlarda bulunmaktadir. iNOS sindirim sistemini etkileyen patolojik olay-
larda (6zellikle /R gibi inflamatuar siireclerde) biiyiik miktarda NO yapimina neden
olur [210, 211].

Mide mukozasindaki nitrit/nitrat konsantrasyonu (NOx), mide mukozasindaki
iNOS ve/veya cNOS’a bagli NO yapiminin bir gostergesi olarak diisiiniilebilir. Ciin-
kii dokuda NOS etkisi ile yapilan NO hizla nitrit ve nitrata parcalanir. Dokuda NOS
aktivitesinin inhibisyonu ise nitrit ve nitrat miktarini azaltir [212, 213].

Calismamizda I/R uygulanan sicanlarda OXA infiizyonu ile mukozal kan
akimi artisi, CGRP diizeyinin artisi, notrofil infiltrasyonunun azaldigini gosteren

53



parametreleri destekler nitelikte mide dokusunda NO yapiminin %44,18 oraninda
arttigi gozlenmis, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Beklen-
timize uygun olarak L-NAME kullanim1 I/R uygulanan siganlarin mide dokusunda
NO yapimini azaltmis, ayn1 zamanda infiize edilen OXA’nin NO yapimi iizerine olan
etkisini Oonlemistir. Daha Once yapilan ¢alismalara paralel sekilde, duysal sinirlerin
kapsaisin ile denervasyonu da NO yapiminda azalmaya neden olmustur [197]. CGRP
reseptorlerinin mide arteriyollerinin endotel hiicreleri {izerindeki lokalizasyonu,
CGRP’nin NO sentezini stimiile etmek i¢in primer olarak endotel hiicreleri iizerine
etki ettigini gostermektedir [20, 207]. Kapsaisin OXA’nin NO yapimini arttirici et-
kisini de azaltmistir. Buna kargin vagotomi NOS aktivasyonu ve NO yapimini etki-
lememistir.

Mideye uygulanan I/R, daha 6nce yapilan ¢alismalarin bulgularina paralel
olarak [194, 214] iNOS ekspresyonunu belirgin sekilde artirmig, eNOS ekspresyo-
nunda ise azalmaya neden olmustur. Bu bulgu, eNOS ile sinirli diizeyde yapilan
NO’nun I/R hasarina karsi koruyucu oldugu, I/R sirasinda artmis olan iNOS tarafin-
dan fazla miktarda yapilan NO’nun mukozada lezyon olusumunu artirici etkiye sahip
oldugu fikrini vermektedir. Ohta ve ark. [213] iNOS’un spesifik inhibitorii olan
aminoguanidin ile mukozal lezyon olusumunun onlendigini gostermisler, iNOS akti-
vitesi ile NOx arasinda pozitif korelasyon tespit etmiglerdir. Ohta ve ark. ve diger
arastirmacilar, iNOS araciligiyla yapilan NO’nun lipid peroksidasyonu ve protein
olmayan siilfidril oksidasyonuna neden oldugunu ileri siirmektedirler [213, 215-218].
Dokuda olusan NO ve O, radikallerinin olusturdugu ONOOQO", lipid peroksidasyonu
ve diger molekiillerin oksidasyonu ile lezyon olusumuna neden olmaktadir [217,
219]. Dokuda olusan az miktarda NO tek basina diisiiniildiigli zaman vazodilatér,
endotele nétrofil yapismasini engelleyici etkisi nedeni ile koruyucudur. NO’nun
stiperoksit radikali ile birlesmesi sonucu olusan ONOO™in, lipid peroksidasyonu
nedeniyle mide mukozasi iizerine olan zararlh etkileri gosterilmistir [170].

Her iki bulguyu birlikte degerlendirdigimizde, I/R sonras1 mide dokusunda
tespit ettigimiz yiiksek NO konsantrasyonunun iNOS ekspresyonuna bagli oldugu
ortaya ¢ikmaktadir. OXA inflizyonu, I/R uygulanan mide dokusunda iNOS ekspres-
yonunun artigini engellemis, istatistiksel olarak anlamli olmasa da eNOS ekspresyo-
nunda artisa neden olmustur. OXA grubunun mide dokusundaki NO miktarinda géz-
lenen %44,18’1ik artisa paralel sekilde eNOS ekspresyonu da %88 oraninda artmistir.
OXA’nin mide mukozasindaki koruyucu etkisine muhtemelen eNOS tarafindan yapi-
lan NO’nun aracilik ettigi diistiniilmektedir. L-NAME uygulamasi, iNOS ve eNOS
ekspresyonunu baskilamistir. OXA ile birlikte L-NAME verilmesi, OXA ile birlikte
duysal sinirlerin denervasyonu veya OXA ile birlikte vagotomi uygulamasit mide
dokusunun iNOS ve eNOS ekspresyonunda bir degisiklige neden olmamistir.

Sonug olarak bu ¢alismada; OXA’nin mide mukozasindaki I/R hasarina kars1

koruyucu etkisi ve bu etki mekanizmasinda kapsaisin’e duyarl duysal afferent sinir-
lerin ve NOS-NO sisteminin rolii oldugu gosterilmistir.
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SONUCLAR

. 500 pmol/kg/dk dozda uygulanan OXA’nin I/R ile olusan mide hasarina karsi
mide mukozasini korudugu, kan akiminda belirgin bir artis sagladigi, mide
mukozasindaki lezyon alanlarin1 ve mukozaya nétrofil infiltrasyonunu azalt-
t1g1 gosterilmistir.

. OXA infiizyonunun L-NAME, kapsaisin ve vagotomi ile beraber uygulanma-
st OXA’nin koruyucu etkisini ortadan kaldirmistir. Bu ajanlarin uygulandigi
gruplarda lezyon indeksi ve MPO aktivitesinin sadece OXA uygulanan gruba
gore yiiksek oldugu ve mukoza kan akimi degerlerinin de 6nemli Sl¢iide
azaldig1 gézlenmistir. Bu bulgular OXA’nin koruyucu etkisinde NO’nun ve
duysal sinirlerin rol oynadigini géstermektedir.

. Duysal noronlarin regiilator etkilerinin CGRP ve NO araciligi ile oldugu bi-
linmektedir. NO ve duysal sinir u¢larindan salinan CGRP miktarlarinin OXA
uygulamasiyla birlikte arttigi gozlenmistir. Dolayisiyla NO ve CGRP’nin
OXA inflizyonu ile birlikte gozlenen kan akimi artist ve notrofil
infiltrasyonunun azalmasina aracilik ettikleri diisiiniilmiistiir.

. I/R uygulamasi inflamasyon ve hasar olusumuyla iliskili oldugu bilinen iNOS
ekspresyonunda artisa, mukozal damarlarin dilatasyonunda énemli role sahip
olan eNOS ekspresyonunda ise azalmaya neden olmustur. OXA infiizyonu
iNOS ekspresyonunu belirgin sekilde azaltmis, fakat eNOS ekspresyonunda
onemli bir degisiklige neden olmamustir.
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PROSTAGLANDINS, CAPSAICIN-SENSITIVE SENSORY NERVES
AND NEUTROPHIL INFILTRATION, BUT NOT NITRIC OXIDE,
CONTRIBUTE TO COLD RESTRAINT STRESS-INDUCED
GASTRIC ADAPTATION IN RATS
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SUMMARY

1. The aim of the present study was to determine the role of
prostaglandins (PG), nitric oxide (NO) and capsaicin-sensitive
sensory nerves in neutrophil infiltration in gastric adaptation to
cold restraint stress in rats.

2. Wistar rats were exposed to single or repeated cold
restraint stress for 3.5 h every other day for up to 4 days. Prior
to repeated stress, rats were pretreated with N ®-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME; 10 mg/kg, s.c.), indomethacin (10 mg/kg,
s.c.) or capsaicin (125 mg/kg, s.c.). The extent of gastric mucosal
lesions was evaluated histologically and myeloproxidase (MPO)
activity, PGE,, NO and calcitonin gene-related peptide (CGRP)
levels were measured in gastric tissue.

3. Cold restraint stress produced haemorrhagic lesions and
reduced PGE, and CGRP levels in the stomach, with an increase
in MPO activity and NO levels. Repeated stress insults reduced
stress-induced gastric damage, NO production and MPO activ-
ity, with an increase in PGE, and CGRP levels compared with
rats exposed to single cold restraint stress. Adaptation to cold
restraint stress was prevented by indomethacin and capsaicin
pretreatment, but not by L-NAME.

4. We conclude that the stomach has the ability to adapt to
repeated exposure to cold restraint stress and that the adapta-
tion, via inhibition of neutrophil infiltration, is mediated, at least
in part, by endogenous PG and CGRP.

Key words: calcitonin gene-related peptide, capsaicin, cold
restraint stress, gastric adaptation, nitric oxide, prostaglandin E,.

INTRODUCTION

Gastric adaptation is a special feature of the stomach to resist the
damage caused by repeated exposure to strong mucosal irritants.
Gastric adaptation was originally observed in rats exposed to non-
steroidal anti-inflammatory drugs,' but has also been observed in
stomachs exposed to topical irritants including 70% ethanol,’
0.2 mol/L NaOH,* hypertonic NaCl* and stress.’
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It is well known that stress produces acute haemorrhagic lesions
in the gastric mucosa of experimental animals.®® Cold restraint
stress is a commonly used and clinically relevant experimental
model for acute gastric damage.”’ A sudden reduction of blood
flow to the gastric mucosa and increased free radical formation
due to leucocyte activation play fundamental roles the formation of
ulcers.”'” Repeated stress insults have been found to increase
the tolerance of the gastric mucosa to stress ulcerogenesis and to
attenuate the formation of acute gastric lesions." "

The release of vasoactive mediators is crucial for the gastric
mucosa to resist the continual onslaught of agressive factors.
Previous findings have suggested that there are interactions between
vasodilator mediators, including prostaglandins (PG) that can
regulate gastric mucosal microcirculation and integrity and the highly
labile humoral vasodilator substance nitric oxide (NO).'*!* However,
the sensory nerves play an important role in gastroprotection against
harmful effects, probably via release of sensory neuropeptides, such
as calcitonin gene-related peptide (CGRP), which mediates vascular
relaxation.'®

The present study was designed to determine whether gastric
adaptation to repeated stress could be related to inhibition of
stress-induced leucocyte infiltration to gastric mucosa and, if so,
to elucidate the contribution of endogenous PG, NO and capsaicin-
sensitive sensory nerves to the gastroprotection against repeated cold
restraint stress.

METHODS

Male Wistar rats, weighing 180—220 g, were used in all experiments. Before
each experiment, rats were deprived of food and allowed free access to tap
water for 18 h. All experimental procedures were approved by the Animal
Care and Use Committee of Akdeniz University.

General procedures

Animals were divided into control (n = 12) and experimental (n = 52) groups.
The experimental group was divided into five groups, consisting of one group
receiving a single exposure to cold restraint stress and four groups receiving
multiple exposures (n = 10 in each group; Table 1) to repeated cold restraint
stress for 4 consecutive days. The single exposure group was put into
individual loose-fitting tubular restraint cages made of wire mesh and were kept
there for 3.5 h at 4°C."” The multiple exposure groups were treated similarly
except that after the stress period animals were removed from the cages,
placed at room temperature and rechallenged with cold restraint stress for
3.5 h the next morning.'® Animals were killed after 4 consecutive days. The
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Table 1 Experimental groups

Group n
Control 12
Experimental groups
Single exposure 12
Multiple exposure
Vehicle 10
Indomethacin (10 mg/kg, s.c.) 10
L-NAME (10 mg/kg, s.c.) 10
Capsaicin (125 mg/kg s.c.) 10

L-NAME, N-nitro-L-arginine methyl ester.

multiple exposure groups were pretreated with either saline (0.5 mL/100 g,
s.c.), indomethacin (10 mg/kg, s.c.), N%-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME; 10 mg/kg, s.c.) or capsaicin (125 mg/kg, s.c.) 0.5 h before
each of the four exposures to cold restraint stress.'’ Indomethacin was used
a non-selective cyclo-oxygenase (COX) inhibitor and L-NAME was used
as a non-selective NO synthase (NOS) inhibitor.

Denervation of primary sensory nerves by capsaicin

Ablation of capsaicin-sensitive afferent neurons was accomplished by high-
dose capsaicin administration, as described previously.?' Rats received a
total dose of 125 mg/kg capsaicin administered in divided over 3 days with
25 mg/kg on the 1st day, 50 mg/kg on the 2nd day and 50 mg/kg on the 3rd
day. All injections of capsaicin or its vehicle (see below) were performed
with the rats under light ether anaesthesia. After 10 days, both capsaicin-
and vehicle-treated rats were used for the study of gastric adaptation to 3.5 h
cold restraint stress and underwent the same schedule of repeated stress
insults. One day before the first exposure to cold restraint stress, the effective-
ness of capsaicin treatment was checked by instilling a drop of 0.001%
capsaicin in saline into one eye of each rat that were then observed for any
protective wiping movements. Those capsaicin-treated rats that showed any
wiping movement were excluded from the study.

Preparation of drugs

All chemicals were purchased from Sigma Chemical (St Louis, MO, USA).
Indomethacin was suspended in saline with a drop of Tween 80, whereas
L-NAME was dissolved in saline. Capsaicin was dissolved in vehicle consisting
of 10% ethanol, 10% Tween 80 and 80% saline. Each agent was prepared
immediately before use and administered s.c. in a volume of 0.5 mL per
100 g bodyweight. In the present study, we used three vehicle groups that
were treated with saline (n = 10), saline containing a drop of Tween 80 (n = 6)
or saline containing 10% ethanol and 10% Tween 80 (n = 6). At the end
of the study, the results for the three vehicle-treated groups were not
statistically different from each other and so we used the data obtained
for the saline-treated group to prepare the graphs and in all statistical
analyses (Fig. 1).

Measurement of gastric lesions

At the end of the experimental period, the animals were anaesthetized by
ether and exsanguinated via the abdominal aorta. Their stomachs were
removed, opened by an incision along the greater curvature and pinned onto
a platform. Lesion areas were examined with a ruler under a stereoscopic
microscope (Stemi SV 11; Zeiss, Jena, Germany; x20) and the total area of
haemorrhagic erosions was determined to be the lesion index (in mm?), as
described previously.?

After calculation of the lesion index, stomachs were divided into four
pieces throughout the greater curvature for CGRP, myeloperoxidase (MPO),

nitrite/nitrate (NO,) and PGE, determination. Each piece contained all
anatomical parts of the stomach assigned to each measurement protocol.

Measurement of gastric MPO activity

Leucocyte infiltration in the gastric mucosa was assessed by determining
gastric MPO activity using a modification of the method described by Krawisz
et al” Briefly, stomach segments were weighed and suspended in 5 mL of
50 mmol/L phosphate buffer (pH 6.0) containing 1% hexadecyltrimethylam-
monium bromide. Samples were then homogenized and the homogenate was
sonicated and stored in a deep freezer at —80°C until the assay. Samples were
centrifuged at 4500 g for 30 min at 4°C. Aliquots (0.1 mL) of supernatant
to be measured were then mixed with 0.55 mL reaction buffer (50 mmol/L
phosphate, pH 6.0, containing 0.0005% hydrogen peroxide and 1.25 mg/mL
o-dianisidine dihydrochloride). The change in absorbance at 460 nm over a
6.5 min period was measured in a spectrophotometer (UV 1600; Shimadzu,
Kyoto, Japan). One unit (U) of MPO activity was defined as the amount of
enzyme causing a change in absorbance of 0.001/min. Results are expressed
as U/g protein.

Determination of gastric PGE, levels

The gastric PGE, assay was performed according to the methods described
by Cockrell and Ellis.* The PGE, content of the gastric mucosa was meas-
ured using a Varian HPLC (model 5000; Varian Instrument Group, Walnut
Creek, CA, USA). The mucosa of gastric segments was scraped rapidly
with a glass slide. Mucosal scrapings were weighed and placed in a Kreb’s
solution containing 128 mmol/L NaCl, 4.7 mmol/L KCl, 3.3 mmol/L CaCl,,
1.2 mmol/L KH,PO,, 14.3 mmol/L NaHCO,, 11.1 mmol/L glucose and
28 pmol/L indomethacin (to prevent any neo-formation of PG during the
extraction process). The tissue sample was then homogenized with a tissue
homogenizer (TRI-R, STIR-R, model K43; TRI-R Instruments, New York,
NY, USA) for 20 s under ice-cold conditions, followed by centrifugation
at 15000 g for 20 min at 4°C. The supernatant was stored at —20°C until
the assay.” A sample (2 mL) from each supernatant was added to 2 mL
chloroform. After being vortexed for 1 min, the extracts were evaporated
under azot and dissolved in 1mL mobile phase composed of
water : acetonitril : benzene : acetic acid (767:230:2:1, v/v/v/v) and
loaded onto a reverse-phase column (SP C18; 150 x 4 mm; 3 pm particle
size; Varian Instrument Group, Walnut Creek, CA, USA) with a mobile
phase flow rate of 1 mL/min. Eluted mucosal extracts were detected by UV
absorbance at 280 nm at 28°C. Quantitative integration of chromatographic
separations was performed using a Varian integrator (model 4290; Varian
Instrument Group) and PGE, standard as a reference.

Measurement of NO, in gastric tissue

Stomach segments were weighed and suspended in 2 mL of 0.1 mol/L phos-
phate buffer (pH 7.4). Samples were then homogenized for 20 s under ice-
cold conditions. After deproteinization and centrifugation (5000 g, 10 min),
nitrite was measured by a colourimetric assay using the Griess method.”
Equal volumes of Griess reagents (1% sulphanilamide in 5% phosphoric acid
and 0.1% naphthyl ethylenediamine dihidrochloride) were mixed and incub-
ated with the samples for 10 min at room temperature and absorbance was
measured at 540 nm. An aliquot of sodium nitrite solution (5 wmol/L) was
used as a standard, in accordance with the detectable biological concentra-
tion. Nitrate levels were measured by an enzymatic one-step methodology
based on the reduction of nitrate to nitrite by nitrate reductase from Aspergil-
lus in the presence of B-NADPH.?” A 100 p.L aliquot of the sample was incu-
bated with 250 L potassium phosphate buffer (100 mmol/L pH 7.5), 50 wL
distilled water, 50 pL flavin adenine dinucleotide (FAD; 0.2 mmol/L) and
10 L B-NADPH (12 mmol/L). Tubes were equilibrated to 25°C the enzy-
matic reaction was started by the addition of 40 L nitrate reductase (500 U/L).
The reaction was allowed to develop in the dark because of the photolabil-
ity of FAD. After 45 min precisely, absorbance was recorded at 340 nm
and the nitrate concentration in the sample was calculated as described
previously.”” Nitrite + nitrate (NO,) levels are expressed as pmol/g tissue.
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Fig.2 Lesion areas of the gastric mucosa. Gastric mucosal injury was
induced by 3.5 h cold restraint stress in a single exposure group and repeated
for 4 days in the multiple exposure groups. Indomethacin (10 mg/kg, s.c.)
or NCnitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; 10 mg/kg, s.c.) was
administered 0.5 h before each of the four exposures to cold restraint stress.
Functional denervation of capsaicin-sensitive sensory nerves was induced by
s.c. injection of capsaicin once daily for 3 consecutive days (total dose
125 mg/kg) 10 days before the experiment. Data are the mean+SEM.
*P <0.001 compared with control; 'P <0.001 compared with single
exposure; ‘P <0.01, #P <0.001 compared with vehicle.

Determination of gastric CGRP levels

Gastric CGRP levels were determined by a modification of methods
described previously.?'** Stomach segments were weighed and then homog-
enized in 1 mL of 2 mol/L acetic acid. The homogenates were bathed in 95°C
water for 10 min and then centrifuged at 20 000 g for 45 min. Calcitonin
gene-related peptide was extracted from the supernatant by using reverse-
phase C18 columns (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) after diluting
the supernatant 1 : 4 with 4% acetic acid. Columns were activated by first
passing 5 mL methanol, 10 mL of 8 mol/L urea and then 10 mL bidistilled
water through the column before use. A 1 mL aliquot of the sample was
applied to the column, followed by washing with 10 mL of 4% acetic acid.
Calcitonin gene-related peptide was eluted with 3 mL methanol : water with

R Tan et al.

Saline + Saline +
Tween 80 + Tween 80
Ethanol
Fig.1 Comparisons of vehicle-
treated groups treated with saline,
saline + Tween 80 or saline + Tween
80 + ethanol in terms of (a) lesion index,
Saline + Saline + (b) myeloperoxidase (MPO) activity and
Tween 80 + Tween 80 (¢) prostaglandin (PG) E, and (d) NO,
Ethanol levels. Data are the meantSEM.

4% acetic acid (90 : 10, v/v) and the solvent was evaporated under a stream
of nitrogen gas. The concentration of CGRP was assayed by using a specific
enzyme immunoassay kit (SPI-BIO Massy Cedex, France). The sensitivity
ofthe CGRP assay was 10 pg/mL. Results are expressed as ng CGRP/g tissue.

Statistics

Statistical analyses were performed using spss version 13 software (SPSS,
Chicago, IL, USA). Data are presented as the mean=SEM. The Kolmogorov—
Smirnov test of normality was used to check the normality of group data
distributions. No data transformation was required. The statistical signific-
ance of differences between group means was compared with one-way anal-
ysis of variance (ANova). Fisher’s least significance difference method was
used as a post hoc test. The level of significance was accepted as P < 0.05.

RESULTS

Lesion Index

As shown in Fig. 2, the total area of the lesions was expressed a
morphological index of gastric injury. In contrast with the normal colour
and appearance of the gastric mucosa of control rats, exposure of
rats to 3.5 h cold restraint stress caused numerous haemorrhagic
lesions in the stomach, the lesion score being 5.30 +0.99 mm?.
Repeated stress for 4 days significantly reduced the lesion area to
1.06 +0.13 mm®. The effect of repeated stress was significantly
reversed when animals were pretreated with indomethacin
(5.26 £ 0.68 mm?) or capsaicin (3.34 £ 0.30 mm?). The administra-
tion of L-NAME did not prevent the adaptation of the gastric mucosa
to repeated stress (1.87 £ 0.46 mm?>).

Gastric MPO Activity

Myeloperoxidase activity in the gastric mucosa, an index of tissue
neutrophil infiltration, was significantly higher in the single exposure
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Fig.3 Changes in gastric mucosal myeloperoxidase (MPO) activity in
single exposure and multiple exposure groups. Indomethacin (10 mg/kg, s.c.)
or NCnitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; 10 mg/kg, s.c.) was
administered 0.5 h before each of the four exposures to cold restraint stress.
Functional denervation of capsaicin-sensitive sensory nerves was induced by
s.c. injection of capsaicin once daily for 3 consecutive days (total dose
125 mg/kg) 10 days before the experiment. Data are the meantSEM.
#*P<(.001 compared with control; P <0.01 compared with single
exposure; *P < 0.05, #P < 0.01 compared with vehicle.
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Fig.4 Changes in gastric mucosal levels of prostaglandin (PG) E, in single
exposure and multiple exposure groups. Indomethacin (10 mg/kg, s.c.)
or NCnitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; 10 mg/kg, s.c.) was
administered 0.5 h before each of the four exposures to cold restraint stress.
Functional denervation of capsaicin-sensitive sensory nerves was induced by
s.c. injection of capsaicin once daily for 3 consecutive days (total dose
125 mg/kg) 10 days before the experiment. Data are the meantSEM.
*P < 0.01 compared with control; ' < 0.01 from single exposure; P < 0.01
compared with vehicle.

group compared with the control group (3.67+ 0.34 and
0.63 £ 0.09 U/g protein, respectively). In the vehicle-treated mul-
tiple exposure group, MPO activity was reduced to 2.50 + 0.09 U/g
protein. Pre-administration of indomethacin (3.73 £ 0.38 U/g
protein) and capsaicin (3.61 + 0.36 U/g protein) suppressed the effect
of repeated stress on MPO activity, whereas the administration of
L-NAME had no effect (1.93 = 0.13 U/g protein; Fig. 3).

Mucosal levels of PGE,

The PGE, levels in the intact gastric mucosa were found to be
31.07 £ 1.84 pmol/L per g tissue but, when cold restraint stress
was applied once, PGE, generation decreased significantly to
6.38 £ 1.07 pmol/L per g tissue weight. In the vehicle-treated
multiple exposure group, PGE, levels increased significantly, reaching
13.60 £ 1.37 pmol/L per g tissue weight. Although PGE, levels were
significantly reduced in the indomethacin- and L-NAME-pretreated
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Fig.5 Changes in gastric mucosal nitrite/nitrate (NO,) concentration in
single exposure and multiple exposure groups. Indomethacin (10 mg/kg, s.c.)
or NC®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; 10 mg/kg, s.c.) was
administered 0.5 h before each of the four exposures to cold restraint stress.
Functional denervation of capsaicin-sensitive sensory nerves was induced by
s.c. injection of capsaicin once daily for 3 consecutive days (total dose
125 mg/kg) 10 days before the experiment. Data are the meantSEM.
*P <0.001 compared with control; P <0.05 compared with single
exposure; P < 0.05, #P <0.01 compared with vehicle.
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Fig. 6 Changes in gastric mucosal levels of calcitonin gene-related peptide
(CGRP) in single exposure and multiple exposure groups. Indomethacin
(10 mg/kg, s.c.) or N°-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; 10 mg/kg,
s.c.) was administered 0.5 h before each of the four exposures to cold restraint
stress. Functional denervation of capsaicin-sensitive sensory nerves was
induced by s.c. injection of capsaicin once daily for 3 consecutive days (total
dose 125 mg/kg) 10 days before the experiment. Data are the meantSEM.
*P < (.01 compared with control; /P < 0.05 compared with single exposure;
1P <0.01 compared with vehicle.

multiple exposure groups (1.23 £0.29 and 4.70 + 0.50 pmol/L
per g tissue, respectively), the reduction in PGE, levels in the
capsaicin-pretreated multiple exposure group was not significant
(9.03 £2.73 pmol/L per g tissue; Fig. 4).

Gastric tissue levels of NO,

The gastric tissue NO, levels of the control group were
319.96 £31.13 wmol/g tissue. Cold restraint stress increased NO,
levels within 3.5 h to 489.88 £ 35.99 wmol/g tissue. In the vehicle-
pretreated multiple exposure group, NO, levels were significantly
reduced and values reached those seen in the control group
(391.37 £40.48 pmol/g tissue). In the indomethacin-, L-NAME- and
capsaicin-pretreated multiple exposure groups, NO, levels were much
lower than those observed in the vehicle-treated multiple exposure
group (256.30 £ 32.80, 231.23 +27.45 and 281.35 +23.46 pmol/g
tissue, respectively; Fig. 5).
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Gastric tissue levels of CGRP

Cold restraint stress was associated with a significant reduction
in the CGRP content of gastric tissues (11.89+1.68 and
3.97 £0.27 ng/g tissue in the control and single exposure groups,
respectively). Repeated stress reversed the decrease in gastric tissue
levels of CGRP (9.26 + 1.98 ng/g tissue) and pretreatment with
L-NAME and indomethacin had no effect on the decrease in gastric
CGRP brought about by repeated cold restraint stress (7.46 £ 1.40
and 5.31 £ 0.96 ng/g tissue, respectively). Pretreatment of rats with
neurotoxic doses (125 mg/kg, s.c.) of capsaicin significantly reduced
the CGRP content to 2.00 + 0.24 ng/g tissue (Fig. 6).

DISCUSSION

The present study confirms that the stomach is capable of adapting
to repeated stress insults by reducing the activation of neutrophils,
which is probably mediated by capsaicin-sensitive sensory nerves,
CGRP and PG. The gastric adaptive response to stress-induced
ulcerogenesis reached a maximum after four repeated exposures to
3.5 h cold restraint stress performed every other day.

The major factors implicated in the pathogenesis of stress ulcera-
tions include an increase in aggressive factors, such as acid—pepsin
secretion and gastric motility, decreased blood flow to the mucosa,
activation of neutrophils and increased free radical generation,
resulting in increased lipid peroxidation.?**’

In a cold restraint stress model, gastric ulcer formation was associ-
ated with MPO activity.*'*> Because MPO is mainly produced by
neutrophils, MPO activity is considered an index of neutrophil infil-
tration.”® Because activated neutrophils produce many enzymes and
free radicals that damage the gastric mucosa, neutrophil infiltration
is considered as an aggressive factor in ulcer formation. >

Gastric mucosa exposed to a hostile environment is capable of
adapting to repeated exposures to various noxious agents.** Gastric
adaptation that occures to repeated cold restraint stress has been stud-
ied little. Guth and Mendick® observed that the incidence of gastric
mucosal ulceration in animals subjected to chronic restraint stress
was markedly reduced compared with a single exposure to stress. We
demonstrated that the severity of stress-induced gastric lesions decreased
with repeated stress and this gastric adaptation to stress is accompanied
by an increase in gastric PGE, and CGRP levels and a decrease in gastric
MPO activity. It is known that PGE, has an inhibitory effect on
neutrophil functions, including chemotaxis.**** We confirmed that
pretreatment with indomethacin to suppress the mucosal biosynthesis
of endogenous PG almost completely abolished the gastric adapta-
tion to repeated stress insults. Inhibition of PG synthesis prevented
the reduction in both lesion index and MPO activity in the gastric
mucosa during the development of adaptation. These data suggest that
endogenous PG are involved in the gastric adaptation to cold restraint
stress.

Previous studies confirmed that NO has a cytoprotective activity
in the gastric mucosa.’”** However, the present data demonstrate that
increased gastric NO, concentrations were associated with increased
lesion index after a single stress insult compared with no insult; in
addition, the dose of L-NAME (10 mg/kg) used in the present study,
which caused 40% inhibition of NO synthesis, was not related to
gastric MPO activity. Previous studies have shown that, in water
immersion and restraint stress, increases in NO concentration are
accompanied with increases in inducible NOS (iNOS) activity and

decreases in constitutive NOS (cNOS) activity."*** Such findings
reflect two ideas: limited concentrations of NO produced by cNOS
have a protective effect against stress, whereas high concentrations
of NO produced by iNOS during stress augment lesion forma-
tion.*** It has been reported that infiltration of neutrophils into
gastric mucosal tissue largely contributes to gastric mucosal lesion
development in rats with stress.'>*>4

It has been indicated that NO exerts an inhibitory action on
neutrophil infiltration into tissues."**° In addition, in rats exposed to
water immersion and restraint stress, a decrease in cNOS activity in
gastric mucosal tissue could contribute to increased neutrophil infil-
tration into gastric mucosal tissue, resulting in the development of
gastric mucosal lesions.'>*! It has also been suggested that activated
neutrophils that have infiltrated the gastric mucosal tissues of
stressed rats could be one of the sources of increased iNOS in the
tissue."****! Consequently, we conclude that NO has no discernable
role in the gastroprotective mechanism of the adaptation process
against cold restraint stress.

The other finding of the present study is the observation that
deactivation of capsaicin-sensitive sensory neurons by systemic pre-
treatment with capsaicin partially abolished adaptation of the gastric
mucosa.'®* Previous studies have demonstrated that capsaicin has
a dual action on the stomach. When administered orally in low doses,
capsaicin protects the mucosa against the formation of gastric
lesions. This action has been attributed to CGRP released from
capsaicin-sensitive sensory nerves in the gastric mucosa. Conversely,
systemic administration of large doses of capsaicin (125 mg/kg, s.c.)
cause functional ablation of afferent capsaicin-sensitive sensory
neurons.”’ The release of CGRP from the capsaicin-sensitive sensory
nerves has also been implicated in the maintenance of mucosal
integrity, because functional ablation of these neurons results in a
decrease in immunoreactive CGRP in the mucosa and leads to an
aggravation of gastric lesions induced by various ulcerogens.'®*’

The present findings are in keeping with these observations in
showing that capsaicin denervation of sensory neurons eliminated
gastric adaptation to repeated stress insults. The increases in lesion
index and MPO activity in gastric mucosa from rats exposed to
repeated stress insults and pretreated with large doses of capsaicin
indicate that capsaicin-sensitive sensory nerves mediate neutrophil
infiltration into the gastric mucosa during the adaptation process and
contribute to the enhancement of the tolerance of the gastric mucosa
to repeated cold restraint stress.

Capsaicin-induced denervation abolished the ability of the stom-
ach to adapt to repeated stress, indicating that the capsaicin-sensitive
sensory nerves play an important role in this adaptation, probably
via release of the sensory neuropeptide CGRP. We demonstrated that
denervation of capsaicin-sensitive sensory nerves with capsaicin
reversed the decrease in both lesion index and MPO activity of the
gastric mucosa due to repeated stress.

In conclusion, the present study has demonstrated that: (i) the
stomach is capable of adapting to repeated stress insults by reducing
the neutrophil activation; and (ii) adaptation to stress in the gastric
mucosa is probably mediated by PG- and CGRP-containing
capsaicin-sensitive sensory nerves.
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