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Sican Mide Fundus Seritlerinde Histamin H; Reseptorleri
Aracili Kasilma Yanitlar1 Uzerine Nitrik Oksitin Rolii
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Amag: Mide fundus diiz kasinda histamin Hj reseptor aracilt kastlmalart Gizerine nitrik oksitin (NO) olast roliini
gbzlemlemektir.

Gereg ve Yontem: Izole edilen sican mide fundus preparatlart organ banyosuna asildiktan sonra ortama histamin
agonist ve antagonistleri ilave edilerek elektriksel alan stimtilasyonuna (EFS) verdikleri kasilma yanitlart incelendi.
Bulgular: Calisma gruplarimizda histamin Hy, Hy reseptorleri sirastyla Hy reseptor blokéri Pirilamin (10-0m) ve Ha
reseptor blokorii (10-0m) Famotidin ile  bloke ettikten sonra elektriksel uyart aracihigt ile elde edilen kasilma
yanitlarina Hj reseptor agonisti (R)-a-metilhistamin’in (RAMH) (10-8- 10-5 m) molar derisimlerinin etkileri kimiilatif
olarak incelendi. Daha sonra NO ile olast bir etkilesimin gozlenmesi amactyla farkli serilerde ortamda NO
prekirsori L-arginin (I-Arg) (10-4m) ve NO sentaz inhibit6rii L-nitro-arginine-methyl ester (L-NAME) (10-4m) ve
kombinasyonlarinin bulundugu halde ayni prosediir tekratlandi, ancak anlamli bir farklilik ile karsilagilimadi.

Sonug: Nitrik oksidin histamin reseptorleri aracili kasidma yanitlart tizerine herhangi bir etkisinin bulunmadig
sonucuna varildr.

Anahtar Kelimeler: Histamin Hj reseptor, Nitrik oksit, {leum, (R)-a-Metilhistamin, Kasilma, Elektriksel alan
stimiilasyonu.

The Role of Nitric Oxide on Histamine Hj; Receptors Mediated Rat Gastric Fundus Contractile
Responses

Objective: Determining the possible effects of nitric oxide (NO) on histamine Hj receptor mediated contractile
responses on gastric fundus smooth muscle.

Material and Methods: Isolated rat gastric fundus preparations were mounted on isolated organ bath. Histamine
receptor agonist and antagonists were added to the bath solution, then the electrical field stimulation (EFS) induced
contractile responses were evaluated.

Results: In our study groups after blocking the histamine receptors Hy by Pyrilamine (10-6m) and H by Famotidine
(10-6nm); contractile responses given to the histamine H3 receptor agonist (R)-a-methylhistamine (RAMH) on (10-8-
10->m ) molar concentrations were observed. The same protochol was carried out to view the changes in the
presence of NO precursore L-arginin (L-Arg)(10-n, NO synthase inhibitor L-nitro-arginine-methyl ester (L-
NAME) (10#m) and combination of them.

Conclusion: It was concluded that there were no significant effect of NO on the contractile responses of histamine
receptors since the presence of NO precursore L-Arg (10-m) and NO synthase inhibitor L-NAME ~ (10-4m ) and
combination of them made no differences in the contractile responses.

Key Words: Histamine Hj receptor, Nitric oxide, Gastric fundus (R)-A-Methylhistamine, Contractility, Electrical
field stimulation.

Histaminin diiz kas kasilmalari tizerine stimiilan etkisi bilinmektedir.! Histamin Hj resept6ri ilk olarak sican beyin
kortikal dilimlerinde identifiye edilmis ve histamin salinimint inhibe ettigi ve non histaminerjik sinitlerde bulundugu
gésterilmi§tir.2 H; reseptorlerinin  tanimlanmast selektif histamin Hj; reseptér agonist ve antagonistlerinin
tanimlanmasina yol agmistir.? (R)-a-metilhistamin (RAMH) selektif histamin Hj reseptor agonistidir? ve bu agoniste
kars1 gelisen yanitlar Hy ve Hz reseptor antagonistleri tarafindan etkilenmez; ancak histamin Hj reseptor antagonisti
tiyoperamid tarafindan azaltilirlar.*
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Nérotransmisyonu azaltict yonde bir fonksiyonla Hj
reseptorleri myenterik pleksusun kolinerjik ve non
adrenerjik non kolinerjik néronlarinda  bulunur.®
Yapilan calismalarda diz kaslarda cesitli kontraktil
ajanlart  modifiye  edememesi  nedeniyle Hj
reseptorlerinin néronal seviyede bulunduklart iddia
edilmisse de, daha sonra yapilan caligmalarda Hj
reseptorlerinin hava yollart epitelyumunda ve diz
kaslarda kavsak sonrast bolgelerde bulunabilecedi
gosterilmigtir.o-8

Histamin H; ve H reseptor antagonistlerinin sigan
mide fundusunda elektriksel stimiilasyonla uyarilan
diz kas kaslmalarini enterik néronlar aracitliy ile
gerceklestigi distintlmektedir.”

Histamin Hs reseptorleri orijinal olarak rodent
serebral  korteksinde  histamin  iceren  sinir
terminallerinde  inhibitér  otoreseptdtler — olarak
tanimlanmistir.' Ancak hem santral ' hem de
periferik dokularda 12 Hj; stimilasyon ile ¢esitli
nérotransmiterlerin saliverilmesinin inhibe edildigi de
gosterildikten sonra kobay gastrointestinal sisteminde
Hj ligandlarinin baglanma bolgeleri tesbit edilmistir.!?

NO nonadrenetjik-nonkolinerjik sistemin 6nemli bir
mediyatoridir.  Postsinaptik sentez edilip salinan
NO presinaptik ugtan girerek guanilat siklaz (GC)
aktive eder, siklik guanozin monofosfat (cGMP)
artar, bu da transmitter salinimini artirir,

RAMH’in kedilerde mezenterik vaskuler yatakta
kastlma yanitlarini nitrik oksit sentaz inhibitéri L-
NAME’in azalttigt ancak siklooksijenaz inhibitérii
sodyum meklofenamatin etki etmedigi, bu nedenle bu
yolakta nitrik oksitin bir rolii oldugu, ancak bunu
siklooksijenaz yolagi tzerinden gerceklestirmedigi
ileri strtlmugtur. 14

Amacimiz sican mide fundus diz kasinda histamin
Hj reseptotleri aracilt kasilma yanitlari iizerine NO’in
olast etkilerinin incelenmesidir.

GEREC VE YONTEM

Caligmamizda Dicle Universitesi Saglhk Bilimleri
Uygulama ve Arastirma Merkezinden (DUSAM)
Dicle Universitesi Deney Hayvanlart Etik Kurulu
tarafindan onaylanarak temin edilen her iki cinsten 60
adet eriskin Wistar Albino sican (250-300g) kullanild1.

Eter ile anestetize edilen siganlar eksanguinasyon ile
sakrifiye edilerek karn  bosluklart  longitudinal
abdominal insizyon ile acilarak mide karin

boslugundan cikarildiktan sonra mide fundusu pilorik
bélgeden ayrildt ve Vane Yontemine!® gbre mide
fundusu kiiciik kurvaturdan kesilip acilarak transvers
kesilerle 2-3 cm’lik stripler hazirlanarak icinde 37°C'a
kadar 1sitilmis tirod solisyonu bulunan bir kaba
kondu. Her bir strip ayrt bir deneysel protokol icin
kullaniddi. Doku seritleri aynt gln icinde kullanildy
hemen kullanilamayan seritler tirod solisyonu icinde
+4°C' de sakland:.

Her grupta her iki cinsten sican preparati esit sekilde
kullandmistir.  Her  bir  sicandan  hazitlanan
preparatlarin her birine farkli prosediir uyguland: ve
gin icinde kullanim siralarinin homojenize edilmesi
amaciyla prosediitlerin siralamalart diizenli bir sekilde
degistirildi.

Deney stiresince hayvan haklart ile ilgili olarak
Amerika Birlesik Devletleri Saglik Enstitiileri (NIH)
tarafindan belirlenen kriterlere 6zenle uyuldu.

Deneyde kullanilan Tirod Soltsyonunun bilesimi
NaCl: 139.2mmol/It, KCl 2.7 mmol/lt, NaH,PO, 0.4
mmol/lt, CaCl, 1.8 mmol/It NaHCOj3 11.9mmol/lt,
MgCl, 0.49 mmol/lt, Glukoz 5.5 mmol/It.

Deney suresince sempatik sistem veya prostaglandin
kaynakli yanutlarin satagmasini 6nlemek amaciyla tirod
solisyonu bilesimine 10> M propranolol ve 10> M
indometasin ilave edildi. Dokular 10 ml tirod
solisyonu iceren organ banyosuna 1 g’hk gerilim
uygulanarak asildi. Doku 6rnekleri iki adet platin tel
elektrod arasina yerlestirildi ve elektrotlarin dokuya
direkt olarak temas etmesi saglandi. Banyo soliisyonu
37°C 1sida tutuldu ve strekli olarak havalandirildi. Bir
manivela araciligiyla izotonik kasimalar isli kagida
kaydedildi. Ortama cesitli agonist veya antagonist
maddeler ilave edilerek doku Srneklerinin elektriksel
stimtlasyona verdikleri yanutlar incelendi. Elektriksel
alan stimilasyonu kare dalga, 75 mA, 1ms, 25 Hz, 15
sn seklinde uygulandi.

Tum ilaglar icin deneyler 6ncesinde 1mM’lik stok
solisyonlar  hazirlandi.  Kullanilmayan  stok
solisyonlar derin dondurucuda muhafaza edilirken,
bunlardan hazirlanan dilie solisyonlar buzdolabinda
+4°C’de saklandi. Stok soltsyonlar ve bunlardan
hazirlanan konsantrasyonlar tipleriyle birlikte haftada
bir yenilendi.

Solvent olarak kullanilan distile su temininde
Autostill™, Jencons Scientific Lim., Cherrycourt Way
Industrial Estate cihazt kullanildi.
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Kullanilan Tlaglar: Heksametonyum (Sigma Co.),
Atropin  (Sigma Co.), Propranolol (Sigma Co.),
Indometasin (Sigma Co.), Pirilamin (Sigma Co.),
Ranitidin (Sigma Co.) Famotidin (Mustafa Nevzat
ilag  san)), R-(a)-Metilhistamin ~ (Sigma  Co.)
Tiyoperamid (Sigma Co.), L-Arginin (Sigma Co.), N-
omega-Nitro-L-Arginine Methyl Ester Hydrochloride
(L-NAME) (Sigma Co.).

Gruplar:

1.grup:Pirilamin (10¢ M) + Famotidin (10° M) +
RAMH’in  (108-10°M) kasilma yanitlart tzerine
etkileri incelendi.

2.grup:Pirilamin (10¢ M) + Famotidin (10°¢ M) +
Tiyoperamidin(10-> M) kasilma yanutlari tizerine olan
etkileri incelendi.

3.A. grubw:Pirilamin (10¢ M) + Famotidin (10 M)
+ L-Arginin (104 M) + RAMH  (10%-10°M)
derisimlerinin etkileri kiimiilatif olarak incelendi.

B. grubu:Pirilamin (10¢ M) + Famotidin (10-¢ M) +
L-NAME (104 M) + RAMH (10%-10°M)
derisimlerinin etkileri kiimulatif olarak incelendi.

C grubu:Pirilamin (10-° M) + Famotidin (106 M) +
L-Arg + L-NAME (104 M) + RAMH  (10-8-10-°M)
derisimlerinin etkileri kiimulatif olarak incelendi.

Elektriksel alan stimilasyonu ile elde edilen kasilma
yatutlart tzerine RAMH  inhibitér etki glctini
gostermek amactyla 1Cso degerleri lineer regresyon
kullanilarak saptandi.

Verilerin  degetlendirilmesinde paired t testi ve
Kruskal Wallis Veryans analizi testi kullanilds; p< 0,05
ise gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu kabul
edildi.

BULGULAR

1.Grup: Mide fundus preparatlarinda 106 M
pirilamin+10-* M famotidin bitlikte uygulandiklarinda
olusan referans yanit RAMH tarafindan agagidaki
grafikte  gorildugi gibi  kademeli bir sekilde
inhibisyona ugradi. RAMH’in 108 derisiminde elde
edilen kaslma yanitt %76,84£5,0, 107 derisimde
%065,2%3,9, 10-¢ derisimde %55,5 7,8, 10> derisimde
ise %47,8 13,9 olarak kaydedilmistir (p<0,05) (n=6)
(Sekil 1).

2.Grup. Mide seritlerinde 100 M pirilamin + 10°M
famotidin varliginda elde edilen referans yantlardan
sonra ortama 10-> M tiyoperamid ilavesi ile kontraktil
yanitlar %140,0 * 17,0 olarak elde edildi (p<0,05)
(n= 6) (Sekil 2).

Sekil 1. Pirilamin 10 M +Famotidin 10 M + RAMH grubu (10
106 M)(n=6)
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Sekil 2. Pirilamin 106 M +Famotidin 10° M +Tiyoperamid 10> M
grubu (n=0) .

MiDE
< 200
= 150 T
B 100 -
$ 50
2 0 ‘
PIRIFAM PIRHFAMFTIY O

3.AGrubu: Ortamda 10¢ M pirilamin + 10¢ M
famotidin +104 M L-NAME bulundugunda elde
edilen kasilma yanitlarinin RAMH’in kiimulatif olarak
artan derisimleri ile kademeli bir inhibisyona ugradig:
saptandt. RAMH’in 10% derisiminde elde edilen
kastlma yanit1 % 79,5 £ 3,8, 107 derisimde % 66,8 *
2,9, 106 derisimde % 51,8+2,1, 10> derisimde ise %
46,8+2,8 olarak degismistir (p<0,05) (n= 6)(Sekil 3).

B.Grubu: Ortamda 106 M pirilamin + 10¢ M
famotidin varhiginda elde edilen kontraktil yanitlar
ortama 10+ M L-Arginin ilavesinden sonra RAMH
kiimilatif olarak artan derisimleri ile asamali olarak
inhibisyona ugradi. RAMH’in 10-® derisiminde elde
edilen kastlma yanitlart % 77,2 £ 2,7, 107 derisimde
% 65324, 106 derisimde % 53,2+3,1, 10°
derisimde ise % 48,3£2,8 olarak degismistir (p<0,05)
(n=0)(Sekil 3).

C.Grubu: Ortama 10¢ M pirilamin + 10¢ M
famotidin + 104 M L-Arginin + 104 M L-NAME
ilave edildikten sonra kasilma yanitlat RAMH’in
artan derisimlerinde kademeli bir inhibisyona ugradi.
RAMH’in 108 derisiminde elde edilen kasilma yaniti

9,70,743,9, 107 derisimde %61,5+3,9, 10 derisimde
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%51,3 +4,8, 105 derisimde ise %46,5 43,0 olarak
kaydedilmistir (p<0,05) (n=6)(Sekil 3).

Son li¢ grubumuzun grafikleri birlikte gOsterilmistir
(Sekil 3).

Sekil 3. Nitrik oksid substratt I-arg 104 M ve Nitrik oksit sentaz
inhibitéri L-NAMFE’in 10* M ortamda aym ayn ve birlikte
bulunmalart halinde RAMH yanitlarindaki degisim (n=0).
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Sican mide fundus seritlerinde elektriksel alan
stimtlasyonu ile uyarilan kontraktil yanitlart inhibe
eden RAMH 1Cso degerleri agisindan gruplar arast
fark gézlenmedi. (p>0,05) (Tablo 1).

Tablo 1. Farkli serilerde RAMH’in ICs) yoninden aralarinda
herhangi bir farka rastlanmamustir.

MIDE (R)AMH
1C50
Pirilam + Famotidin + RAMH -5,327
Pirilam + Famotidin + L-Arginine + RAMH -5,504
Pirilam + Famotidin +L-NAME + RAMH -5,592

Pirilam + Famotidin +L-Arginine + L-NAME +  -5,385
RAMH

TARTISMA

Histamin Hj reseptorlerinin bulunugu aragtirmacilarin
histaminin gastrik seviyede aktivitesini incelemesine
neden olmustur. In vivo calismalar histamin Hj
reseptor agonisti R-g-metilhistaminin pentagastrin
tarafindan indiiklenen  gastrik asit sekresyonunu
inhibe ettigini gostermislerdir.!®

Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda gastrointestinal
diz  kasmna  elektriksel  alan  stimilasyonu
uygulandiginda da néronal asetilkolin saliverilmesine
bagli olarak kastlma yanitlart saptanmustir.!” Dokular
fizyolojik soliisyon icinde inkiibe edildigi zaman sinir
pleksuslarinin  parasempatik  sinir  uclarindan
asetilkolin salgilandigt ve bu saliuimin  elektriksel
stimiilasyon sonucu arttil ve bu artisin adrenerjik ve
kolinerjik reseptorler tarafindan modile edildigi

belirlenmistir.!8:1

Elektriksel alan stimilasyonu sonucu saliverilen
asetilkolin mast hiicrelerinden histamin salgilamasini
uyarir.?0 Saliverilen histamin asetilkolin ile indtiklenen
kontraktil yanitlart potansiyelize eder. Histaminin bu
katkist Hy ve Hy reseptorlerinin agonistleri tarafindan
taklid edilirken antagonistleri tarafindan bloke edilir.?
Hi ve H: reseptorlerinin kobay gastrointestinal
sisteminde de bulundugu ve cksitatér yanitlara
aracilik ettigi bildirilmigtir.?!-24

Histamin H; ve H: reseptotlerini ayri ayri bloke
ettigimiz zaman kastlma yanitlarinda dists saptandi.
H; ve H; reseptorlerini aynt dokuda bloke ettigimiz
zaman kaslma yamitlarindaki  disis  artt.  H2
reseptorlerinin olusturdugu inhibisyon H1
reseptorlerine gore belirgin olarak daha fazlaydi. Bu
sonuca gbre Hy reseptorlerinin  kasidma  yanitt
tzerinde Hi reseptorlerine gore daha agichkli bir
etkisinin bulunabilecegi kanisina varilmasina neden

oldu.

Coruzzi ve arkadaglart kobay duodenumunda H»
agonistleri tarafindan olusturulan ancak Hj reseptor
blokétleri ile bloke edilemeyen kasilma yanitlarinin
anormal reseptorlere veya non-spesifik
mekanizmalara dayandirilamayacagini, bunun tgiinc
ve yeni bir histamin  reseptdr  tipinden
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.?> Bertaccini ve
Zappia ise kobay gastrointestinal sisteminde tclinci
bir histamin reseptor alttipini tanimlamuglardir.?* Hj
reseptorleri olarak tanimlanan bu reseptorlerin kobay
beyin ve periferal dokularinin presinaptik = sinir
terminallerinde  bulundugu; histamin  ve  diger
nérotransmiterlerin sentez ve saliverilmesini negatif
olarak kontrol ettigi gOsterilmistir.!%-12.26 H;
reseptorlerinin sican midesinde bulundugunu ifade
eden calismalar mevcuttur.?’

Histamin H; ve H; reseptorleri ayrt  dokularda veya
her ikisi aymi dokuda bloke edildigi zaman
tiyoperamidin kasilma yamtlarint - artirdigl gorilda.
Histamin H; ve/veya H reseptor blokasyonunun
kastlma yanutlarini azaltmasi nedeniyle tiyoperamidin
etkisinin belirgin olarak goéraldigt; H; ve H»
reseptorler  kapalt iken Hj; reseptér blokajinin
kolinerjik desarja bagli kasilma yanitlarint artirdigs
kanisina varildr.

Yine histamin H; ve Hy reseptorleri ayri dokularda
veya her ikisi ayn1 dokuda bloke edilerek Hj reseptor
agonisti bir bilesik olan RAMH 108, 107, 106 ve 10
molar  derisimlerinin  etkileri kimilatif olarak
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incelendi. RAMH artan derisimlerinde kasilma
yatutlart Uzerinde kademeli bir azalma gosterdi.
Ancak Hj reseptorlerinin gastrik fundus preparatlar
kontraktil aktivitesi tizerine yapilan ¢alismalarin son

derece kisitll olmast nedeniyle muhtemel etki
mekanizmalari konusunda yeterli bilgiye
ulastlamamustit.

Yapilan calismalarda nitrik oksitin  histamin Hp
reseptor mRNA’sinin downregilasyonunu
indiklemesine aracihk ettigi gosterilmis 2 olmasina
ragmen calismamizda ortama L-Arg veya L-NAME
veya her ikisinin ilave edilmesi durumunda EFS
yanitlarinda herhangi bir farklilik gézlenmemistir.

Sonug olarak selektif Hj agonisti RAMH kontraktil
yanitlarda belirgin bir azalmaya neden olmast ve bu
etkilerin yine selektif Hj; reseptér antagonisti
tiyoperamid tarafindan artirlmig olmasi nedeniyle
histamin Hj reseptoriiniin sican mide fundus diz
kasinda Hi ve H» reseptorlerine zit yonde etki ettigi
ve kas kontraksiyonunun inhibisyonuna aracilik ettigi
ancak mevcut dizenekteki calismamizda nitrik
oksidin histamin reseptdrlerini mide fundus diiz kas
kasilmalar1 yontinden etkilemedigi sonucuna varilds.
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