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GiRIS ve AMAC

izole organ banyosu, in vitro kosullarda izole edilen dokularin canlligini
devam ettirebilecegi temel kosullari igine alan bir sistem olarak tanimlanir. izole
organ banyosunda organlarin fonksiyonel aktiviteleri vicut digina c¢ikarilarak
incelenebilir. Bu sekilde bir inceleme organin fonksiyonlari bakimindan, tim vicutta
yapilan incelemelere gore ¢ok daha avantajli ve ayrintili bilgiler verir. Farmakoloji ve
fizyolojideki pek c¢ok ileri bilgiler ve yerlesmis bulgular izole organ banyosu
calismalarinin sonucudur (1).

Bazi organlarin, sempatik ve/veya parasempatik sinirlerin elektriksel
stimlUlasyonuna verdikleri yanitin, bu iki sistemin farmakolojik blokajindan sonra
ortadan kalkmamasi ve reziduel yanit kalmasi, s6z konusu sinirler iginde adrenerjik
ve kolinerjik olmayan sinir liflerinin bulundugunu goéstermistir. Bu tur sinir lifleri ve
onlarin néronlari otonom sinir sisteminin noérokimyasal siniflandirmaki Ugunci
sistemini olusturur ve non-adrenerjik non-kolinerjik sinir sistemi (NANK) olarak
adlandirilir (2).

llaglara farkli sekilde duyarli olan ¢ok sayida NANK mekanizmasi, kobay
kolonunda gevsemeyi duzenler (3). Kdpek ileokolonik bileskesinden c¢ok sayida
NANK inhibitor transmiterleri salinir (4). Kolinerjik, adrenerjik ve NANK innervasyonu
olan kobay ileumunun kasiimasinda NANK-sisteminin roli hakkinda tartismall
sonuglar bildirilmigtir (5). Elektriksel uyari, longitudinal ve sirkiler duz kas
tabakasinda gevseme ya da kasiimayl inddkleyebilir. Bu da ileum NANK

transmisyonunun, hem inhibitor hem de eksitator etki gosterdigini dusundurmektedir.



NANK yanitlarinin kalibi, NANK gevseme ya da kasilmasinda farkl transmiterlerin
rolu tartismalidir (6-11).

Tasikininlerin endojen agonistleri; P maddesi, norokinin A ve norokinin B’dir.
Bunlarin etkileri sirasiyla NK1, NK2, ve NK3 olmak Uzere 3 farkli reseptorin
aktivasyonuyla duzenlenir (12). P maddesinin, NANK sisteminde gastrointestinal
motiliteyi kontrol etmede ana kasici transmiter oldugu ileri surulmuastir. Bununla
birlikte bazi calismalarda P maddesinin salinimini indukledigi NANK inhibitor
transmiter oldugu varsayilan transmiterler ya da asetikolin saliniminin inhibisyonu
sonucu gastrointestinal duz kas gevsemesine neden oldugu rapor edilmistir (13).

Calismamizda elektriksel alan stimilasyonu ile elde ettigimiz izole sigan,
kobay ve fare ileumu NANK yanitlarinda tagikininlerin rolinu belirlemeyi amagladik.
Ayrica, yanitlarin hayvan turtine gore degisip dedismedigi ve ortaya ¢ikan yanitlarda

hangi tasikinin reseptor tipinin rol oynadigini saptamaya calistik.



GENEL BILGILER

NANK SISTEM

Bazi organlarin, sempatik ve/veya parasempatik sinirlerin elektriksel
stimlUlasyonuna verdikleri yanitin, bu iki sistemin farmakolojik blokajindan sonra
ortadan kalkmamasi ve reziduel yanit kalmasi, s6z konusu sinirler iginde adrenerjik
veya kolinerjik olmayan sinir liflerinin bulundugunu gostermigtir. Bu tur sinir lifleri ve
onlarin néronlari otonom sinir sisteminin ndérokimyasal siniflandirmaki Gguncu
sistemini olusturur ve non-adrenerjik non-kolinerjik sinir sistemi (NANK) olarak
adlandirilir (2).

NANK sistemi ile ilgili ilk ipuclari, Langley ve arkadaslarinin galigmalarindan
gelmektedir. Pelvik sinir stimllasyonuna yanit olarak mesanede atropine direngli
eksitasyon olustugu bildirildi (Langley ve Anderson, 1895). Sonraki 60 yil boyunca;
eksitasyonun atropin ile blogundan sonra gangliyon stimudlan nikotinin barsak
gevsemesi olusturdugunu gosteren McSwiney ve Robson (1929), Paton ve Vane
(1963) ve Ambache (1951) tarafindan dikkate deger ipuglari rapor edilmistir (14).

1960’larin baslarinda barsak ve mesanede NANK sinirlerin varligina iligkin
kanitlar bulundu. Atropin ve adrenerjik noron blokoriu bretilyum varliginda barsak duz
kas hucrelerinin intrensek sinirlerinin stimulasyonu ile buyuk hiperpolarizasyonlar
olustugu bildirildi. Bu hiperpolarizasyonlar, tetrodotoksin tarafindan bloke
edilmekteydi. Bunlarin, NANK sinirlerinin stimulasyonuna yanit olarak ortaya ¢ikan
inhibitor kavsak potansiyelleri oldugu 6ne suruldi. Bu arada Goteborg’da bir grup,

kedi midesinde vagal sinir uyarimina verilen yanitlari incelemekteydi. Atropin



varliginda, midede vagal sinir uyarimi ile ortaya ¢ikan gevseme uzerinde adrenerjik
sinir bloke edici ajanlar etkisizdi (14).

1960’larin sonlarinda NANK sinirlerin, insan da dahil butin omurgallarin
sadece gastrointestinal sisteminde bulunmayip, ayrica udrogenital, solunum ve
kardiyovaskuler sistemlerinde de bulundugu gdsterilmis (Burnstock 1969), NANK
sistemi bu zaman stresince Uglncu sinir sistemi olarak tanimlanmistir (14).

Sistematik elektron mikroskopik caligmalarda enterik pleksuslarda morfolojik
yonden dokuz farkh tip néron tanimlamistir. Ayrica bazi sinir liflerinin birden ¢ok
transmiter iceren kompleks vezikullere sahip oldugu éne surtlmuastur (14).

NANK sinirlerin gastrointestinal diz kas hicresine otonomik girdi (input)
sagladigi bulunmustur. ATP, VIP, tasikininler, GABA ve nitrik oksid NANK sistemi igin
olasi transmiterlerdir (15), (Tablo 1).

Gevseme ve kasilma olaylarinda NANK transmiterlerin roli ve farkli NANK
mekanizmalari arasindaki etkilesim ile ilgili olarak birtakim calismalar yapilmistir (15).
Nitrerjik ve kolinerjik sistem arasinda mide dizeyinde etkilesim olabilir. Fonksiyonel
deneylerden elde edilen kanitlara gore NO; sican, kopek ve tavsan gastrik
fundusunda intrensek kolinerjik sinir sonlanmalarindan asetilkolin salinimini inhibe
edebilir (16). ilaclara farkli sekilde duyarli olan cok sayida NANK mekanizmasi,
kobay kolonunda gevsemeyi duzenler (3). Kopek ileokolonik bileskesinden c¢ok
sayida NANK inhibitor transmiterleri salinir (4). Kolinerjik, adrenerjik ve NANK
innervasyonu olan kobay ileumunun kasilmasinda, NANK-sisteminin roli hakkinda
tartismali sonuclar bildirilmistir. Elektriksel uyari (stimulus) longitudinal ve sirkiler diiz
kas tabakasinda gevseme ya da kasilmayi indukleyebilir. Bu da ileum NANK
transmisyonunun hem inhibitor, hem de eksitator etki gosterdigini dusundurmektedir.
NANK yanitlarinin kalibi, NANK gevseme ya da kasilmasinda hangi transmiterlerin

rol oynadigi konusu tartismalidir (15).



Tablo 1. Otonom sinir sistemi, enterik sinir sistemi ve NANK noronlarinda

bulunan bazi transmiterler (17).

Madde

Olasi Roller

Asetilkolin (ACh)

Otonom sinir sistemi gangliyonlarinda, somatik néromuiskuler
kavsakta ve parasempatik postgangliyonik sinir sonlanmalarinda
birincil transmiterdir. Enterik sinir sisteminde diz kas ve

sekretuar hiicrelerde birincil eksitatér transmiterdir.

Muhtemelen enterik sinir sisteminde ayni zamanda nérondan nérona
(gangliyonik) ana transmiterdir.

Adenozin trifosfat
(ATP)

Enterik sinir sistemi néromuskdiler kavsaklarinda inhibitor bir
kotransmiter gibi hareket edebilir. Asetikolin ve norepinefrinin otonom
sinir sistemi sinir sonlanmalarindan salinimini inhibe eder. Sempatik-
diz kas sinapslarinda eksitator bir transmiterdir.

Kalsitonin geni ile
iligkili peptid (CGRP)

Kardiyovaskiler duyusal sinir liflerinde P maddesi ile birlikte bulunur.
Bazi enterik sinir sistemi ndronlari ve interndronlarda vardir.
Kardiyak stimalandir.

Kolesistokinin (CCK)

Bazi eksitator noromuskiler enterik sinir sitemi noronlarinda
kotransmiter olarak hareket eder.

Dopamin

Bdbrek kan damarlarinda olasi postgangliyonik sempatik bir
transmiterdir. Muhtemelen enterik sinir sistemi ve bazi
gangliyonlarda diizenleyeci bir transmiterdir.

Enkefalin ve ilgili
opioid peptidler

Enterik sinir sisteminde bazi sekretomotor ve internéronlarda vardir.
Asetilkolin salinimini inhibe ve bdylece peristaltizmi de inhibe ediyor
gibi goérinmektedir. Salgilari stimile edebilir.

Galanin Sekretomotor néronlarda vardir; doyma istedi mekanizmasinda rol
oynayabilir.
GABA Eksitator enterik sinir sitemi sinir sonlanmalarinda presinaptik etkileri

(y-aminobutirik asid)

olabilir. ince barsak iizerinde bazi gevsetici etkileri vardir.
Muhtemelen enterik sinir sisteminde ana transmiter degildir.

Gastrin salici peptid
(GRP)

Gastrin salgilayan hiicrelerde fazlasiyla gigli eksitator transmiterdir.
Ayni zamanda memeli bombesin’i olarak bilinir.

Noropeptid Y (NPY)

Enterik sinir sisteminde bazi sekretomotor néronlarda vardir ve ince
barsak tarafindan su ve elektrolitlerin salgilanmasi inhibe edilebilir.
Uzun sureli vazokonstriksiyona neden olur. Ayni zamanda bir ¢ok
parasempatik postgangliyonik néronlarda ve sempatik
postgangliyonik noradrenerjik vaskiler néronlarda kotransmiterdir

Nitrik oksid (NO)

inhibitdr enterik sinir sistemi néromiiskiiler kavsaklarinda bir
kotransmiterdir; 6zellikle sfinkterlerde énemlidir. Parasempatik
vazodilatasyon icin olasi transmiterdir.

Norepinefrin (NE)

Sempatik postgangliyonik sinir sonlanmalarinin biyik kisminda
birincil transmiterdir.

Serotonin (5-HT)

Enterik sinir sisteminde eksitatér nérondan-nérona kavsaklarda ana
transmiterdir.

P maddesi (ve ilgili

P maddesi enterik sinir sistemi ve bagka yerde dnemli bir duyusal

tasinininler) noéron transmiteridir.
Vazoaktif intestinal Enterik sinir sisteminde eksitator sekretomotor transmiterdir; ayni
peptid (VIP) zamanda inhibitdr enterik sinir sisteminde néromuskuler

kotransmiterdir. Kolinerjik néronlarin gcogunda olasi kotransmiterdir.
Vazodilator (perivaskiler néronlarin gogunda bulunmustur) ve
kardiyak stimilandir.




ENTERIK SINIiR SISTEMI

Enterik sinir sistemi, gastrointestinal sistem duvarinda lokalize olmug noéron
toplulugundan meydana gelmistir (Sekil 1). Fonksiyonel, farmakolojik, norokimyasal
ve morfolojik metodlarla enterik sinir sistemindeki néron tipleri siniflandiriimistir.
immunohistokimyasal metodlarla da enterik néronlarin farkli populasyonlari ve
noropeptidlerin lokalizasyonlari saptanmistir. Kobay ince barsaginin bir bolgesindeki
ndronlar tanimlanmigtir; buna ragmen ndronlarin sayisal olarak kuguk bir sinifinin
tanimlanmamis olmasi muhtemeldir. intrinsik néronlarin 17 tipi bulunmustur. Bunlarin
14 tanesi kobay ince barsagindadir. Diger 3 tip motor noron kobay tubuler sindirim

sisteminin diger bolumlerinde bulunmaktadir (18).

Sympathetic

Sensory postganglionic RarseyipaiIcic

fibers fibers ng:ﬁ)negli-lsmmc

Mucosa

Sekil 1. Enterik sinir sistemi (17).

Enterik sinir sistemininin (ENS), ince barsak duvarindaki NANK sistem
noronlari, ek olarak kolinerjik ve adrenerjik lifleri de genis bir sekilde incelenmistir.
ince barsakta bu néronlar; nitrik oksid sentaz (NOS), kalsitonin geni ile iligkili peptid
(CGRP), kolesistokinin, dinorfin, enkefalinler, gastrin saliverici peptid (GRP),
serotonin (5-HT), néropeptid Y (NPY), somatostatin (SOM), P maddesi ve vazoaktif
intestinal peptid’den (ViP) bir ya da daha fazlasini icermektedir. (17). P maddesi



(Substance P=SP) tasikininler ailesinden 11 aminoasitli bir néropeptid’dir. Santral
sinir sisteminde yaygin olarak bulunur. En yogun bulundugu bdlge lokus niger,
hipotalamus ve pineal bezdir. Sindirim kanalinda da P maddesi bulunmaktadir.
Ozofagus ve midenin proksimalinde az bulunmasina karsin pilor kanalinda ve tim
barsaklar ve kolon’da yogun bir sekilde bulunur ve anal kanalda seyreklesir. P
maddesi sindirim kanalinin timinde kasici etkiye sahiptir. Tasikininler 6zofagus, pilor
ve ileo-gekal kavsakta sfinkterlerin kasilmasinda rol oynarlar (19).

Mide-barsak kanalinin tonusu ve motilitesi ile salgilama ve absorpsiyon
fonksiyonlari; néronlar, barsak hormonlari ya da mide-barsak hormonlari adi verilen
hormonlar ve barsak mukozasi igindeki enterokromafin hicrelerden saliverilen
serotonin ve diger lokal hormonlar (otakoidler) tarafindan duzenlenir. Bu yapiyi
etkileyen sinirler ekstrinsik ve intrensek olmak Gzere iki gruba ayrilir (2).

Ekstrinsik sinirler; vagus ve pelvik sinirler igcinde gelen pregangliyonik
parasempatik sinirler, prevertebral gangliyonlardan arterler c¢evresinde gelen
postgangliyonik sempatik sinirler, NANK sinirler ve arterler gevresinde veya vagus ya
da pelvik sinirler icinde mide-barsak kanalindan otonomik gangliyonlara ve SSS’ne
dogru seyreden aferent duyusal sinirlerdir (2).

Pregangliyonik parasempatik sinirler, Auerbach ve Meissner pleksuslarindaki
intrensek (primer) kolinerjik noronlarla, yani parasempatik gangliyon hucreleri ile
sinaps yaparlar (2).

Postgangliyonik sempatik sinirler, mide-barsak ¢eperinde kolinerjik intrensek
sinir uclarindaki a, adrenerjik reseptorleri aktive edip, oradan asetilkolin
salgilanmasini inhibe ederek duz kaslari gevsetirler. Ayrica duz kas hucrelerinin 32-
adrenerjik reseptorlerini aktive ederek dolaysiz gevseme de yaparlar (2).

intrensek sinirler néron gdvdeleri dahil timiyle mide-barsak ceperi icinde
yerlesmis bulunan kisa néronlardan ve ara néronlardan olusurlar (2).

Enterik sinir sisteminde miyenterik (Auerbach pleksusu) ve submukozal
pleksus (Meissner pleksusu) olmak Uzere 2 tane pleksus vardir. Miyenterik pleksus,
0zofagus’dan rektuma kadar tim sindirim kanali boyunca sirkiler ve longitudinal kas
tabakalari arasinda uzanir. Submukozal pleksus ise 6zellikle kalin ve ince barsakta
goOze garpar (18).

Fonksiyonel olarak enterik motor néronlarin 5 ana tipi ve bir¢ok alt tipi vardir.
Bu 5 ndron:

e sindirim sistemi kasindaki eksitator néronlar,

7



e sindirim sistemi kasindaki inhibitdr noronlar,

e sekretomotor/vazodilator noronlar,

e vazodilatatdr olmayan sekretomotor néronlar ve

e entero-endokrin hucreleri innerve eden noronlar (midenin gastrin
sekrete eden endokrin hlcrelerini innerve edenler gibi) (18)

Ekstrinsik motor néronlarin 3 tipi direkt olarak sindirim sisteminde effektorlerin
innervasyonunu saglar. Bunlar: Ozofagusun c¢izgili kasini innerve eden vagal motor
noronlar, ozellikle sfinkterlerin kaslarini olmak Uzere sindirim sistemi kasini innerve
eden noradrenerjik (sempatik) noronlar ve sindirim sistemi duvarindaki arterlerin
innervasyonu saglayan non-adrenerjik vazokonstriktor néronlardir. Ayni zamanda
mukozada, az sayida noradrenerjik aksonlar bulunmaktadir (18).

Sindirim sisteminde her bdlge ve kas tabakalarinin her biri eksitator
innervasyon almaktadir. Bir ¢ok arastirmaci, etkili ve spesifik muskarinik reseptor
antagonistlerini  kullanarak eksitator iletinin belirgin  muskarinik komponentinin
oldugunu gostermigtir. Bununla birlikte muskarinik bloga direngli reziduel bir
eksitasyon vardir. Bu eksitasyon agirlikli olarak tasikininlerin salinimi sebebiyle
olmaktadir. Bununla uyumlu olarak motor ndronlar asetilkolin ve tasikininleri
sentezleyen enzimler yonunden immunoreaktiftir. Cogu antisera tasikininleri
birbirinden pek ayirt edemese de sorumlu transmiterin genellikle P maddesi oldugu
kabul edilir. Asetilkolin ve tasikininlerin rolleri ayni nitelikte degildir; muskarinik
antagonistler in vivo olarak gastrointestinal motiliteyi inhibe ettigi halde (20, 21),
insanlarda olasi antinosiseptif ilaglar olarak test edilen tasikinin reseptor
antagonistleri az etkilidir. Buna gore, asetikolin kaslarin eksitatér motor néronlarinin
primer transmiteridir (18).

Enterik inhibitdor néronlarda birincil transmiter NO’dur. Reziduel iletiden; ATP,
VIP, PACAP ve CO degisik bicimlerde sorumludur. iletide rol alan farkli
transmiterlerin ayni néronlardan geldigi bellidir. CUnkl terminaller ve hicre goévdeleri
ile yapilan elektron ve isik mikroskobik caligmalarda inhibitdr noronlarin tek bir
populasyonunun NOS, VIP ve PACAP igin immunoreaktif oldugu ortaya ¢ikmigtir. Bu
noronlar kobay ince barsaginda kodlanmistir ve kisa anal projeksiyonlari olan
ndronlar ayni zamanda GABA ve NPY'yi igceriyorken, uzun néronlar bombezin (BN)
icin immunoreaktivite icermektedirler. GABA, NPY ve BN bu ndéronlar igin post-

sinaptik transmiter roliine sahip degildir (18).



Kobay ileumunun ince bagirsaginda 1 tanesi ¢ikan, 3 tanesi inen olmak Uzere
interndronlar tanimlanmigtir. Cikan internéronlar kolinerjiktir ve inen ndéronlar gibi
barsak boyunca zincir seklinde uzanir (22). inen interndronlarin kimyasal kodlari
sirasiyla:  ChAT/NOS/VIP-+tBN+tGABAtNPY, ChAT/SOM ve ChAT/5HT dir.
ChAT/NOS/VIP ndronlari lokal motilite refleksi, ChAT/SOM ndronlari ise ince
barsakta go¢ eden miyoelektrik aktivitenin (MMC) iletiimesinden sorumludur.
ChAT/SHT ndronlar direkt motilite refleksleri Uzerine etkili olmamakla birlikte
sekretomotor reflekslerde rol alir (18). Farmakolojik arastirmalarda ince barsakta
ndro-noronal iletide, non-kolinerjik hizli EPSPs’'ye ATP ve 5-HT’nin aracilik ettigi
gOstermistir (23, 24).

Barsakta ekstrinsik sinirler kesilip sonlanmalarinin dejenarasyona ugramasi
icin zaman taninip yapilan bir takim c¢alismalarda izole barsakta refleksler
tanimlanmistir. Bu da barsakta, intrensek birincil duyusal néronlar oldugunu gosterir.
Buna direkt kanit sadece kobay ince barsaginda bulunmustur; bunlar Dogiel tip I
noronlaridir (18). Benzer elektrofizyolojik, kimyasal Ozellikler ve projeksiyonlar
gosteren Dogiel tip Il noronlari kobay kalin barsaginda ve sigan ince barsaginda
bulunmustur. Bu bulgu bu ndéronlarin diger bdlgelerde ve turlerde intrensek duyusal
noronlar oldugunu destekler. Kobay ileumunda Dogiel tip Il noronlari karakteristik
elektrofizyolojik 6zellikleri ile internéronlar ve motorndronlardan ayriimistir (25).

intestinal sekretomotor ndronlarin kolinerjik ve non-kolinerjik olmak (izere 2 tipi
tanimlanmistir ve ek olarak mukozadaki intrensek birincil duyusal ndéronlarin
sonlanimlarindan salinanlar, sekretomotor etkilere sahip olabilirler. Non-kolinerjik
noronlar, VIP ya da iligkili bir peptidi primer transmiteri olarak kullanirlar ve lokal
refleks yanitlarin bayuk bir kismina aracilik ediyor gibi gérinmektedirler (18). Ancak
vazodilatér néronlardan submukozal arteriyollere olan iletinin farmakolojik olarak in
vitro analizinde iletinin kolinerjik oldugu ileri suruluyorken, histokimyasal olarak
innervasyonun non-kolinerjik oldugu tanimlanmistir. Bu c¢eligkinin uygun acgiklamasi
ya da in vivo ve in vitro incelemeler arasinda farklihk bulunamamigtir (26). Kobay
ince barsaginda 2 tip kolinerjik sekretomotor néron (ayrica NPY veya kalretinin
icerenler) ve VIP icin immunoreaktif olan non-kolinerjik sekretomotor ndéronlar
bulunmaktadir. ACh/kalretinin noronlari oncellikle mukozanin tabanindaki bezleri
innerve ederler. Submukozal arteriyollere kollateraller icerirler. Ancak ACh/NPY
ndronlari arteriyolleri innerve ediyor gibi gérinmemektedir. 3 sinif sekretomotor néron

varhginda 2 sinifi vazodilator kollateralleri saglar, sindirim sirasinda sekresyonu
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dengeler ve uygun vazodilatasyonu saglar (18). intrensek duyusal néronlar tasikinler
ve ChAT igin immunoreaktiftir (27).

TASIKININLER

Tasikininler, farkl hayvan tirlerinin solunum, genitolriner, vaskuler sistem ve

gastrointestinal kanalinda bulunan, etkilerini santral sinir sistemi ve periferik
organlarda kendilerine 6zgu reseptorleri ile birgok biyolojik aktiviteye aracilik ederek
gOsteren, yapisal olarak peptidlerle iliskili nérotransmiter/néromodulatér maddelerdir
(12). Tasikininlerin endojen agonistleri; P maddesi, norokinin A ve ndérokinin B’dir.
Bunlarin etkileri sirasiyla NK1, NK2, ve NK3 olmak Uzere 3 farkli reseptorin
aktivasyonuyla duzenlenir; ancak bu, hayvan turlerinde farklihk gosterir (12). Tim
memeli tasikininleri, C-terminal amino asid sirasindadir (Phe-Xaa-Gly-Leu-MetNH,).
(Tablo 2). Bu, tasikinin reseptorlerinin aktivasyonu icin gerekli en kiguk yapisal

motiftir (28).

Tablo 2. Memeli tasikininlerinin aminoasid dizilimi (28).

P maddesi Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-MetNH,
Fare Hemokinin-1 Arg-Ser-Arg-Thr-Arg-GIn-Phe-Tyr-Gly-Leu-MetNH>
(mHK-1)
Insan Hemokinin-1 Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-MetNH,
(hHK-1)

Norokinin A (NKA)

His-Lys-Thr-Asp-Ser-Val-Phe-Gly-Leu-MetNH,

N&rokinin B (NKB)

Asp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val-Gly-Leu-MetNH,

Noropeptid gamma

Asp-Ala-Gly-His-Gly-GlIn-lle-Ser-His-Lys-Arg-Lys-Asp-Ser-

(NP-gamma) Val-Phe-Gly-Leu-MetNH,
Noropeptid kappa Asp-Ala-Asp-Ser-Ser-lle-Glu-Lys-GIn-Val-Ala-Leu-Leu-Lys-
(NP-kappa) Ala-Leu-Tyr-Gly-His-Gly-GlIn-lle-Ser-His-Lys-Arg-His-Gly-
GIn-lle-Ser-His-Lys-Arg-Lys-Asp-Ser-Val-Phe-Gly-Leu-
MetNH,
Tarihge

Memelilerde P maddesinin varli§i 1930’larda Von Euler ve Gaddum tarafindan

gosterildi. Tasikinin peptidleri ve sekanslari da Erspamer tarafindan vertebrasizlarda

(eledoisin) ve daha sonra memeli olmayan turlerde (physalaemin) tanimlandi.
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1960’larda Lembeck, P maddesi ve diger tasikininlerin etkilerini memelilerin santral
sinir sisteminde ve periferik preparatlarda gosterdi. 1970’'lerde Konishi ve Otsuka
tarafindan, P maddesinin santral sinir sisteminde fizyolojisi agiga ¢ikarildi. Hokfelt bu
peptidin ndroanatomik lokalizasyonunu tanimlayarak bu konuda buyuk bir ilerleme
sagladi. Chang ve Leeman P maddesinin aminoasid dizilisini ortaya c¢ikardi.
1980’lerde Matsuo ve Munekata ve arkadaslari, K maddesi olarak bilinen norokinin A
(NKA) ve néromedin K olarak bilinen norokinin B (NKB)'yi buldular. 1980’lerde Regoli
tarafindan, memeli tasikininleri, memeli-olmayan tasikininleri selektif agonistler ve
prototip antagonistler kullanilarak, 3 tasikinin reseptorid NK1, NK2 ve NKS3 olarak
tanimlandi. Ayni periyotta Nakanishi ve arkadaslari tarafindan P maddesi ve NKA'yi
kodlayan preprotasikinin-A, NKB’yi kodlayan preprotagikinin-B genleri tanimlanmigtir.
Preprotasikinin-A mRNA’nin farkli par¢calanma yerlerine gére NKA’nin 2 tane uzamis
formu, ndropeptid gamma ve kappa olarak tanimlanmig, daha sonra memelilerde
gOsterilmistir. 1980’lerin sonlari ve 1990’larin baglari arasinda Nakanishi ve diger
bagimsiz gruplar, cesitli memeli turlerinde tasikinin reseptorlerinin G proteini ile
kenetli reseptorler familyasina (GPCRs) ait oldugu hipotezini, NK1, NK2 ve NK3
reseptorlerini klonlayarak ispatladilar. 1990’lar sUresince, guglu ve selektif peptid ve
non-peptid tasikinin reseptor antagonistlerinin senteziyle, tasikinin reseptorlerinin
fizyolojik ve patolojik olaylardaki rolleriyle ilgili Gnemli gelismeler saglandi (Tablo 3).
Bu gelismeler, 1990’larin sonunda preprotasikinin-A geni veya tasikinin NK1
reseptord icermeyen mutant fare gelistiriimesi ile tamamlandi. Yakin zamanda bu
alanda gercgeklestiriimis 2 6nemli gelisme; insanlarda TAC4, ya da farede
preprotasikinin-C olarak adlandirilan yeni bir tagikinin geni tarafindan kodlanan yeni
bir tasikinin, hemokinin-1 (HK-1)’in, kesfi ve selektif bir NK1 antagonistinin
kemoterapiye bagl bulanti ve kusmalarin tedavisinde kullaniimasidir (28).
GunUmuzde ise santral sinir sistemi ve periferde c¢esitli fonksiyonlari

duzenledigi bilinen tagikininler, en fazla arastirilan peptidler arasindadir (28).
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Tablo 3. insan tasikininlerinin NK1, NK2 ve NK3 reseptérlerinde kuvvet

siralamasi ve selektif agonist, antagonist ve radyoligandlara érnekler (28).

Reseptor NK1 NK2 NK3

Dogal P maddesi=hHK- | NKA>NKB>P NKB>NKA>P

agonistler 1=NKA>NKB maddesi=hHK-1 maddesi=hHK-1

Selektif (Sar’, Met(02)")- | (BAIa®)NKA(4-10) Senktid

agonistler P maddesi (Lys® MeLeu® NIe'©)NKA(4 | (Me-Phe’)NKB
Septid -10)

Selektif L-732,138 GR 159897 SB 218795

antagonistler L-733,060 MDL 29,913 SB 222200
SR-140333 SR-48968 SR 142801
GR 82334 MEN-11420 R-820

Radyoligandlar | [’H](Sar’,Met [®°1)(Lys®, Tyr(l.)",MeLeu®, | [*I]MePhe’-
(02)")-P maddesi | Nle'®)NKA(4-10) NKB
['2°1]L-703606 [°H]SR-48968 [’H]SB 222200

Tasikinin NK1 Reseptor Agonistleri

1990’larin ortasina kadar insan NK1 reseptorlerinin uyariimasi yonunden
memeli tasikininlerinin kuvvet siralamasinin, P maddesi>NKA=NKB oldugu kabul
edilmekteydi. Bu siralama klasik in-vitro izole organ deneylerinde kdpek karotis arteri,
kobay vas deferens, tavsan jugular veni, tavsan vena cava, fare bronsu ve kobay
uretra preparatlari kullanilarak belirlenmigti. Reseptor farmakolojisinde ture bagli
degisikliklerin degerlendiriimesi ile birlikte, insan NK1 reseptorleri ile transfekte
edilmis Cin Hamster Over (CHO) hucreleri tarama testlerinde altin standart haline
geldi. Bu biyoesseylerde tasikininlerin timU her ne kadar farkli kuvvetlere sahip
olsalar da, tam agonistlermis gibi hareket ettiler. Ancak selektif ((Pro®)-SP sulphone,
SP methylester, septid) ve non-selektif (SP) tasikinin NK1 agonistlerinin affiniteleri
kargilastirildiginda kobay ileumunda yaptiklari kasilma ve ayni organda yaptiklari
[’H]-(Pro®)-SP ve [°H]-SP baglanmasini engelleyici etkinlikleri yéniinden belirgin bir
farkhlik dikkati cekmemekteydi. Bu ve benzeri bulgular, klasik NK1 reseptorleri igcinde
“septid-duyarl’” NK1 reseptor alt tipi olduguna iliskin bir varsayima yol agti. Bu

konuda vyapilan ileri c¢alismalar bu teorik reseptorlerin gercekte farkl
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konformasyonlara karsilik geldigini gosterdi. Buna goére NK1 reseptorleri farkh
baglanma ve aktivasyon davranislari gostermektedir. Agonistlerin tumu, kasiimalara
neden olma acisindan esitti. Ancak septid, [°H]- (Pro®)-SP ve [°H]-SP baglanmasini
engelleyici etki yoniinden (Pro®)-SP sulphone’dan daha az etkindi (28).

SPOMe selektif NK1 agonistidir ve NK1 reseptorlerinde P maddesi ile birlikte
esit guce sahiptir. Ancak, NK2 ve NK3 reseptorleri Uzerine P maddesinden 100-1000
kez daha az guglidir. SPOMe, P maddesi ile ayni konsantrasyonlarda kobay
ileumunda plato kasiimasi olusturur. Bu da atropin tarafindan tamamiyle inhibe edilir
(29).

NK1-R knockout fare ile yapilan deneylerde, ylksek dozlarda P maddesinin
NK2 reseptorleri Uzerine etkili oldugu ve NKA'nin etkilerinin NK1 reseptorleri
tarafindan diizenlenen bir kompenenti icerdigi saptanmistir. Onceki deneylerde,
NKA'nin  NK1 reseptorlerine baglandigi  gorilmus; fakat bunun reseptor
aktivasyonuyla sonuclanmasinin  nasil oldugu anlasilamamistir. Saban ve
arkadaslarinin galismasinin sonuglari; NKA'nin NK1 reseptorleri Gzerine fonksiyonel
bir etkisi oldugunu desteklemektedir. Bunun kaniti da, vahsi tip farenin sonuglarinin
NK1-R knockout fare ile kargilastirildiginda doz-yanit egrisinin saga kaymasidir. Bu
kayma icin bir diger aciklama; vahsi tip farede NKA'ya olan yanitin bir bélimu P
maddesi salinimina ve bundan dolayr NK1 reseptorleri Uzerine olan etkiye
baglanabilir. NK1-R knockout farede, NKA'ya olan yanit; yalnizca NK2 reseptorleri
Uzerine olan etkinin bir sonucudur. Vahsi tip ve NK1-R knockout fareden alinan
dokulardaki tasikinin NK2 reseptér antagonisti SR 48968'nin farkh etkisi, bu hipotezi
destekler. Deneylerde, guanetidin ve atropin kullanildigindan bu yanitta asetilkolin ve
norepinefrinin  roli yoktur. Ancak bu deneyler, prostaglandinlerin ve diger

transmiterlerin katilimini diglayamamistir. (30).
Tasikinin NK1 Reseptor Antagonistleri

Selektif non-peptid NK1 reseptor antagonistleri gelistirilerek farkh turlerde
incelenmistir. Ornegin CP 96,345; insan, kobay, tavsan ve hamsterdan alinan
dokularda NK1 reseptorlerine ylUksek affinite gosterirken; sican, fare ve tavuk
dokularinda NK1 reseptorlerine dusuk aktivite gostermistir. RP 67580 ise; sigan NK1
reseptorlerine, kobay NK1 reseptorlerinden fazla affinite gostermektedir. Ayni tirler

icinde NK1 reseptor antagonistlerinin farkl etkilerine dayanilarak, NK1 reseptor alt
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tiplerinin bulundugu 6ne sirllmustir. Ornegin CP 96345, kobay ileumunda NK1
reseptorlerinin aracilik ettigi yanitlarda, kobay trakeasina gore daha eftkili
antagonizma gostermektedir. Ayrica NK1 reseptor agonistleri tarafindan olusturulan
yanitlari, degisik peptid antagonistlerin inhibe etme gucleri arasinda da farkliliklar
vardir (31).

Non-peptid NK1 antagonisti CP 99,994°lin, kobay ileumunda, P maddesinin
indUkledigi plato kasilmasini guglu bir sekilde azalttigi, kasilimanin plato fazi
esnasinda, NK1 reseptorlerinin 6nemli bir role sahip oldugunun dogrulandigi, bunun
da kolinerjik motor néronlarin aktivasyonu araciligi ile gergeklestigi aciklanmistir (29).

SPOMe, NK1 reseptorlerini aktive eder. Ancak, NK3 reseptorlerini aktive
edemez. SPOMe’nin neden oldugu plato kasilmasi, NK1 reseptor antagonisti CP-
99,994 tarafindan tamamiyla inhibe edilmesine ragmen, NK3 reseptor agonisti
[Asp®®, MePhe®]-SP (5-11)nin neden oldugu plato kasiimasi etkilenmez (29).

P maddesi, kobay ileumu duz kasinin kasilmasini 2 yolak Uzerinden sadlar.
Dogrudan yolak, tonik non-kolinerjik kasilmaya neden olur (atropin etkisizdir). Dolayli
yolak ise fazik kasilma ile sonuglanir. Bu kasiimalar, selektif NK1 reseptor antagonisti
olan SR 140333 tarafindan ortadan kaldirilir (32).

izole diiz kas preparatlarinin kullaniimasi, NK1 reseptor alt tiplerine ait bircok
calismaya yol gostermigtir. Noronal reseptorlere, NK1 reseptor antagonistlerinin
baglandigini bildiren galismalar vardir (31).

Farkli NK1 reseptor agonistleri c¢esitli G proteinleri ile farkli bir yoldan
etkilesime girerek, farkli reseptor konformerlerini indikleme ya da stabilize etme
yeteneklerine bagl olarak farkli hucresel yanitlari indukleyebilirler. 1. jenerasyon
tasikinin antagonisti (D-Pro?, D-Trp"°)-SP®%, CaCo-2 hiicreleri (53)ndeki MAPK
yolunda tam agonist olarak davranir. Oysa tavsan iris sfinkter kasinda ve kobay
taenia coli’'sinde tasikininin olusturdugu kasilma ve inositol fosfat birikimini
antagonize eder. Non peptid NK1 reseptor antagonisti CP 96345; hem (D-Proz, D-
Trp”®)-SP, hem de P maddesinin indiikledigi MAPK aktivasyonunu inhibe eder.
Antagonistin molekuler yapisi agonistten ne kadar buylk ise, antagonistin “saf
antagonist” gibi davranma olasiligi artar. Cesitli dezavantajlari olan tasikinin sekans-
bazli peptid antagonistlerini (dusuk potansiyel, zayif segicilik, rezidiel agonist
aktivite) izleyen GR 82334 gibi 2. jenerasyon tagikinin antagonistlerinin, in vitro
reseptor karakterizasyonunda daha iyi olduklari kanitlanmistir. NK1 reseptor

farmakolojisinde gergcek donim noktasi, CP 96345 ve RP 67580 gibi kuvvetli ve
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selektif non-peptid antagonistlerin kesfidir. Bu bilesikler bile; spesifik olmayan etkiler,
tirlere bagh NK1 reseptor affinitesinde degiskenlikler gibi olumsuz &zelliklere
sahiptirler. CP 96345’'in affinitesi, insan, sigir (bovine), kobay ve tavsanda en
yuksektir, ancak fare ve sican NK1 reseptorlerinde belirgin derecede dusuktir. RP
67580 icin bunun tersi gecerlidir. Daha sonra bir ¢ok non-peptid NK1 reseptor
antagonistleri bunlari takiben gelistiriimistir. Birgogu CP 96345’e benzer tir selektifligi
gosteren antagonistlerdir; sirasiyla triptofan ve piperidin turevleri olan L-732,138 ve
L-733,060’1 icerirler (28).

izole fare ileumu sirkiiler kasinda selektif NK1 reseptdér agonisti septid’in
olusturdugu kasilmalari, NK1 reseptdr antagonisti RP 67580 (1uM) ortadan kaldirir.
Onceki deneylerde degerlendirilen diger NK1 antagonistleri MEN 11467 (1uM) ve L
733060 (1uM), septid ile-uyarilan kasilmalari bloke etmede basarisizliga ugramistir.
Bundan, bu antagonistler arasindaki NK1 reseptdr affinitesindeki tar-bagimh
farkhliklar sorumlu olabilir (33).

NK1 antagonisti FK 888’in, kobay ileumu duz kas miyenterik pleksus
preparatlarinda elektriksel alan stimilasyonunun neden oldugu segirme (twitch)

yanitlarinin amplitidu Gzerine énemli bir inhibitdr etkisi yoktur (34).
RP 67580

RP 67580, non-peptid P maddesi antagonistidir (Sekil 2). in vitro antagonistik
aktivitelerini, NK1 reseptorleri Uzerine selektif ve yarismali olarak etkiyerek gdsterir.
RP 67580, NK1 reseptorlerinden zengin izole doku preparatlarini tanimlamak, P
maddesinin farmakolojik ve fizyolojik 6zelliklerini ve tasikinin reseptor agonistlerinin

selektifliklerini belirlemek i¢in guglu bir bilesiktir (35).

Fh Ph

H
N{_@
MH COMe
H
0

Sekil 2. RP 67580’nin kimyasal yapisi (28).

RP 67580, P maddesi ve septid ile uyarilan kasilmalari gugli bir sekilde

antagonize etmektedir. Tavsan pulmoner arteri, sican portal veni, kobay trakea ve
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kobay mesanesinde, NK2 ve NK3 agonistlerinin uyardigi kasilmalar Uzerine bu
bilesigin hicbir etkisi yoktur (35).

RP 67580, kobay ileumunda NK1 reseptorleri Gzerine yarismali bir sekilde
etkilidir. Degigsik NK1 agonistlerinin doz yanit egrisini, onlarin maksimal kasilmalarini
degistirmeksizin paralel olarak saga dogru kaydirir. Schild egrisi lineer ve edri 1’den
cok farkli degildir (35).

Kobay ileumunda NK1 agonistleri Gzerine RP 67580, CP 96345’e gore daha
az etkili bir antagonisttir. Bu, RP 67580'nin ture bagiml affinitesindeki farklilik
nedeniyle olabilir. Baglamali deneylerde, kobay ileumu ile sigcan ileumu
karsilastinildiginda CP 96345’in kobay ileumunda daha gugli oldugu, RP 67580’nin
ise sican ileumunda daha guglu oldugu saptanmigtir (35).

RP 67580 ve CP 96345, agonist aktiviteden yoksundurlar. Ek olarak, 1 yM RP
67580, kobay ileumunda asetilkolin, histamin ve bradikinin’in submaksimal kasiima
yanitlarini antagonize etmemistir (35).

CP 96345’in, inek caudate membranlarina dugsuk nanomolar duzeyde
baglandigi; RP 67580’'nin ise, sican beyin membranlarina benzer affinite ile
baglanarak, [PH]-SP’i inhibe ettigi rapor edildi. Her iki non-peptid antagonistlerin
affinitesi tirlere bagimhidir. Ornegin CP 96345, baglayici calismalarda NK1
reseptorlerine insan ve kobayda ylUksek affinite gosteriyorken; aksi, sican ve farede
RP 67580 igin dogrudur. Bu turler arasinda baglayici affinitelerdeki farkililik, ayni
zamanda fonksiyonel NK1 reseptorleri ile ilgili izole preparatlarda da goérulebilir (36).

Seabrook ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada RP 67580 sigcan
superior servikal ganglion ve mesanesinde P maddesi O-metil esterin olusturdugu
yanitlari antagonize etmede etkiliydi. Bununla birlikte CP 96,345 kobay lokus
seruleusundaki yanitlari antagonize etmede, ileum longitudinal kasi/miyenterik
pleksusuna gore 50 kat daha az etkiliydi (31).

Ayrica, NK1 reseptorlerine ylksek derecede selektif olan RP 67580,

nosisepsiyon ve norojenik inflamasyonu inhibe eder (38).

Tasikinin NK2 Reseptor Agonistleri

Su ana kadar incelenen tum turlerde memeli tagikininleri, tasikinin NK2
reseptérleri Uzerinde tam agonist olarak etkir. insan NK2 reseptorlerinde giig,

sirasiyla NKA>NKB>P maddesi=hHK1'dir. Prototipik monoreseptor biyoessey organi,
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tavsan pulmoner arteridir; ayrica sican vas deferensi, hamster trakeasl, insan
mesanesi, brons ve kolonu NK2 reseptor ligandlarinin karakterizasyonunda
kullaniimigtir (28). Son kanitlar, insan bronsundaki kasiima yanitinin kuaguk bir
komponentinin, tasikinin NK1 reseptorleri tarafindan duzenlendigini gosterir (37);
ancak, NKA-ile uyarilan kasilmalara katkisi dnemsizdir. NK1 reseptorleri icin altin
standart biyoessey, insan NK2 reseptorleri ile transfekte edilmis CHO hcreleridir.
Karakterize edilen ilk selektif NK2 reseptdr agonisti (BAla®)NKA(4-10), fare NK2
reseptoriinde neredeyse inaktifti mirin noroblastom C1300 hiicrelerinde Ca*
mobilizasyon cevabi Uzerinde ve izole fare mesanesinde kasiimalari indiklemede
etkisizdi. (BAIa®)NKA(4-10), selektifligini mikromolar konsantrasyonlarda gdsterir;
daha yuksek konsantrasyonlarda NK1 reseptorleri de uyarilmaya baglar (28)

insan NK2 reseptorleri ile transfekte edilmis HEK 293 hiicrelerinde, agonist
baglanmasi ile ikici ulak olugsumu arasindaki iligskileri analiz eden c¢aligmalar
yapilmaktadir. Bu ¢alismalarda hem reseptér, hem de agonistler floresan bir prob ile
isaretlenir; bdylece hem baglanma, hem de Ca*? mobilizasyonu es zamanli gdzlenir
(39, 40); sAMP Uretimi de izlenir. Floresan NKA, reseptorlere bifazik bir sekilde
baglanir. Hizli bileseni (saniyeler), yavas olan (dakikalar) takip eder. Hizli bilesen,
Ca*? mobilizasyonu; yavas bilesen ise, bu yanitin desensitizasyonu ve sAMP iretimi
ile koreledir. Kisa form floresan NKA(4-10), baglanmanin yalnizca hizli bilegenine
etki eder ve sAMP iretimine etkisi yoktur; Ca*? mobilizasyonu, patlama kalibi
seklinde bu agonist tarafindan induklenir, oysa NKA tarafindan gercgeklestirilen
indUkleme monofaziktir (40). Daha 6nce yapilmis bir calismada, NK2 reseptorlerinin
hacre ici C terminallerinin protein kinaz C tarafindan fosforilasyonunun, inozitol
trifosfat birikiminin desensitizasyonundan sorumlu oldugu ileri surdlmusgtur. Bu da C
terminali kisaltilmis NK2 reseptorlerini eksprese eden hucrelerde, alinan intraseluler
yanitin daha kuvvetli ve daha uzun slreli olmasiyla ortaya konmustur (39). Protein
kinaz C aktivasyonu ile induklenen desensitizasyonun buyuklugu, NK1 reseptorleri
icin olandan az olmasina ragmen; bu enzim ayni zamanda NK2 reseptor
desensitizasyonunda da rol oynar (39, 40). NK2 reseptérinin C terminal bdlgesi,
MAPK aktivasyonunun buyuklugunu duzenler. Mutantlarda sinyal glg¢lenmistir; ancak
vahsi tip reseptorlerde sinyal gegcicidir (41). NK1 reseptorlerine benzer sekilde, CHO
hicrelerinde insan NK2 reseptorlerinin aktivasyonu; pertussis toksinine-duyarli (%35
inhibisyon) arasidonik asit mobilizasyonunu ve sonugta PGE; Uretimini indUkler. Bu

yanit, Ca*® mobilizasyonuna baglidir ve kanal blokorii SKF-96365 ya da EGTA ile
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durdurulur, ama fosfolipaz C’den bagimsizdir, ¢inkt U-73122 tarafindan etkilenmez.
Diger taraftan SKF-96365 ya da EGTA’nin, NKA’nin indikledigi inozitol trifosfat
uretimine etkisi yoktur (28).

Son zamanlarda insan ve sigan NK2 reseptorleri icin, farkl bir mMRNA kesilme
varyantl tanimlanmistir (42). Bunun mRNA’ya karsilik gelen bir reseptor proteini olup

olmadidi ve tasikininlerin bu proteine baglanip baglanmadigi bilinmemektedir (28).

Tasikinin NK2 Reseptor Antagonistleri

MEN 10376 ve L-659877 peptidleri gibi birinci jenerasyon selektif tasikinin
NK2 reseptor antagonistlerinin incelenmesi antagonistlerin affinitelerindeki turle iligkili
farkhliklari saptamaya yardimci olmustur. MEN 10376’nin affinitesi; tavsan, kobay,
sIgir ve insanlardan hazirlanan preparatlarda, L-659877’ye goére daha fazladir. Bunun
tersi hamster ve sican preparatlarinda goérulir (28). Siklik peptid MDL 29,913 (43),
si¢can ve hamster preparatlarinda yuksek affiniteye; kopek, tavsan, kobay ve insan (2
pM’da inaktif) preparatlarinda dusuk affiniteye sahiptir (28, 43, 44). MDL 29,913,
periferal duzeyde NK2 reseptdr aracili etkilerin karakterizasyonunda yararhdir (45).
Bu bilesigin olumsuz 6zellikleri, non-spesifik etkiler gostermesi ve in vivo kisa etki
suresidir (28, 45, 46). Bisiklik peptid MEN 11420 (47), non-peptid NK2 reseptor
antagonistleri SR-48968 (48) ve GR 159897 (49)'nin bulunmasiyla bu problemlerin
ustesinden gelinmigtir. Cesitli NK2 reseptdr antagonistlerinin affiniteleri, izole
preparatlarin NK2 reseptor aracili kasilmalarinin inhibisyonunun incelenmesiyle
degerlendiriimistir. Kobay trakea (pA,= 8.7)'sindaki fonksiyonel deneylerde, insan
NK2 reseptorleri ile transfekte edilmis CHO hucreleri ile (pKi= 9.5) yapilan baglanma
calismalarinda ve sigan kolonunda (pKi= 10) GR 159897’nin kuvvetli antagonist
oldugu gosterilmistir. Bu antagonistlerin kullaniimasiyla hem periferde, hem de
santral sinir sisteminde NK2 reseptorlerinin patofizyolojik rolu arastiriimistir (28).

NKA’nin, kobay ileumu duz kasinin non-kolinerjik fazik kasilmalarini
indUkledigi tasikinin NK2 reseptoérlerinin neden oldugu bu muskuler aktivitenin,
selektif NK2 reseptor antagonisti SR 48968 tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir
(32).

Tasikinin NK2 reseptorleri, memelilerin birkag turinde periferal organlarda

genis bir dagilim gdstermektedir. Dogal tasikininlerin glglerine gore siralanmasinda
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norokinin A (NKA)nin, nérokinin B ve P maddesine gbére daha gucli oldugu
gOsterilmistir (50).

Selektif reseptor antagonistlerinin gelisimi ile tasikinin NK2 reseptorlerinin
farmakolojisinde dikkate deger bir karigiklik oldugu gosterildi. Degisik memeli
dokularinda NK2 reseptorlerinin, NK-2A (klasik olmayan) ve NK-2B (klasik) olmak
Uzere en az 2 tane alt tipi degisik turlerde tanimlanmistir. MEN 10,207 ve MEN
10,376 gibi kompetitif antagonistler NK-2A (klasik olmayan) Uzerinde daha guglu
iken; L 659,877, MDL 29,913 ve R 396 gibi diger antagonistler, NK-2B (klasik)
reseptorleri Uzerinde daha gugcludiur. MDL 28,564; NK-2A tasikinin reseptoérlerinde
tam ya da kismi agonist gibi, NK-2B (klasik) NK2 reseptorlerinde ise kompetitif
antagonist gibi davranir (51).

Tavsan, kobay, inek ve insan diz kasinda NK-2A formu eksprese ediliyorken;
si¢gan ve hamster diz kasinda NK-2B formu eksprese edilmigtir (51).

NK2 reseptor antagonistleri; GR 94,800, MEN 10,573 ve MEN 10,376 (her bir
antagonist icin n=4)'nin, kobay ileumu miyenterik pleksus preparatlarinda elektriksel
alan stimulasyonunun neden oldugu segirme yanitlari Gzerine bir etkisi yoktur (34).

NK2 reseptdr antagonisti nepadutant (1uM)’in, fare ileumu sirkiler kasinda -
A-NKA’nin (1nM-100nM) neden oldugu kasilmalari azalttigi bildirilmistir. Ayrica
nepadutant ve SR 142801 birlikte kullanildiginda, P maddesinin olusturdugu
kasilmalari da azalttigi, ancak her bir antagonistin tek basina belirgin etkisi olmadigi

gOsterilmistir (33).

GR 159897

GR 159897, NK2 reseptorleri icin dusuk molekal agirhkl, non-peptid
antagonisttir (Sekil 3). GR 159897, rasyonel olarak planlamanin ve direkt olarak
taramanin bir kombinasyonuyla gelistirildi. Oncelikle NK2 reseptorleri igin, yiksek
affinite ve selektivite ile birlikte dusuk molekul agirlikli peptid antagonistleri
tanimlanmistir. Bu gibi bilesiklerin kaliplari kullanilarak NK2 reseptorleri igin zayif
non-peptid antagonist drdnlerinin direkt olarak taranmasi ve sonradan ortaya ¢ikan
iyilestirmelere bunlarin rehberlik etmesi, GR 159897°nin gelisimiyle sonuglanmigtir
(49).
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Sekil 3. GR 159897’nin kimyasal yapisi (28).

GR 159897, iyi bir in vivo aktiviteye de sahiptir ve santral sinir sistemine kolay
bir sekilde penetre olur. GR 159897, NK2 reseptor aktivasyonunun solunum sistemi,
mesane ve santral sinir sistemindeki fizyolojik ve patolojik rollerini arastirmak icin
kullanilacak yararl bir bilegiktir (49).

GR 159897’nin NK2 reseptorlerine affinitesi, insan ileumu ve sigan kolonunda
NK2 reseptor radyoligandi [PHJGR100679 kullanilarak belirlenmistir. Sican kolon
membranlarinda NK2 reseptorlerine baglanma glcunun sirasinin, NKA>GR64349>
NKB>P maddesi=P maddesi metil ester (subtance P methyl ester)= senktid seklinde
oldugu varsayildi (49).

GR 159897, insan ileumu ve sican kolonunda NK2 reseptorlerine yuksek
affinite gostermektedir. NK2 reseptdr agonisti GR 64349'un, kobay izole trakeasinda
olusturdugu kasilmalari konsantrasyon bagimli, kompetitif ve guclu bir sekilde
antagonize eder. Cesitli tasikinin antagonistlerinin sigan kolon membranlarina
baglanma gugleri sirasiyla: GR 159897>GR 100679=GR 94800>(+)SR 48968>L-659,
877>MEN 10376>CP, 96 345>GR 82334 olarak bildirilmistir (49).

GR 159897 ve SR 48968'in her ikisi de NK2 reseptorlerine yuksek derecede
selektif antagonist olmalarina ragmen, farkh turlerdeki NK2 reseptorleri ile iligkili
guglerinde farkliliklar  gosterebilirler. GR 159897, insan ve kobay ile
karsilastirildiginda sican NK2 reseptdrlerine hafifce daha kuvvetlidir. SR 48968, tam
tersi selektiflige sahiptir (49, 52). Ek olarak GR 159897°nin, kobay korteksinde NK3
reseptdrlerine dusuk bir affinitesi vardir ya da hig yoktur (pKi<5) (53, 54).

Deneysel olarak anksiyete olusturulan siganlar ve marmosetlerde, GR
159897°'nin periferal ve santral uygulanmasiyla anksiyolitik benzeri etkiye sahip
oldugu saptanmistir (49).

Kerr ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada kobayin 06zofagus

mukozasinda non-selektif agonist NKA’ya ait olan konsantrasyon-yanit egrisi, GR
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159897 tarafindan belirgin olarak saga kaydiriimistir. Ancak selektif NK1 antagonisti
SR 140333 ve selektif NK3 antagonisti SB 222200°Gn buna etkisiz oldugu
bulunmustur. GR 159897, selektif NK2 reseptor agonisti GR 64349 ve non-selektif
agonist NKA’ya kargi belirgin sekilde kompetitif antagonizma gdstermistir (55).

Tasikinin NK3 Reseptor Agonistleri

incelenebilen tim tiirlerdeki memeli tasikininleri, tasikinin NK3 reseptorlerinde
tam agonist olarak davranirlar (28). insan NK3 reseptérlerinde giic sirasi, NKB>
NKA>P maddesi= hHK-1’dir (28, 56). Prototipik monoreseptor biyoessey, sican portal
venidir. Ancak bu reseptorlerin karakterizasyonunda, kobay ileumu ve tavsgan irisi de
kullanilmigtir (28, 57). Senktid, insan NK3 reseptorleri ile transfekte edilmis CHO
hicrelerinde gugclu bir sekilde (pECso= 8.7) ekstrasellller asidifikasyonu indikler. Bu
yanit, protein kinaz C inhibitori staurosporine ve intrasellller kalsiyum deplesyonu
yapan thapsiargin tarafindan inhibe edilir. NK3 reseptorlerinin Gg11 ile eslegsmesi ve
fosfalipaz C aktivasyonu yapmasi olasidir (58). Insan barsak diz kas hiicre
kiltdrinde de, benzer transdiksiyon mekanizmasi tanimlanmistir (28).

Kobay ileumu duz kasinda senktid’in indukledigi kasilmalar; dolayh yolak ile
asetilkolin saliniminin neden oldugu tonik atropine-duyarli kasilma ve dogrudan yolak
ile fazik atropin-direncgli kasilmalardir. Kasilmalar, spesifik bir NK3 reseptor
antagonisti SR 142801 tarafindan bloke edilmistir (32).

De Schepper ve arkadaslarinin calismasinda ylksek doz senktid ile
inkiibasyon dusuk frekanstaki elektriksel alan stimulasyonunun neden oldugu
kasilmalari 6nemli derecede azaltir (33). Buna ragmen NK3 reseptdr agonisti senktid,
1uM’a kadar kas seridinde kasilma olusturmada basarisiz olmustur (33). Bu ikilem
icin olasi agiklama su olabilir; NK3 reseptorleri baslica intrensek reflekslerle ilgilidirler
(peristaltizm ile ilgili olanlar gibi) ve izole kas seritlerinde kasilma olusturmazlar.

Ancak uzun suren maruziyet sonrasinda néronal transmisyonu bozarlar (33).

Tasikinin NK3 Reseptor Antagonistleri

NKS3 reseptor antagonisti prototip peptidi [Trp(7), BAla (8)]NKA (4-10), NK3
reseptorleri igin goreceli orta derecede affinite ve zayif selektiflik gosterir (28). Ancak

tirevi olan R-820 sican portal veninde benzer bir affiniteye sahip olmasina ragmen,
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NK1 ve NK2 reseptorleri Uzerine artmis selektiflik gdsterir (59). NK3 reseptor
farmakolojisinde dénim noktasi; insan ve kobay NK3 reseptorlerine yuksek, ancak
rodent NK3 reseptorlerine duguk affinite gosteren, farmakolojik konsantrasyonlarda
spesifik olmayan etki gosterebilen SR-142801’in kesfedilmesidir (60). Benzer affinite
profilleri, kinolin karboksamid tlrevleri SB 218795 (61) ve SB 222200 (62) icin
yapilan baglanma deneylerde tanimlanmigtir.

SR 142801, yuksek konsantrasyonlarda (0.3-3uM), kobay ileumu miyenterik
pleksus longitudinal kas preparatlarinda bazal elektriksel segirme yanitlari azalttigi
ve yine ayni dokuda nikotinin neden oldugu kasilmalari da 6nledidi igin, spesifik
olmayan etkilere de sahip oldugu bildirilmistir. SR 142801 ve SR 142806’nin spesifik
olmayan etkileri, bilesigin verapamile-duyarli kalsiyum kanallari ya da opioid
reseptorleri ile iligkisine bagh olabilir (12).

SR 142807’in, fare ileumu sirkller kasinda elektriksel alan stimilasyonunun
neden oldugu kasiimalari, maksimum frekansta belirgin bir sekilde azalttid

gosterilmigtir (33).

SB 222200

SB 222200, non-peptid tasikinin reseptor antagonistidir (Sekil 4). Rodent NK3
reseptorleri Uzerine duguk affinite gostermesine ragmen, kan-beyin penetrasyonu iyi
oldugundan; SB 222200, sican ve farelerin santral sinir sisteminde NK3 reseptorleri
nin aracilik ettigi etkilerin belirlenmesinde yararlidir. 5 mg/kg oral dozda SB 222200,
farelerde i.c.v. senktid uygulanmasinin indukledigi davranigsal etkileri antagonize
eder (28).

Sekil 4. SB 222200’Un kimyasal yapisi (28).
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Agonist olarak senktid kullanilan fonksiyonel deneylerde tavsan irisinde SB
222200 ve SB 218795 icin hesaplanan afiniteler (pA. degerleri) sirasiyla 7.9 ve
7.4’t0r. Bu tur antagonizma in vivo olarak da gozlenmistir. Tavsanlarda senktid ile
olusturulan miyozis, SB 222200 (1 ve 2 mg/kg i.v.) ve SB 218795 (0.5 ve 1 mg/kg
i.v.) ile guclu bir sekilde antagonize edilmistir (57).

Tasikininlerin Gastrointestinal Sisteme Etkileri

Gastrointestinal sistemde tasikininler, efektdér hicrelere hem dogrudan
etkiyerek hem de noéronlari ya da sinir liflerini uyararak bir takim fizyolojik
fonksiyonlari duzenlerler (28). Gastrointestinal sistemde, P maddesi ve norokinin A
(NKA) kotransmiterdir. Depolarizan uyariya yanit olarak salinirlar (63).

Fonksiyonel ¢aligmalar; P maddesinin iyon sekresyonu, mukozal kan akimi,
motilite ve lokal immun fonksiyonlardan sorumlu oldugunu géstermistir. Tasikininlerin
neden oldugu bu yanitlara aracilik eden 3 tane reseptor alt tipi bulunmaktadir.
Bunlar: NK1, NK2 ve NK3'tlir. Tasikinin reseptorlerinin gastrointestinal kanal (23)
icindeki dagihmlar tarlere gore farklhilik gosterir. Ancak barsadin submukozasinda
NK1 reseptorleri, onemli bir role sahip gibi gorunmektedir. Kobay ileumunda, NK1
reseptorlerine yuksek affinite gosteren P maddesi, iyon sekresyonu ve submukozal
arteriyollerdeki dilatasyona sinirsel olarak aracilik etmektedir (64).

Senktid gibi guclu ve selektif NK3 reseptér agonistlerinin gelistiriimesiyle,
intestinal motilitede endojen tasikininlerin farkli mekanizmalarinin profili tanimlandi.
Senktid, miyenterik pleksusun noronal elementleri Uzerinde guglu bir eksitator etki
olusturmus; kobay ince barsagina uygulanmasiyla da, eksitator (asetilkolin ve
tasikininler) ve inhibitdér (NO) mediyatorler salinmigtir (63).

Tasikininlerin motor etkileri incelendiginde; intestinal duvar boyunca su
hareketini dizenleyen tasikinin reseptorleri arasinda, tur bagimh farkhliklar oldugu
gorulmustir. NK1 reseptorlerinin aktivasyonu, butln tirlerde, intestinal lumende su
sekresyonunu indukler. NK2 reseptorleri kobaylarda degil; ama si¢can ve insanlarda
sekresyonu uyarirken, NK3 reseptorlerinin roli kobay ile sinirhdir (28). Siganlarda
kolonik ileri distansiyonun indukledigi sekretuar etki ya da inflamatuar uyari, selektif
NK1 ya da NK2 reseptor antagonistleri ile bloke edilir (65, 66).

Tasikininler, intestinal dizeyde inflamatuar yanitin énemli mediyatdrleridir.

Birgcok veri NK1 reseptorlerinin bu etkide merkezi bir rol oynadigini gostermektedir;

23



kolitis ve ileitis modellerinde, bu etkiye NK2 reseptorlerinin de katkida bulundugu
saptanmistir  (28). Tasikinin  NK1 reseptorlerinin - rolli, plazma protein
ekstravazasyonun induksiyonu ile sinirli degildir; ¢unktu bu reseptorlerin uyarimi,
doku zedelenmesi olusturur. Bu durum NK1 reseptor geni silinmis farelerde,
deneysel pankreatit ve ona bagl letalitenin daha az olmasiyla gosterilmistir. Duyarl
fare karacigerinde ise; NK1 selektif antagonistler (CP 96345 ya da L-733,060),
kombine antijen ve endotoksin kullaniminin indukledigi doku zedelenmesinde
koruyucu etkiye sahiptirler (67).

NK1 vel/ya da NK2 reseptorlerine etki eden tasikininler; gastrointestinal kanalin
cesitli segmentlerinde, hem sirkuler hem de longitudinal diz kas tabakalarinda guglu
spazmojen etkilidirler (68). Ayrica; NK1, NK2 ve NKS3 reseptorleri, miyenterik ve
submukoz pleksus néronlarinda eksprese edilir. Bu néronlarin bazisi, duz kas
tabakalarina inhibitor girdiler gonderebilir (28).

Tasikininler (P maddesi, nérokinin A ve ndrokinin B) ve onlarin reseptorleri
(NK1, NK2, ve NK3); non-adrenerjik ve non-kolinerjik sinirlerin, gastrointestinal
sistemdeki kontroline katkida bulunurlar. NK1, NK2, ve NK3 reseptorleri, kobay
ileumunun longitudinal ve sirkller kas tabakalarinin her ikisinde de, tasikininlerin
izotonik kasiimalarina aracilik ederler. Tagikinin NK1 reseptorlerinin, ileumun
longitudinal kasinin non-kolinerjik kasilmalarina aracilik ettigi bilinmektedir. Ancak,
ayni zamanda kolinerjik muskuler aktiviteye de katildiklari bildirilmistir. Tasikinin NK3
reseptdrleri, ileumun longitudinal kasinin sadece kolinerjik degil; ayni zamanda non-
kolinerjik kasilmalarina katkida bulunurlar. Diger taraftan, tasikinin NK1 ve NK2
reseptorleri ileumun sirktler kasinin non-kolinerjik tonik ve fazik kasilmalarina;
tasikinin NK3 reseptorleri ise, kolinerjik muskuler yanitlara aracilik ederler. Ayrica
izometrik kosullar altinda, sigan ileum longitudinal kasinda tasikininlerin fazik ve
muskuler aktiviteye aracilik ettigi bildirilmistir (32).

P maddesinin NANK sisteminde, gastrointestinal motiliteyi kontrol etmede ana
kasici transmiter oldugu ileri strlimustir. izole ileumdaki farmakolojik calismalar, P
maddesinin gugli spazmojenik etkileri oldugunu gostermistir. P maddesi bu etkilerini
duz kas membraninda hem NK1 hem de NK2 reseptorleri ile etkilesime girerek
dogrudan ya da noérojenik atropin-duyarli yolaklar araciligi ile (muhtemelen de NK3
reseptorleri ile etkileserek) dolayl olarak gergeklestirmektedir. Bununla birlikte, bazi

calismalarda P maddesi tarafindan uyarildigi varsayilan NANK inhibitor transmiter
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salinimi ya da asetilkolin salinimi inhibisyonunun gastrointestinal duz kas
gevsemesine neden oldugdu bildirilmistir (13).

Tasikininlerin, enterik sinir sistemi ile ilgili en iyi belgelenen davraniglari onlarin
noromiskiler eksitatér transmiter rolleridir. ince ve kalin barsadin longitudinal ve
sirkller kas tabakalari tasikinin iceren sinirler tarafindan inerve edilirler. Tasikininler,
NK1 ve NK2 reseptorleri araciligi ile barsak duz kasinin eksitasyon ve kasilmasina
neden olurlar. NK1 ve NK2 reseptorleri igin kullanilan gugla ve selektif antagonistler,
enterik eksitator néromuskuler iletimde bu 2 reseptdrin goéreceli yardimini ortaya
koymustur (63).

Tasikininler ayni zamanda miyenterik pleksustaki noronal elementler
tarafindan eksprese edilirler. Dogal tagsikininlerin barsakta gorulen kesin etkileri

noronal stimulasyon ve asetikolin gibi mediyatorlerin salinimidir (63).
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GEREG VE YONTEMLER

Deney Hayvani

Deneylerde Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Birimi'nden temin edilen;
250-300 g agirhiginda kobaylar, 20-30 g agirhginda BALB/c tirG fareler ve 200-300 g
agirhiginda Wistar albino tart siganlar kullanildi. Hayvanlarin tima erigkin ve erkekti.
Hayvanlar; 12 saat gece/12 saat gundiz, %50-60 nem orani, 22+1°C sicaklik
kosullarinda vyetistirildi. Deneylerden en az bir hafta 6nce laboratuvara getirilen
hayvanlar, 22+1°C oda sicakliginda besin kisitlamasi yapilmaksizin guriltistz bir
ortamda tutuldular. Deneysel galismalara baslamadan énce Trakya Universitesi Tip
Fakultesi Etik Kurulu’dan (09.09.2004 tarih, 12. sayili oturum) etik onay alinmigtir.

Deney Protokoli

Tasikinin antagonistlerinin izole ileum preparatlarinda olusturdugu etkiler
incelendi. Bunun icin uygulanan deneysel yontemler soyleydi: Deneyden bir gun
once hayvanlar a¢ birakildi. Sigan, kobay ve fare ketamin (60-120mg/kg dozunda
i.m.) ile anestezi edildikten sonra karin boslugu acilarak ileo-gekal sfinkter bulundu,
buradan distalde kalan 10 cm’lik kismi birakilarak 10 cm’lik ileum pargasi alindi ve
icinde besleyici sollisyon bulunan bir petri kutusuna aktarildi. Otanazi ydntemi olarak
dekapitasyon kullanildi. Barsak ¢evresindeki dokular temizlendikten sonra, her biri 1-
2 cm uzunlugunda dort adet ileal segment pargasi kesildi ve longitudinal olarak alt ve
ust uglarindan limeni kapatmayacak sekilde baglanarak karbojen (%95 Oz + % 5
CO; karisimi) gazi ile havalandirilan, 37°C sicakliginda besleyici solusyon (Krebs

solUsyonu) iceren 30 ml’lik organ banyolarina asildi. Besleyici sollisyonun bilesimi su
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sekildeydi: NaCl 118 mmol/L, KCI 4,70 mmol/L, CaCl, 2,52 mmol/L, MgSO, 1,64
mmol/L, NaHCO3; 24,88 mmol/L, KH,PO4 1,18 mmol/L, glukoz 5,55 mmol/L.

ileum segmentlerine siganlarda 2 g, kobay ve farelerde ise 1 g on yik
uygulandi. Kayitlar izometrik transdusir (Grass FT03) araciligi ile poligrafta (Grass
Model 7 Polygraph) kaydedildi. Her 15 dakikada bir yikanan ileum segmentlerinde
yanitlarin duzenli hale gelmesi igin 1 saat beklendi.

Elektriksel alan stimulasyonu, ileum segmentlerine paralel olarak yerlestirilmis
elektrotlar araciligi ile bilgisayar kontrollu stimulator (MAY ST95PT Stimulator)
kullanilarak uygulandi. Calismalarda her 10 dakikada bir 20 sn sure ile uygulanan 20
Hz frekans, 0,8 msn pals genisligi, 50 V’luk elektriksel alan stimilasyonu degerleri
kullanildi.

Deneyler sirasinda kolinerjik ve adrenerjik yanitlarin ortaya ¢ikmasini dnlemek
icin muskarinik reseptor antagonisti atropin (3 uM), a-adrenerjik reseptdr blokorl
fentolamin (5 M), B-adrenerjik reseptér blokérld propranolol (5 pM) ilaglarin
uygulanmasindan 15 dakika once organ banyosuna uygulandi.

Calismamizda GR 159897 (n=8), RP 67580 (n=8), SB 222200 (n=8) olmak
uzere 3 farkl ilag, 3 farkh hayvan tlrlinde kullanildi. NK4 reseptor antagonisti RP
67580, NK; reseptor antagonisti GR 159897 ve NKj3 reseptdr antagonisti SB 222200
ve bir norotoksin olan tetrodotoksin etanolde ¢ozulda.

Calismanin baslangicinda NANK yanitlarini elde ettikten sonra tasikinin
antagonistleri 10®, 107, 10°M konsantrasyonlarda elektriksel uyari gelmeden 2.5
dakika once organ banyolarina otomatik pipet ile pipetlendi. Yanitlar elde edildikten
sonra dokular 2 defa yikandi ve tekrar yanit alindi. Yanitin blokaj yapilmadan onceki
haline dondugu goruldl. Daha sonra yeniden blokaj yapilarak kontrol yaniti alindi.
Elde edilen yanitlar, kontrol yanitlarinin yizdesi cinsinden hesaplanarak olgimlerde
standardizasyon saglandi.

Kullanilan ilaglar: Atropin (Sigma), fentolamin (Sigma), propranolol (Sigma),
RP 67580 (Tocris), GR 159897 (Tocris), SB 222200 (Tocris), Tetrodotoksin (Tocris),
Ketalar (Eczacibasi).

Tum deneyler 10:00-18:00 saatleri arasinda gerceklestirildi.

istatistiksel Analiz: Konsantrasyon yanit egrilerinin karsilastiriimasi Graph-

pad Prism 4.0 Demo programinda nonlineer regresyon analizi ile gergeklestirildi.
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BULGULAR

izole sican ve fare ileumunda, kolinerjik ve adrenerjik sistemlerin fentolamin,
propranolol ve atropin ile blokajindan 15 dakika sonra elektriksel alan stimulasyonu
ile elde edilen NANK yaniti trasesi 3 0Ozellige sahipti. Tipik NANK yaniti trasesi,
elektriksel alan stimilasyonun baglamasi ile hemen baslayan ve giderek azalan bir
gevseme, elektriksel uyari kesilince belirgin bir kasilma ve bu kasilma yanitinin
normale donusi ile baslayan fazik kasilmalardan olugsmaktaydi. izole kobay
ileumunda NANK yaniti trasesi sigan ve fare ileumu NANK yaniti traselerinden farkl

olarak gevseme komponentini icermemekteydi (Resim 1).

Sigan (A) Fare (B) Kobay (C)
Resim 1. izole sican (A), fare (B), kobay (C) ileumlarinda elektriksel alan

stimulasyonu ile elde edilen NANK yanitlari.
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Tasikinin NK1 Reseptor Antagonisti RP 67580’nin izole Kobay, Fare ve
Sigan ileumlarinda NANK Yanitlarinin Kasilma Komponenti Uzerine Etkisi

Tasikinin NK1 reseptor antagonisti RP 67580, izole kobay, sican ve fare
ileumlarinda NANK yanitlarinin kasilma komponentlerini doz bagimli sekilde kismen
azalttt (Resim 2-Resim 4), (Sekil 5); konsantrasyon-yanit egrileri birbirinden

istatistikel yonden anlaml farkli degildi (p>0,05).

RP 67580

2 100-
% | -1 Sican
2 80- —O— Kobay
< 1 A— Fare
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Sekil 5. NK1 reseptdor antagonisti RP 67580’nin izole sigcan, kobay ve fare
ileumlarinda kasilma komponenti tzerine olan etkisi (n=8, dikey cubuklar ortalamanin

standart hatasini gostermektedir).
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Tasikinin NK2 Reseptor Antagonisti GR 159897’nin izole Kobay, Fare ve

Sican ileumlarinda NANK Yanitlar Uzerine Etkisi

Tasikinin NK2 reseptor antagonisti GR 159897, izole si¢an ileumlarinda NANK
yanitlarinin kasilima komponentlerini doz bagimli sekilde kismen azaltti. izole fare
ileumlarinda ise GR 159897’nin NANK yanitlarinin kasilma komponentleri zerine
doz bagimli etkisi sigan ile kargilastirildiginda daha azdi (p<0,05); ancak kobay
ileumunda elde edilenlere oranla, istatistiksel yonden anlamli olmamakla birlikte
(p>0,05), biraz daha fazla idi. izole kobay ileumlarinda ise GR 159897 NANK

yanitlarinin kasilma komponentleri tzerine etkisizdi (Resim 5-Resim 6), (Sekil 6).

GR 159897
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Sekil 6. NK2 reseptor antagonisti GR 159897'nin izole kobay, fare ve sigcan
ileumlarinda kasilma komponenti tUzerine olan etkisi (n=8, dikey gubuklar ortalamanin

standart hatasini géstermektedir).
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Tasikinin NK3 Reseptdr Antagonisti SB 222200’nin izole Kobay, Fare ve

Sican ileumlarinda NANK Yanitlari Uzerine Etkisi

Tasikinin NK3 reseptdr antagonisti SB 222200, izole sigan ileumlarinda NANK
yanitlarinin kasilma komponentlerini 10° M’da minimum derecede azaltti. Ancak 10”7
ve 10° M’da, NANK vyanitlarinin kasilma komponentleri (izerine tamamen etkisizdi.
izole kobay ve fare ileumlarinin NANK yanitlarinin kasilma komponentleri (izerine ise
etkisizdi (Resim 7-Resim 8), (Sekil 7). Ug hayvan tiriinden elde edilen konsantrasyon

yanit egrileri birbirinden istatistikel yonden anlamli farkli degildi (p>0,05)

SB 222200
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Sekil 7. NK3 reseptdr antagonisti SB 222200’nin izole kobay, fare ve sigan
ileumlarinda kasilma komponenti uzerine olan etkisi (n=8, dikey ¢ubuklar ortalamanin

standart hatasini géstermektedir).
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izole Sican ileumlarinda NANK Yanitlar1 Uzerine RP 67580, GR 159897 ve
SB 222200’nin Karsilastirmal Etkisi

Tasikinin NK1 reseptdr antagonisti RP 67580 ve NK2 reseptor antagonisti GR
159897 izole sigan ileumlarinda NANK yanitlarinin kasilma komponentlerini doz
badimli sekilde kismen azaltti. Tasikinin NK3 reseptor antagonisti SB 222200, izole
sigan ileumlarinda NANK yanitlarinin kasiima komponentlerini 10°M’da minimum
derecede azaltti. Ancak 107 ve 10® M’da, NANK yanitlarinin kasilma komponentleri
uzerine etkisizdi (Sekil 8). GR 159897 ve RP 67580 ile elde edilen konsantrasyon-
yanit grafikleri SB 222200 ile elde edilen grafikten istatistiksel yénden anlaml
derecede farkl idi (p<0,05).

Sigcan
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Sekil 8. izole sigan ileumlarinda RP 67580, GR 159897 ve SB 222200’nin kasiima
komponentleri Uzerine olan etkisi (n=8, dikey ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini

gostermektedir).
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izole Kobay ileumlarinda NANK Yanitlari Uzerine RP 67580, GR 159897 ve
SB 222200’nin Karsilastirmal Etkisi

Tasikinin NK1 reseptor antagonisti RP 67580, izole kobay ileumlarinda NANK
yanitlarinin kasilma komponentlerini doz bagimh sekilde kismen azaltti (diger
antagonistlere ait grafiklerden istatistiksel anlamli farkli, p<0,05). NK2 reseptor
antagonisti GR 159897 ve NKS3 reseptor antagonisti SB 222200 ise izole kobay

ileumlarinda NANK yanitlarinin kasilma komponentleri Gzerine etkisizdi (Sekil 9).

Kobay
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Sekil 9. izole kobay ileumlarinda RP 67580, GR 159897 ve SB 222200’nin kasiima
komponentleri Uzerine olan etkisi (n=8, dikey gubuklar ortalamanin standart hatasini

gostermektedir).
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izole Fare ileumlarinda NANK Yanitlari Uzerine RP 67580, GR 159897 ve
SB 222200’nin Karsilastirmal Etkisi

Tasikinin NK1 reseptor antagonisti RP 67580, izole fare ileumlarinda NANK
yanitlarinin kasilma komponentlerini doz bagimli sekilde kismen azaltti. NK2 reseptor
antagonisti GR 159897 10°M’da NANK yanitlarinin kasilma komponentleri (izerine
minimum derecede etkiliydi. NK3 reseptor antagonisti SB 222200 ise izole fare
ileumlarinda NANK yanitlarinin kasilma komponentleri Uzerine etkisizdi (Sekil 10).
GR 159897 ve RP 67580 ile elde edilen konsantrasyon-yanit grafikleri, SB 222200 ile
elde edilenden istatistiksel anlamli derecede farkli idi (p<0,05); ancak birbirlerinden

istatistiksel yonden anlamli farkh degillerdi (p>0,05).
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Sekil 10. izole fare ileumlarinda RP 67580, GR 159897 ve SB 222200’nin NANK
yanitlari Uzerine olan etkisi (n=8, dikey cubuklar ortalamanin standart hatasini

gostermektedir).

34



izole Sigan ileumlarinda NANK Yanitlari Uzerine Tetrodotoksin’in Etkisi

Noron blokoru tetrodotoksin izole sigan ileumlarinda NANK yanitlarinin
kasilma komponentlerini doz bagimh sekilde azaltti. 10°M'da NANK yanitlarinin
kasilma komponentlerini tamamiyla ortadan kaldirdi (Sekil 11). izole sican ileumunda
ise 10°, 107 ve 3.10°M konsantrasyonlarinda doz bagimh bir sekilde NANK

yanitlarinin gevseme komponentlerini azaltti (Sekil 12), (Resim 9).
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Sekil 11. izole sican ileumlarinda tetrodotoksin’in kasiima komponentleri izerine

olan etkisi (n=8, dikey gubuklar ortalamanin standart hatasini gostermektedir).
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Sekil 12. izole sigan ileumlarinda tetrodotoksin’in gevseme komponentleri (izerine

olan etkisi (n=8, dikey ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini gdstermektedir).
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izole Fare ileumlarinda NANK Yanitlari Uzerine Tetrodotoksin’in Etkisi

Noron blokoru tetrodotoksin izole fare ileumlarinda NANK yanitlarinin kasilma

komponentlerini doz bagimh sekilde azaltti 10°M’da ise NANK yanitlarinin kasilma

komponentlerini tamamiyla ortadan kaldirdi (Sekil 13). izole fare ileumunda 10°M

konsantrasyonunda NANK yanitlarinin gevseme komponentlerini ortadan kaldirdi
(Sekil 14), (Resim 10).
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Sekil 13. izole fare ileumlarinda tetrodotoksin’in kasilma komponentleri (izerine olan

etkisi (n=8, dikey gubuklar ortalamanin standart hatasini gostermektedir).
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Sekil 14. izole fare ileumlarinda tetrodotoksin’in gevseme komponentleri tizerine olan

etkisi (n=8, dikey gubuklar ortalamanin standart hatasini géstermektedir).
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izole Kobay ileumlarinda NANK Yanitlari Uzerine Tetrodotoksin’in Etkisi

Noron blokoru tetrodotoksin izole kobay ileumlarinda NANK vyanitlarinin

kasilma komponentlerini doz bagimli sekilde azaltti (Resim 11), (Sekil 13).
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Sekil 15. izole kobay ileumlarinda tetrodotoksin’in kasilma komponentleri {izerine

olan etkisi (n=8, dikey ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini gdstermektedir).
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RP 67580-izole Kobay ileum

(A)

(B)

Resim 2. izole kobay ileumunda NANK yanitlari ve (A) 10°M RP 67580, (B) 10°M
RP 67580 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.
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RP 67580-izole Sigan ileumu

(A)

(B)

(C)

Resim 3. izole sican ileumunda NANK yanitlari ve (A) 10°M RP 67580, (B) 107"M
RP 67580, (C) 10°M RP 67580 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.
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RP 67580-izole Fare ileum

(A)

(B)

(C)

Resim 4. izole fare ileumunda NANK yaniti ve (A) 10®M RP 67580, (B) 10'M RP
67580, (C) 10°M RP 67580 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.
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GR 159897-izole Sigan ileumu
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Resim 5. izole sigan ileumunda NANK yaniti ve (A) 10°M GR 159897, (B) 10"M GR
159897, (C) 10°M GR 159897 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.
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GR 159897-izole Fare ileum

(A)

(B)

(C)

Resim 6. izole fare ileumunda NANK yanitlari ve (A) 10°M GR 159897, (B) 107"M
GR 159897, (C) 10°M GR 159897 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.
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SB 222200-izole Sigan ileumu

(B)

(C)

Resim 7. izole sigan ileumunda NANK yanitlari ve (A) 10°M SB 222200, (B) 10"M
SB 222200, (C) 10°M SB 222200 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.
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SB 222200-izole Kobay ileumu

(A)

(B)

(C)

Resim 8. izole fare ileumunda NANK yanitlari ve (A) 10®M SB 222200, (B) 10"M SB
222200, (C) 10°M SB 222200 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.
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Tetrodotoksin-izole Sigan ileumu

(A)

(B)

(C)

(D)

Resim 9. izole sigan ileumunda NANK yanitlari (A) 10®M tetrodotoksin, (B) 3.10°M
tetrodotoksin, (B) 107M tetrodotoksin, (C) 10°M tetrodotoksin uygulanmasindan
sonraki NANK yanitlari.
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Tetrodotoksin-izole Fare ileumu

Resim 10. izole fare ileumunda NANK yanitlari (A) 10°M tetrodotoksin, (B) 10°M
tetrodotoksin, (C) 107'M tetrodotoksin, (D) 10°M tetrodotoksin uygulanmasindan
sonraki NANK yanitlari.
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Tetrodotoksin-izole Kobay ileumu

(D)

Resim 11. izole kobay ileumunda NANK yanitlari ve (A) 10°M tetrodotoksin, (B)
10°M tetrodotoksin, (C) 10"M tetrodotoksin, (D) 10°M tetrodotoksin sonraki NANK
yanitlari.
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TARTISMA

Elektriksel uyari (stimulus) longitudinal ve sirkiler diz kas tabakasinda
gevseme ya da kasilmayi indukleyebilir. Bu da ileum NANK transmisyonunun hem
inhibitor, hem de eksitator etki gosterdigini dusundurmektedir (6-11).

ilaglara farkli sekilde duyarli olan cok sayida NANK mekanizmasi, kobay
kolonunda gevsemeyi diizenler (3). Kopek ileokolonik bileskesinde ¢ok sayida NANK
inhibitor transmiterleri salinir (4). Kolinerjik, adrenerjik ve NANK innervasyonu olan
kobay ileumunun kasiimasinda NANK-sisteminin rolu hakkinda tartismali sonugclar
bildirilmigtir (5). NANK gevseme ya da kasiimasinda farkli transmiterlerin roll
tartismaldir (6-11).

Elektriksel alan stimulasyonu ile olusturulan NANK yanitlarinin tetrodotoksin
ile bloke olmasi bu yanitlarin noéronal orijinli oldugunu gostermektedir. NANK
komponentlerinin kalibinda, NANK noérotransmiterleri ve NANK néron mekanizmalari
arasinda karsilikli etkilesim oldugundan s6z edilebilir (15). Kobay ileumu miyenterik
pleksus-duz kas preparatlarinda elektriksel alan stimulasyonun neden oldugu
segirme yanitlari tetrodotoksin (1uM) tarafindan ortadan kaldiriimigtir (12). Bizim
yaptigimiz calismada, tetrodotoksin 10°M’da, izole sigan ve fare ileumlarinda NANK
yanitlarinin kasilma ve gevseme komponentlerini tamamiyla ortadan kaldirmistir.
izole kobay ileumlarinda ise tetrodotoksin, NANK yanitlarinin  kasilma
komponentlerini doz bagimli olarak belirgin bir sekilde azaltmistir.

Calismamizda izole sigan ve fare ileumunda, kolinerjik ve adrenerjik
sistemlerin fentolamin, propranolol ve atropin ile blokajindan 15 dakika sonra

elektriksel alan stimulasyonu ile elde edilen NANK yaniti trasesi 3 Ozellige sahipti.
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Tipik NANK vyaniti trasesi, elektriksel alan stimulasyonun baglamasi ile hemen
baglayan ve giderek azalan bir gevseme, elektriksel uyari kesilince belirgin bir
kasilma ve bu kasilma yanitinin normale donugu ile baglayan fazik kasiimalardan
olusmaktaydi. izole kobay ileumunda NANK yaniti trasesi si¢an ve fare ileumu NANK
yaniti traselerinden farkli olarak gevseme komponentini icermemekteydi.

Kolinerjik ve adrenerjik sistemlerin blokajindan sonra elektriksel alan
stimilasyonun 20 sn uygulanmasi ile elde edilen NANK yanitinda tonik kasiima
komponentinden P maddesi (15, 69) ve ATP (70), gevseme komponentinden de NO
(15, 70) sorumlu tutulmustur. P maddesinin, NANK sisteminde gastrointestinal
motiliteyi kontrol etmede ana kasici transmiter oldugu ileri sirilmus, izole ileumdaki
farmakolojik c¢alismalar P maddesinin gugli spazmojenik etkileri oldugunu
goOstermistir (13). P maddesi duz kas membraninin depolarizasyonuna neden olur.
Kobay ileumunda spike frekansini artirir (70).

Maggi ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir calismada izole sigan ileumu
sirkUler kas preparatlarinda NK1 reseptor selektif antagonisti SR 140333 (0.1 pM, 60
dakika) elektriksel alan stimulasyonunun neden oldugu kasiima yanitlarinda parsiyel
inhibisyon meydana getirmistir (72). NK1 reseptori selektif antagonisti SR 140333 ve
NK2 reseptori selektif antagonisti MEN 10,627 birarada ileumda elektriksel alan
stimilasyonun neden oldugu NANK kasilmalarini neredeyse ortadan kaldirmigtir.
Maggi ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismanin sonuglarina gore endojen
tasikininlerin major roli sigan ince barsadinin sirkller kasinda eksitator NANK
transmiteri gibi rol oynamasidir. Ayrica gulclu selektif reseptdor antagonistler SR
140333 ve MEN 10,627'nin etkileri, elektriksel alan stimulasyonun neden oldugu
NANK kasiimalarinda hem NK1 ve hem de NK2 reseptorlerinin endojen tasikininler
tarafindan fonksiyonel olarak aktive edildigi sonucunu destekler (72). Calismamizda
izole sigcan ileumunda NK1 reseptor antagonisti RP 67580, elektriksel alan
stimulasyonunun neden oldugu NANK yanitlarinin kasilma komponentlerini kismen
azaltmistir (%56,2). Calismamiz ile Maggi ve arkadaglarinin yapmis oldugu
calismanin ortak bulgusu izole sigan ileumlarinda elektriksel alan stimulasyonun
neden oldugu NANK yanitlarinin kasilma komponentlerini NK1 reseptor
antagonistlerinin kismen azaltmis olmasidir. Ancak Maggi ve arkadaslarinin yapmig
oldugu calisma sirkiler kas kasilmasi Uzerinedir. Bizim kullandigimiz teknik
longitudinal kasin kasilmalarini kaydettiginden, sonuglari yorumlarken bu durum g6z

onunde tutulmahdir. Maggi ve arkadaslarinin yapmig oldugu ¢alismada izole sigan
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ileumu sirkiler kas preparatlarinda NK2 reseptor selektif antagonisti MEN 10,627
(0.1 uM, 60 dakika), elektriksel alan stimilasyonun kasiima yanitlarinda parsiyel
inhibisyon meydana getirmigtir. Calismamizda da NK2 reseptor antagonisti GR
159897, izole sigan ileumu longitudinal kas preparatlarinda NANK yanitlarinin
kasilma komponentlerini kismen azaltmigtir (%58,5). Sigan tasikinin NK3 reseptorleri
spesifik antagonistlere oldukga direnclidir. NK3 reseptorl spesifik antagonistleri insan
doku preparatlarinda etkilidir (12). Calismamizda NK3 reseptor antagonisti SB
222200’nin izole sigan ileumu longitudinal kas preparatlarinda NANK' yanitlarinin
kasiima komponentlerini 10°M’da minimum decerede azalttigini (%20,6) saptadik.
Ivancheva ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢calismada izole kobay ileumu
longitudinal duz kasinda P maddesi reseptor blokoru (NK4 reseptor antagonisti) olan
AP 13.2 ACOH, NANK kasilma komponentlerinin hem segirme hem de tonik
kasilmalarini azaltmistir (70). Kobay ileumunda c¢oklu inhibitér ve eksitator
mekanizmalar vardir. NO, P maddesi ve ATP gibi transmiterler kasilmanin elektriksel
olarak uyariimig NANK sinir aracili degisikliklerinde rol alir. Gevsemenin NO aracihgi
ile oldugu gorulmektedir. Segirme ve tonik kasiimalar P maddesi ve ATP bagimhdir.
inhibitér pirinerjik ve nitrerjik mekanizmalar gevseme ve kasilmayi diizenlerler ve
NANK inhibitor ve eksitator sinir yolaklari arasinda karsilikli etkilesmeye yol agar
(70). GCahgsmamizda izole kobay ileumunda NK1 reseptor antagonisti RP 67580,
elektriksel alan stimilasyonunun neden oldugu NANK yanitlarinin  kasiima
komponentlerini kismen azaltmistir (%56). Calismamiz, Ivancheva ve arkadaslari
tarafindan bildirilen NK1 reseptdér antagonistlerinin  NANK yanitlarinin  kasiima
komponentlerini azalttigi bulgusunu desteklemektedir. Calismamizda kobay izole
ileum longitudinal kas preparatlarinda NK2 reseptdr antagonisti GR 159897’nin
elektriksel alan stimllasyonu tarafindan olusturulan NANK vyanitlarinin kasiima
komponentleri Uzerine etkisiz oldugunu bulduk (kasilma komponentlerinde %4,5
oraninda azalma gozlenmigtir). Kobay barsagindaki calismalar NK3 reseptor
immunoreaktivitesini intrensek birincil duyusal néronlara lokalize etmigtir (73-75).
Holzer ve arkadaslari izole perflize kobay ince barsak segmentine senktid
eklendiginde peristaltizm Uzerine kolaylastirici bir etki rapor etmislerdir (76). NK3
reseptor antagonisti SR 142801’in, yuksek konsantrasyonlarda (0.3-3uM), kobay
ileumu miyenterik pleksus longitudinal kas preparatlarinda bazal elektriksel segirme
yanitlari azalttig1 ve yine ayni dokuda nikotinin neden oldugu kasiimalari da énledigi

icin, spesifik olmayan etkilere de sahip oldugu bildirilmistir (12). NK3 reseptor
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antagonistleri SR 142801 ve SR 142806’'nin spesifik olmayan etkileri, bilesigin
verapamile-duyarli kalsiyum kanallari ya da opioid reseptorleri ile iligkisine bagl
olabilir (12). Bizim yaptigimiz galigmada ise NK3 reseptor antagonisti SB 222200,
izole kobay ileumu longitudinal kas preparatlarinda elektriksel alan stimulasyonunun
neden oldugu NANK yanitlarinin kasilma komponentleri Gzerine etkisizdi.

Saban ve arkadaslari izole fare ileumunda P maddesinin duslk dozlarda
kasilmalari induklemede NKA’'dan daha guglu oldugunu, NK1 reseptor antagonisti
CP-99994’Un, P maddesine olan yanitlari belirgin olarak bloke ettigini saptamislardir
(30). izole fare ileumundan elde edilen sonuglar, fare ileumunda eksojen olarak
uygulanan tasikininlere yaniti hem NK1 hem de NK2 reseptorlerinin duzenledigini
gostermekle birlikte atropin ve guanetidin varliginda sinir stimulasyonu ile uyarilan
yanitlarin baglica NK1 reseptorleri ile dizenledigini ve NK1 reseptérinin farede
eksitatéor NANK transmisyonunda gorev alan primer tagsikinin reseptéri oldugunu
gOstermektedir (30). Saban ve arkadaslari NK1 reseptorlerinin eksitator NANK’a etkili
primer tasikinin reseptoru oldugunu ileri suriyorken (30), Lecci ve arkadaslari hem
NK1 hem de NK2 reseptorlerinin eksitator NANK’a katildigini dngérmektedirler (77).
Saban ve arkadaslarinin c¢alismasinda fare ileal segmentleri yatay olarak
asildiklarindan elde edilen kasilma ve gevseme yanitlari sirkiler kasa aittir.
Calismamizda longitudinal kasa ait yanitlarin alindigi géz 6niune alinarak sonuglar
karsilastirilirken bu noktaya dikkat edilmelidir. De Schepper ve arkadaslarinin izole
fare ileumu sirkiler kasinda yapmis oldugu bir calismada ise NK1 reseptor
antagonisti RP 67580 elektriksel alan stimulasyonunun neden oldugu NANK
kasiimalarini belirgin olarak inhibe ettigi (ancak tamamen degil), NK1 reseptor
antagonisti RP 67580 (1uM)’nin selektif NK1 reseptor agonisti septid’in olusturdugu
kasiimalari onledigi saptanmistir (33). Onceki deneylerde degerlendirilen NK1
antagonistleri MEN 11467 (1uM) ve L 733060 (1uM) septid ile uyarilan kasilmalari
bloke etmede belirgin basarisizliga ugramistir. Bu durumdan, bu antagonistler
arasindaki NK1 reseptor affinitesindeki tur-bagimh farkliliklar sorumlu olabilir. Sigan
ve kobay ince barsagindan elde edilen bulgulara benzer olarak fare ileumunda
tasikinin NK1 ve NK2 reseptorlerinin NANK eksitator mediyatorlere yanit veren
baslica reseptorler oldugu sonucu gikarilabilir. Ayni zamanda fare barsaginin bu
bdlimunde nitrerjik miyenterik néronlarda NK1 reseptor varligr saptanmistir (33). De
Schepper ve arkadaslari elektriksel alan stimulasyonunun neden oldugu

kasilmalarda tasikinin reseptor antagonistlerinin etkilerini incelediklerinde NK1
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reseptdrlerinin 6nemli etkisi oldugunu saptamislardir. De Schepper ve arkadaslarinin
bulgulari da sirkller kas tabakasinin kasilma ve gevseme vyanitlarina aittir.
Calismamizda elde ettigimiz yanitlar longitudinal kasa ait yanitlar oldugundan
bulgularimizi s6z konusu ¢alismalarin bulgulari ile kargilastirirken bu durum goéz ardi
edilmemelidir. Hatta bizim longitudinal kasa ait elde ettigimiz bulgular, diger
calismalarda sirkuler kasa ait elde edilmis bulgularin tamamlayicisi olarak da ele
alinabilir. Yani 6zet olarak fare ileumunda gerek sirkuler gerek longitudinal kas
kasilma yanitlarini dizenleyen NANK sisteminde NK1 reseptorlerinin dnemli rol
oynadidini soyleyebiliriz. Saban ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada izole
fare ileum sirkller kas preparatlarinda NK2 reseptdr antagonisti SR-48968, NKA
yanitlarini belirgin olarak bloke etmigtir. De Schepper ve arkadaslarinin yapmig
oldugu calismada ise izole fare ileumu sirkiler kasinda NK2 reseptor antagonisti
nepadutant ve NK3 reseptdor antagonisti SR 142801 NANK kasiimalarini
kendiliginden etkilemez fakat elektriksel alan stimilasyonunun neden oldugu NANK
yanitlarinin kasilmalarini azaltan RP 67580 ile birlikte NANK kasilmalarinin
inhibisyonunu artirir. Nepadutant ve SR 142801’in kombine varliginda g¢aligilan tim P
maddesi konsantrasyonlari kasilmalari azaltmakta yeterliydi. Ancak her bir
antagonistin tek basina belirgin etkisi yoktu. Bu demek oluyor ki bir taraftan néronal
ve muskuler NK1 reseptorlerinin blokaji veya diger taraftan muskuler NK2
reseptorlerinin  blokaji ve beraberinde néronal NK3 reseptorlerinin inhibisyonu
tasikinerjik kasilmada etkili azalmaya neden olmaktadir. P maddesinin neden oldugu
kasilmalar nepadutant tarafindan etkilenmezler (33). NK2 reseptor antagonisti
nepadutant (1uM) basarih bir sekilde B-A-NKA’nin (1nM-100nM) olusturdugu
kasiimalari azaltir (33). NOS inhibisyonu tetrodotoksin eklenmesine bagh olarak
azalan kasilmalari artirir. Bu da NK2 reseptdrleri ve NANK nitrerjik néronlari arasinda
etkilesim oldugunu destekler. Calismamizda izole fare ileumu longitudinal kas
preparatlarinda NK2 reseptdor antagonisti GR 159897, elektriksel alan
stimiilasyonunun neden oldugu NANK yanitlarinin kasilma komponentlerini 10°M’da
minimum derecede (%21,8) azaltmistir. De Schepper ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismada izole fare ileumu sirkiler kasinda NK3 reseptdr antagonisti SR
142801°’in, NANK kasilmalarini kendiliginden etkilemedigi, ancak NANK kasilmalarini
azaltan NK1 antagonisti RP 67580’'nin etkisine yardimci oldugu saptanmigtir (33).
Calismamizda da benzer sekilde NK3 reseptdor antagonisti SB 222200 izole fare
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ileumu longitudinal kasinda elektriksel alan stimulasyonun neden oldugu NANK
yanitlarinin kasilma komponentleri Uzerine etkisiz bulunmustur.

Tasikinin antagonistlerinin hayvan turlerine bagh olarak affiniteleri agisindan
farklilik olabilir. Ornegin, MEN 10376’'nin affinitesi, tavsan, kobay, sigir ve
insanlardan hazirlanan preparatlarda, L-659877’ye gore daha fazladir. Bunun tersi
hamster ve sican preparatlarinda goraltr (28). Siklik peptid MDL 29,913 (43), sigan
ve hamster preparatlarinda yuksek affiniteye; kopek, tavsan, kobay ve insan (2
MM’da inaktif) preparatlarinda dusuk affiniyete sahiptir (28, 43, 44). Bunun diginda
degisik memeli dokularinda NK2 reseptorlerinin, NK-2A (klasik olmayan) ve NK-2B
(klasik) olmak Uzere en az 2 tane alt tipi degisik turlerde tanimlanmigtir (51). Tavsan,
kobay, inek ve insan duz kasinda NK-2A formu eksprese ediliyorken, sigcan ve
hamster duz kasinda NK-2B formu eksprese edilmistir (51). Calismamizda
kullandigimiz NK2 antagonisti GR 159897, NK2 reseptorlerinin NK-2B formu Uzerine
etkili olabilir. Bu da NK2 reseptdr antagonisti GR 159897'nin izole kobay ileumunda
NANK vyanitlarinin  kasilma komponentleri Uzerine etkisiz olmasinin olasi
nedenlerinden birisi olabilir. Ayrica hayvan turleri arasindaki farkhlik, kas tipi (sirkuler,
longitudinal) ya da organ tipi bu farkhliklar igin agiklayici olabilir (30).

El-Mahmoudy ve arkadaglarinin yapmig oldugu bir ¢caligmada izole hamster
ileumu sirkuler kas preparatlarinda P maddesi antagonisti L-732,138 (1 uM) eksitator
bileske potansiyelini (%82,5) ve kasiimayi (%68,9) inhibe etmis, NKA (NK2)
antagonisti SR 48968 (1 uM) ise depolarizasyonu (%17,2) ve kasiimayi (%31,4) zayif
bir sekilde bloke edebilmistir (71). EI-Mahmoudy ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismanin sonuglari izole hamster ileumu sirkuler kasinda endojen tagsikininlerin ana
NANK eksitator norotransmiter oldugunu ve davraniglarinin hem NK1 hem de NK2
reseptorleri tarafindan duzenlendigini destekler. S6z konusu g¢alismanin bulgulari P
maddesinin (baslica) ve NKA (kismen)'nin hamster ileumunun eksitatér bileske
potansiyeli ve kasilmasi altinda yatan NANK eksitator olduguna isaret etmektedir
(71).

Saban ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alisma ayni zamanda insan ve diger
tlrlerde oldugu gibi fare ileumunda elektriksel alan stimilasyonunun neden oldugu
NANK gevseme komponentlerinin nitrerjik olarak duzenlendigine isaret etmektedir
(30). Vahsi tip fare ve NK1-R knockout fare arasinda tetrodotoksin-duyarli gevseme
yanitlarinin yogunlugu arasinda fark bulunmamistir. Vahsi tip farede NK2 reseptor
antagonisti SR 48968 ve NK3 reseptor antagonisti SR 142801 etkisizken, NK1
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reseptor antagonisti CP-99994 elektriksel alan stimilasyonu tarafindan uyarilan
gevsemeyi artirmistir; bunu da buyuk olasilikla elektriksel alan stimulasyonuna olan
yanitin kasilma komponentini azaltarak yapmaktadir. Saban ve arkadaslari izole fare
ileumunda elde ettikleri eksitator NANK yanitinin NK1 reseptorler tarafindan
olusturuldugunu, gevseme yanitinda ise tasikininlerin rol oynamayip bu etkinin
nitrerjik oldugunu saptamiglardir (30). Calismamizda NK1 reseptdr antagonisti RP
67580, NK2 reseptor antagonisti GR 159897 ve NKS3 reseptor antagonisti SB
222200’nin izole sigcan, kobay ve fare ileumlarinda NANK yanitlarinin gevseme
komponentleri Uzerine belirgin bir etkisinin olmadigi goérlimustir. S6z konusu
calismalarda gevseme vyanitlarinin ileum sirkiler kasina ait oldugu, bizim
yanitlarimizin ise longitudinal kastan alindig1 g6z ontinde bulundurulmaldir.

Tasikinin reseptor antagonistlerinin farkli hayvan turlerinde NANK yanitlarina
olan farkli etkileri, tagikinin reseptorlerinin hayvan turlerinde ileumun farkl
bolgelerinde lokalize olmasindan kaynaklanabilir. Kobayda tasikinin reseptorleri ile
ilgili lokalizasyon c¢alismalari NK1 reseptorlerinin en ¢ok miyenterik/kolinerjik
sinirlerde ve Cajal’in interstisyel hucrelerinde ve az miktarda da duz kas hucrelerinde
yerlestigini gostermektedir. Buna karsilik NK2 reseptorleri blylk oranda diz kas
hicrelerinde sinirlanmistir. Sican ve kobay barsagindaki immunohistokimyasal
calismalar NK3 reseptorinun tasikinerjik ve kolinerjik noronlar basta olmak Uzere,
diz kas hucreleri ve Cajal'in interstisyel hicrelerinde yerlestigini gostermistir (78-80).
De Schepper ve arkadaslarinin fare ileumunun sirkiler kasindaki fonksiyonel
calismalari NK1 reseptorlerinin kolinerjik noronlara ek olarak nitrerjik miyenterik
noronlarda ve duz kas hucrelerinde (33), NK2 reseptorlerinin diz kas hucreleri ve
nitrerjik néronlarda, NK3 reseptorlerinin de ndronlarda varhdini saptamislardir (33).
Ancak diz kas yuzeyinde NK3 reseptorlerini lokalize etmede fonksiyonel olarak
basarisiz olmuslardir (33). immunohistokimyanin kullaniimasiyla saptanan veriler, De
Schepper ve arkadaglarinin fonksiyonel gozlemleri ile kismen ayni iken kismen de
farkliydi (33). Vannucchi ve arkadaglari NK1 ve NKS3 reseptorlerinin ileumda
dagihimlarinin sigcan, kobay ve farede benzer oldugunu saptamistir (78); NK1
reseptorleri Cajal'in interstisyel hlcrelerinde, submukdéz ve miyenterik pleksusun
noronlarinda bulunuyorken, duz kas hucrelerinde izlenmemistir (78). NK3
reseptorleri, hem longitudinal ve sirkller kas tabakasinin diz kas hucrelerinde, hem
de her iki pleksunun noéronlarinda saptanmistir. NK2 reseptorleri, tim tlrlerde diz

kas hucrelerinde bulunmustur. Ancak kobay ve sigan ile karsilastirildiginda farede,
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sinir sonlanimlarinda bulunamamistir. Farmakolojik ve immunohistokimyasal veriler
arasindaki belirgin bir farkhlik da, ileal diz kas hucrelerindeki NK1 reseptorlerinin
fonksiyonel varligi olup, bu durum immunohistokimyasal olarak saptanamamistir. Bu,
reseptor azligina ya da farkh ligand affinitesi gosteren, farkli bigcimlerdeki NK1
reseptor varligina bagh olabilir (78).

Ozetlemek gerekirse calismamizda sigan, fare ve kobay ileumlarinda
elekriksel alan stimulasyonu ile edilen NANK yanitlarinin kasilma komponentlerine,
NK1 reseptorleri 3 hayvan tirinde de katkida bulunuyorken, NK2 reseptorleri sadece
siganda etkili, NK3 reseptorleri ise 3 hayvan tlrinde de etkisiz gibi gérinmektedir.
Tasikinin antagonistlerinin farkli hayvan tirlerinde farkli etkiler géstermesinin olasi
nedenleri, calismalarda farkl elektriksel alan stimulasyonu degerleri kullaniimasi,
hayvan turleri arasindaki farkllik, kas tipi (sirkuler, longitudinal) ya da organ tipi,
tasikinin reseptdrlerinin hayvan turlerinde ileumun farkl bolgelerinde lokalize olmasi,
antagonistler arasindaki reseptor affinitesindeki tur-bagimh farkhliklar ve farkl
antagonistlerin NK1 ve NK2 reseptorlerinin farkli alt tipleri Uzerine etkili olmasi

olabilir.
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SONUG

NK; reseptor antagonisti RP 67580 108-10°M konsantrasyon araliginda
sican, kobay ve fare izole ileumlarinda NANK yanitlarinin kasilma komponentlerini
doz bagimli bir gsekilde kismen azaltti.

Tasikinin NK2 reseptor antagonisti GR 159897 10%-10°M konsantrasyon
araliginda izole sigan ileumlarinda NANK yanitlarinin kasiima komponentlerini doz
bagimli sekilde kismen azaltti. izole fare ileumlarinda ise GR 159897’nin NANK
yanitlarinin  kasilma komponentleri Gzerine doz bagiml etkisi, sigcan ile
karsilastirildiinda daha azdi. izole kobay ileumlarinda ise GR 159897 NANK
yanitlarinin kasiima komponentleri Uzerine etkisizdi.

Tasikinin NK3 reseptdr antagonisti SB 222200 10®%-10°M konsantrasyon
araliginda izole sigcan ileumlarinda NANK yanitlarinin kasilma komponentlerini
10°M’da minimum derecede azaltti. Ancak 107 ve 10®M’da, NANK yanitlarinin
kasilma komponentleri (izerine tamamen etkisizdi. izole kobay ve fare ileumlarinin
NANK yanitlarinin kasilma komponentleri Uzerine ise etkisizdi.

No&ron blokérii tetrodotoksin, izole sigan ileumu longitudinal kasinda 108-10°M
konsantrasyonlarinda, izole fare ileumu longitudinal kasinda 10°-10°M
konsantrasyonlarinda doz bagimli bir gsekilde NANK yanitlarinin  kasilma
komponentlerini tamamen ortadan kaldirdi; izole kobay ileumu longitudinal kasinda
ise 10%-10°M konsantrasyonlarinda doz bagimli bir sekilde NANK yanitiarinin
kasilma komponentlerini azaltti. izole fare ileumunda ise 10°M konsantrasyonunda

NANK yanitlarinin gevseme komponentlerini ortadan kaldirdi; izole sigan ileumunda
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ise 10°-3.10%M konsantrasyonlarinda doz bagimh bir sekilde NANK yanitlarinin
gevseme komponentlerini azaltti.

Bu sonuglara gore sigan, fare ve kobay ileumlarinda elektriksel alan
stimulasyonu ile elde edilen NANK yanitlari kasilma komponentlerine;

e NK1 reseptorleri 3 hayvan turinde de katkida bulunuyorken
e NK2 reseptorleri sadece siganda katkida bulunuyor gibi gorunmektedir.
e NKa3 reseptorleri ise 3 hayvan turinde de etkisiz gibi gorunmektedir.

Ayrica, bir néron blokdru olan tetrodotoksin sigan ve farede NANK yanitlarinin
kasilma komponentlerini doz bagiml bir sekilde ortadan kaldirdigindan, kobayda ise
azalttigindan bu yanitlarin bayuk oranda noronal kdkenli oldugu sdylenebilir.

Bu sonuglara bakilarak tasikininlerin NANK sistemindeki rolleri ile ilgili olarak
daha ileri bilgiler edinmek amaciyla farkl tasikinin reseptor antagonistleri ayni ya da
farkh hayvan tirlerinde ileumun farkli bélgelerinden alinan dokularin degisik
tekniklerle asilmasi ve farkli elektriksel alan stimulasyonu degerleri kullaniimasiyla

denenebilir.
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OZET

FARE, SICAN VE KOBAY iLEUMLARININ NON-ADRENERJIK NON-
KOLINERJIK YANITLARINDA TASIKININLERIN ROLU

Calismamizda elektriksel alan stimulasyonu ile elde ettigimiz izole sigan,
kobay ve fare ileumu non-adrenerjik non-kolinerjik sinir sistemi yanitlarinda
tasikininlerin rolunu, yanitlarin hayvan turine gore degisip degismedigini ve ortaya
cikan yanitlarda hangi tagikinin reseptor tipinin rol oynadigini saptamaya galistik.

NK; reseptor antagonisti RP 67580, NK; reseptdr antagonisti GR 159897 ve
NKs; reseptdr antagonisti SB 222200 10°%-10°M konsantrasyon araliginda
uygulandilar.

RP 67580 sigan, kobay ve fare izole ileumlarinda non-adrenerjik non-kolinerjik
sinir sistemi yanitlarinin kasilma komponentlerini doz bagimli bir sekilde kismen
azaltti.

GR 159897, izole sigan ileumlarinda non-adrenerjik non-kolinerjik sinir sistemi
yanitlarinin kasilma komponentlerini doz bagimh bir sekilde kismen azaltiyorken,
izole kobay ileumlarinda etkisizdi. izole fare ileumlarinda GR 159897’nin doz bagimli
etkisi si¢an ile karsilastirildiginda daha azd.

SB 222200, izole sigan ileumlarinda non-adrenerjik non-kolinerjik sinir sistemi
yanitlarinin kasilma komponentlerini 10°M’da minimum derecede azaltti. izole kobay

ve fare ileumlarinda kasilma komponentleri Uzerine etkisizdi.
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Tetrodotoksin, izole sican ileumu longitudinal kasinda 108-10°M
konsantrasyonlarinda, izole fare ileumu longitudinal kasinda 10°-10°M
konsantrasyonlarinda non-adrenerjik non-kolinerjik sinir sistemi yanitlarinin kasiima
komponentlerini doz bagimli sekilde ortadan kaldirdi. izole kobay ileumu longitudinal
kasinda 10°-10°M konsantrasyonlarinda doz bagimli sekilde yanitlarin kasilma
komponentlerini azaltti. izole fare ileumunda 10°M konsantrasyonunda gevseme
komponentlerini ortadan kaldirdi. Izole sican ileumunda ise 10°-3.10°M

konsantrasyonlarinda doz bagimli sekilde gevseme komponentlerini azaltt.
Anahtar kelimeler: Non-adrenerjik non-kolinerjik sinir sistemi, izole ileum,

longitudinal kas, RP 67580, GR 159897, SB 222200, tetrodotoksin, sigan, kobay,

fare.
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SUMMARY
THE ROLE OF TACYKININS IN THE NON-ADRENERGIC NON-CHOLINERGIC
RESPONSES OF RAT, MOUSE AND GUINEA-PIG ILEUM

In our study we tried to establish the role of tachykinins in the non-adrenergic
non-cholinergic nervous system responses induced by electrical field stimulation in
isolated rat, guinea-pig and mouse ileum, whether these responses vary depending
on species, and which type of tachykinin receptors play role in these responses.

The NK1 receptor antagonist, RP 67580, the NK2 receptor antagonist, GR
159897, and the NK3 receptor antagonist, SB 222200, were applied in the range of
108-10°M concentrations.

RP 67580 partially decreased the contraction components of the non-
adrenergic non-cholinergic nervous system responses in the isolated rat, guinea-pig
and mouse ileums in a dose-dependent manner.

While GR 159897 partially decreased the contraction components of the non-
adrenergic non-cholinergic nervous system responses in the isolated rat ileums in a
dose-dependent manner, it was ineffective in isolated guinea-pig ileum. The dose-
dependent effect of GR 159897 in the isolated mouse ileum was lesser when
compared with the rat.

SB 222200 slightly decreased the contraction components of the non-
adrenergic non-cholinergic nervous system responses in the isolated rat ileum at
10°M. It was not effective on the contraction components of the isolated guinea-pig

and mouse ileums.
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Tetrodotoxin dose-dependently abolished the contraction components of the
non-adrenergic non-cholinergic nervous system responses longitudinal muscle of the
isolated rat ileum at the concentrations of 108-10°M, and in the longitudinal muscle
of the isolated mouse ileum at the concentrations of 10®-10°M. It decreased the
contraction components in the longitudinal muscle of the isolated guinea-pig ileum in
a dose-dependent manner at the concentrations of 10°-10°M. It abolished the
relaxation components in the isolated mouse ileum at the concentration of 1.10'6M,
and decreased dose dependently the relaxation components in the isolated rat ileum

at the concentrations of 10°-3.10°M.
Key words: Non-adrenergic non-cholinergic nervous system, isolated ileum,

longitudinal muscle, RP 67580, GR 159897, SB 222200, tetrodotoxin, rat, guinea-pig,

mouse.
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RESIMLEMELER LIiSTESI

TABLOLAR

Tablo 1. Otonom sinir sistemi, enterik sinir sistemi ve NANK ndéronlarinda bulunan
bazi transmiterler.

Tablo 2. Memeli tagikininlerinin aminoasid dizilimi (28).

Tablo 3. insan tasikininlerinin NK1, NK2 ve NK3 reseptorlerinde kuvvet siralamasi ve

selektif agonist, antagonist ve radyoligandlara drnekler.

SEKILLLER

Sekil 1. Enterik sinir sistemi.

Sekil 2. RP 67580’nin kimyasal yapisi.

Sekil 3. GR 159897’nin kimyasal yapisi.

Sekil 4. SB 222200’Un kimyasal yapisi.

Sekil 5. NK1 reseptdér antagonisti RP 67580’nin izole sigan, kobay ve fare
ileumlarinda kasilma komponenti Uzerine olan etkisi.

Sekil 6. NK2 reseptor antagonisti GR 159897’'nin izole kobay, fare ve sigan
ileumlarinda kasilma komponenti Uzerine olan etkisi.

Sekil 7. NK3 reseptor antagonisti SB 222200’nin izole kobay, fare ve sican

ileumlarinda kasilma komponenti Uzerine olan etkisi.

70



Sekil 8. izole sican ileumlarinda RP 67580, GR 159897 ve SB 222200’nin kasiima
komponentleri Uzerine olan etkisi.

Sekil 9. izole kobay ileumlarinda RP 67580, GR 159897 ve SB 222200’nin kasiima
komponentleri Uzerine olan etkisi.

Sekil 10. izole fare ileumlarinda RP 67580, GR 159897 ve SB 222200’'nin NANK
yanitlari Uzerine olan etkisi.

Sekil 11. izole sican ileumlarinda tetrodotoksin’in kasilima komponentleri (izerine
olan etkisi.

Sekil 12. izole sican ileumlarinda tetrodotoksin’in gevseme komponentleri (zerine
olan etkisi.

Sekil 13. izole fare ileumlarinda tetrodotoksin’in kasilima komponentleri izerine olan
etkisi.

Sekil 14. izole fare ileumlarinda tetrodotoksin’in gevseme komponentleri lizerine olan
etkisi.

Sekil 15. izole kobay ileumlarinda tetrodotoksin’in kasiima komponentleri (izerine

olan etkisi.
RESIMLER

Resim 1. izole sigan (A), fare (B), kobay (C) ileumlarinda elektriksel alan
stimulasyonu ile elde edilen NANK yanitlari.

Resim 2. izole kobay ileumunda NANK yanitlari ve (A) 10°M RP 67580, (B) 10°M
RP 67580 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.

Resim 3. izole sican ileumunda NANK yanitlari ve (A) 10°M RP 67580, (B) 10"M
RP 67580, (C) 10°M RP 67580 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.

Resim 4. izole fare ileumunda NANK yaniti ve (A) 10°M RP 67580, (B) 10'M RP
67580, (C) 10°M RP 67580 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.

Resim 5. izole sican ileumunda NANK yaniti ve (A) 10°M GR 159897, (B) 10'M GR
159897, (C) 10°M GR 159897 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.

Resim 6. izole fare ileumunda NANK yanitlari ve (A) 10°M GR 159897, (B) 10'M
GR 159897, (C) 10°M GR 159897 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.

Resim 7. izole sican ileumunda NANK yanitlari ve (A) 10°M SB 222200, (B) 10"M
SB 222200, (C) 10°M SB 222200 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.
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Resim 8. izole fare ileumunda NANK yanitlari ve (A) 10°M SB 222200, (B) 10°'M SB
222200, (C) 10°M SB 222200 uygulanmasindan sonraki NANK yanitlari.

Resim 9. izole sigan ileumunda NANK yanitlari (A) 10M tetrodotoksin, (B) 3.10°M
tetrodotoksin, (B) 107M tetrodotoksin, (C) 10°M tetrodotoksin uygulanmasindan
sonraki NANK yanitlari.

Resim 10. izole fare ileumunda NANK yanitlari (A) 10°M tetrodotoksin, (B) 10°M
tetrodotoksin, (C) 107M tetrodotoksin, (D) 10°M tetrodotoksin uygulanmasindan
sonraki NANK yanitlari.

Resim 11. izole kobay ileumunda NANK yanitlari ve (A) 10°M tetrodotoksin, (B)
10M tetrodotoksin, (C) 10”M tetrodotoksin, (D) 10°M tetrodotoksin sonraki NANK
yanitlari.
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