ARSIV 2007; 16: 111

_Enterik Sinir Sistemi: Nitrik Oksi_t ve Vazoaktif
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1.Girig

Gastrointestinal kanalin tonus ve motilitesinin diizenlenmesi temel olarak
otonom sinir sisteminin kontrolU altindadir. Otonom sinir sistemi parasempatik
sistem, sempatik sistem ve non-adrenerjik non-kolinerjik (NANK) sistemden
olugur. Sayillan bu sistemlerin organizasyonu gastrointestinal sistemin
duvarinda diger sistemlere gére bazi farkliliklar gosterir ve bu 6zelliginden
Otard enterik sinir sistemi diye adlandirilir. Kolinerjik ve adrenerjik sistemin
ucundan saliverilen nérotransmiterler sirasiyla asetilkolin ve noradrenalindir.
Bu klasik sistemlerden ayri olan NANK sinirlerin ucundan salinan inhibitor
néromediyatorlerin kimligi uzun zamandan beri arastiriimaktadir?. Nitekim
1970'lerin basinda adenozin ve ATP gibi pl','lrinler3, ardindan seksenli yillarla
birlikte vazoaktif intestinal peptid (ViP) ve P maddesi gibi néropeptidler* ve
90h yillarda nitrik oksit (NO) néromediyator adaylari olarak ortaya atilmistir®.
NO L-arjinin aminoasidinden O, molekiliniin de yer aldigi bir reaksiyonla NO
sentaz (NOS) enzimi araciligi ile sentezlenir®. Ug tip NOS enzimi mevcuttur:
(1) Néronal NOS (nNOS; tip-1), (2) induklenebilen NOS (iNOS; tip-Il) ve (3)
endotelyal NOS (eNOS; tip-1ll)°. NO’ya bagl etkiler NO'nun kendisinden,
hedef dokudaki reseptori olan soliibl guanilat siklazi aktive ederek acgiga
cikardigi cGMP’den veya cGMP ile aktive olan protein kinaz G (PKG)'den
kaynaklanabilir®.

Yapilan birgok immuinohistokimyasal ¢alismada enterik sinir sistemindeki
noéronlarda NOS ve ViP’in birlikte lokalize oldugu gésterilmistir. Ancak NO ile

*Kahramanmaras Siitgii imam Universitesi Tip Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dali,
KAHRAMANMARAS

111



Arsiv, 2007 Ergiin

VIP arasindaki iliskinin boyutu konusunda gériis birligi olusmamistir.
Arastirmacilar elde ettikleri bulgulara gore iki hipotez ileri surmuslerdir: (1)
Paralel yolaklar hipotezi ve (2) seriyal-kaskad hipotezi.

Birinci hipotezde NO ve VIP’in sinirsel uyarl sonucu presinaptik bélgeden
ayri saliverildigi ve gevseme cevaplarini birbirlerinden bagimsiz olarak
kendilerine has farkl ikinci ulak mekanizmalar ile meydana getirdikleri iddia
edilmistir. ikinci hipotezde ise, sdz konusu olan memeli tiirine gére
degismekle birlikte, NO veya ViP’in primer nérotransmiter oldugu, primer
norotransmiterin digerinin saliverilmesini ya da Uretimini presinaptik ve/ya da
postsinaptik bélgede reglle edebilecegi ve cgesitli tir ve dokularda farkhlik
gosteren bir etkilesme kalibi olabilecedi 6nerilmistir.

Asagida her iki hipotezi destekleyen calismalar tarihsel gelisime goére
siralanmis, bu vyapilirken gastrointestinal kanalin degisik bolimleri
(6zofagustan internal anal sfinktere kadar) detayli bir sekilde incelenmistir.

2.0zofagus ve alt sfinkteri

Ozofagus ve alt sfinkteri sindirim sisteminin agizdan sonra gelen ilk
kismini olusturur ve en 6nemli iglevi besinlerin agizdan mideye ulastiriimasini
saglamaktir. Ozofagusun duvarindaki ¢izgili ve diiz kaslar olusturduklari
peristaltik hareketlerle besinlerin asagiya dogru kaymasini saglarlar; alt
6zofagus sfinkterine ulasan besinler bu bdlgenin gevsemesi ile mideye
ulagirlar. Ginimiize kadar yapilan arastirmalar 6zofagusun bu fonksiyonunda
adrenerjik ve kolinerjik sistemin klasik nérotransmiterleri kadar NO’ ve VIP’in
(asagdiya bakiniz) de roltintin oldugunu gostermigtir.

2.1. Ozofagus

Siganda 6zofagusu da kapsayacak sekilde tiim gastrointestinal sistemde
NOS ve ViP'in birlikteligi histokimyasal olarak gosterilmistir; bu galismada
spesifik bir nNOS belirteci olan nikotinamid adenin dinikleotid fosfat-diaforaz
(NADPH-diaforaz) boyama teknigi kullaniimistir®. Ayni sekilde, insan
6zofagusunda NOS enziminin varli§gi imminohistokimyasal ve NADPH-
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diaforaz varligi ile gdsterilmis, ayrica VIP ve galanin gibi néropeptidlerle
birlikteligi anlamli olarak tespit edilmistir®. Opozumda yapilan bagka bir
calismada diz kas hicrelerinde NADPH-diaforaz tayini ile birlikte cesitli
noéropeptidlerin birlikteligine bakilmis ve sonu¢ olarak NADPH-diaforaz
aktivitesine calcitonin gene-related peptide (CGRP) (%59), galanin (%54) ve
VIP (%53) gibi medyatérlerin eslik ettigi saptanmistir'®. Benzer olarak domuz
gastrointestinal kanalinda NO igeren néronlarla birlikte VIP ve galaninin varligi
gosterilmistir™.

Bu bulgular 1siginda 6zofagusta NO ve ViP'in fonksiyonel bir roli
olabilecegi sonucuna varilabilir; ancak paralel yolaklar ve seriyal-kaskad
hipotezlerinin ~ varligini  sorgulayan  klasik  farmakolojik  ¢aligmalar
bulunmamaktadir. Bu nedenle bu hipotezlerin 6zofagusta gecerliliginin
kanitlanmasi arastiriimasi gereken agik bir alandir.

2.2.0zofagus alt sfinkteri

Opozum bézofagus alt sfinkter seritlerinde VIP (1 nM-1 uM) ile in vitro
sartlarda olusturulan gevsemeler bir NOS inhibitéri olan Nw-Nitro-L-arginine
(L-NNA) tarafindan degistiriimemistir'?. Benzer olarak képek 6zofagus alt
sfinkterinde  VIP ile  olusturulan gevsemeler L-NNA tarafindan
etkilenmemigtir”. Ayni sekilde opozum alt dzofagus sfinkterinde VIP ve
CGRP ile olusturulan gevseme cevaplari L-NNA varligindan etkilenmemistir**.
Kedi alt 6zofagus sfinkterinde histokimyasal olarak NADPH diaforaz ve VIP
birlikteligi gosterilmistir’>. Ayni deney hayvani tirinde &zofagus alt
sfinkterinde kisa sureli elektriksel stimulus (ES) ile olusturulan néron kaynakli
gevsemeler L-NNA ile timulyle ortadan kaldirilirken, L-NNA varliginda uzun
sireli ES uygulandiginda gevseme yanitlari olusmus ve bunlar VIP-
antiserumu ile inhibe edilmistir®®. Kedi 0zofagus alt sfinkterinde yapilan baska
bir calismada, disik frekans ve kisa sureli elektriksel gevsemelerden NO,
yiiksek frekans ve uzun sireli gevsemelerden ise VIP sorumlu bulunmustur’.
Opozum sfinkterinde ES ile olusturulan gevsemeler bir solubl guanilat siklaz
inhibitért olan [1H-[1,2,4]Oxadiazole[4,3-a]quinoxalin-1-one] (ODQ) ile bloke
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olmus ancak eksojen VIP gevsemeleri etkilenmemistir: Sonugcta ViP’'in NO-
cGMP (zerinden etki yapmadigi ifade edilmistirls. Ayni dokudaki baska bir
galismada, VIP gevsemeleri L-NNA, ODQ ve bir adenilat siklaz inhibitérii olan
SQ22536 ile inhibe olmus ve ViP gevsemelerinden cAMP ve NO-cGMP
aksinin sorumlu olabilecegi 6nerilmistir’®. Ote yandan domuzda yuritiilen bir
galismada sodyum nitroprussid (SNP; NO donérii), VIP, Pituitary Adenilat
Siklaz Aktive edici Peptid (PACAP) ve ATP gevsemeleri L-NAME ve ODQ ile
bloke olmamistir®. ES’ye bagli gevsemeler ise L-NAME ve ODQ ile anlamli
olarak inhibe edilmig, non-nitrejik ES gevsemeleri ise apamin (ATP duyarl
potasyum kanal inhibitéri) tarafindan gugli bir sekilde, alfa-kimotripsin
(peptidaz) ile ise hafif bir sekilde dnlenmistir®®. Bu bulgular isiginda 6zofagus
alt sfinkteri gevsemelerinden iki komponentin sorumlu oldugu belirtilmistir: ilki
NO’nun rol aldigi nitrerjik komponent, digeri ise ATP ve kismen ViP’in rol
aldigi non-nitrerjik komponenttirzo. Bu nérotransmiterler arasinda karsilikh bir
etkilesme tespit edilememistir®.

Ozofagus alt sfinkterinde kisa sireli gevsemelerden NO, uzun sireli
gevsemelerden ise VIP’in sorumlu oldugu sdylenebilir. Ancak VIP ile NO
arasindaki etkilesimi inceleyen alti galismadan sadece birinde iligki bulunmasi
fakat besinde etkilesme saptanamamasi bu dokuda seriyal-kaskad
modelindense paralel yolaklar hipotezinin gegerli oldugunu telkin etmektedir
(Tablo I).

Tablo I. Ozofagus alt sfinkterinde VIP-NO etkilegimi

Metod VIP-NO etkilegimi Kaynak
Var Yok
Opozum lzole organ v 12
Kopek izole organ \ 13
Opozum Izole organ N 14
Opozum izole organ v 18
Opozum lzole organ N 19
Domuz izole organ \ 20
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3. Mide

Mide fundusundaki NANK ndéronlar besinlerin alinmasi esnasinda ortaya
¢ikan, midenin akut olarak gevsemesine ve bdylece liimen igi basincin sabit
kalmasina olanak saglayan adaptif gevsemeden sorumludur®’. Adaptif
gevsemeden sorumlu gastrointestinal nérotransmiterlerin tespiti ve bunlarin
etki prensipleri énemli bir arastirma alani olmustur ve bu konudaki
arastirmalar halen devam etmektedir. Mide fundusunun NANK
innervasyonunda rol alan gastrointestinal mediyatérlerden birinin ViP oldugu
yoninde kobayda, sicanda ve kedide vyapilan c¢alismalarda kanitlar
bulunmU§tur22‘23’Z4. Bununla beraber NANK gevsemelerin VIP komponenti
ViP-antiserumu ile bloke edildiginde dahi rezidiiel bir gevseme kalmis ve bu,
ViP’in disinda baska gastrointestinal ndrotransmiterlerin de (Peptid Histidin
izolésin (PHI), ATP gibi) olabilecegini diistindirmistir™?*. Nitekim sigan
mide fundusunda olusturulan NANK gevsemelerin bir PHI antiserumu ile
azaltildigi gbsterilmi§tir26. Ayni dokuda NANK ndron kaynakli gevsemeler o,
metilen ATP ile yapilan ATP desensitizasyonu ile inhibe olmus, ayrica
ATP’nin ES’na bagh olarak saliverildigi bulunmustur?’. Daha sonra yapilan bir
calismada, ViPin ES (8, 16, 32 Hz, 2 dak) sonucu saliverildigi
radyoimmunassay yontemi ile sican mide fundusunda tespit edilmigtirzs.

Tdm bu gelismelerin yaninda damar endotelinde NO’nun asetilkoline bagl
gevseme cevaplarindan sorumlu oldugunun kesfedilmesi gastrointestinal
sistemde de NO’nun rolinin olabilecedi sorusunu gindeme getirmistir. Bu
gorisle paralel olarak sican mide fundusunda yapilan bir calismada NANK
néronlarin 6zellikle disuk frekans ve kisa sureli ES ile uyariimasiyla agiga
cikan gevsemelerin N-monometil-L-arjinin (L-NMMA: NOS inhibitori) ile gugli
sekilde inhibe oldugu ve NO’nun bu gevsemelerden agirlikh olarak sorumlu
olabilecegi tespit edilmigtirzg. Ayni ¢alismada uzun sireli ES gevsemelerinin
de L-NMMA varliginda daha az da olsa 6nlendigi, ViP-antiserumunun bu
gevsemeleri kismen bloke ettigi ve L-NMMA ile ViP-antiserumu
kombinasyonunun inhibitér etkiyi daha da arttirdigi bulunmustur®. Ustelik ViP
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(1 nM) ile olusturulan gevsemelerin L-NMMA tarafindan kismen bloke edildigi,
ancak 10 nM VIP gevsemelerinin ise etkilenmedigi gésterilmistirzg.
Calismacilar kisa ve disik frekansli NANK néron kaynakh gevsemelerden
NO’nun, yilksek frekansh ve uzun sirelilerde ise ViP’in rol alabilecegini,
bunlarin diginda ayrica lglinci bir medyatorin de katkisinin olabilecegini ve
noronlardan saliverilen ViP’in NO dretimine sebep olarak gevseme yanitlari
ortaya c¢ikarabilecegini iddia etmiglerdirzg. Bu iki norotransmitter adaylarindan
NO’nun solubl guanilat siklazi aktive ederek cGMP diizeylerini arttirdigi®,
ViP’'in ise adenilat siklazi aktive ederek cAMP ({izerinden etkilerini ortaya
koydugu baska calismalarda gésterilmistir31. Ayrica dusik frekanslardaki
ES’nin ¢cGMP iretimine ve VIiPin ve 5 Hzlik ES’nin ise cAMP acida
cikmasina neden oldugu sigan mide fundusunda gésterilmistir>. Ayni dokuda
yapilan baska bir galismada ES (0.5, 1, 2, 4, 8 Hz, 20 s) ile olusturulan NANK
gevsemelerin L-NNA ile, rezidiel bir gevseme kalmakla birlikte, énemli
oranda inhibe oldugu, éte yandan VIiP (0.1, 1 ve 10 nM) ve ATP (0.1 mM)
gevsemelerinin bu NOS inhibitéra varliginda inhibe olmadigi bulunmustur®.
Kobay mide fundusunda, “bazal tonus’ta ES ile dislk frekanslarda ve
yuksek frekanslarda elde edilen gevseme yanitlari L-NNA tarafindan sirasiyla
tamamen ve orta derecede inhibe edilmistir; ayrica VIP (1, 10 ve 100 nM) ile
olusturulan gevsemeler L-NNA tarafindan bloke edilmemistir**. Aksine kobay
mide fundusu seritlerinde elektriksel stimulusla (1, 8 Hz; 1 dk) “bazal tonus”ta
olusturulan gevsemelerin L-NNA ile kismen inhibe oldudu, bu gevsemelere
VIP saliverilmesi ile NO ({retiminin eslik ettigi, NO dretiminin L-NNA ile
tamamiyla ortadan kaldirildigi, VIP saliverilmesinin ise L-NNA ile kismen
inhibe oldugu gosterilmistir’®. Ayrica aksonal sodyum kanal blokeri olan
tetrodotoksin VIP ve NO iretimini tamamiyla ortadan kaldirmistir™®. Ayni
dokuda duz kas seritlerinde ve izole hilcrelerinde tamamlanan deneylerde,
VIP ile agiga gikan gevsemelerin L-NNA ile anlamli sekilde bloke oldugu,
ViP’in etkisi sonucu (retimi artan NO’nun ise L-NNA varliginda tamamen
ortadan kalktigi gésterilmistir®. Ote yandan izoprotorenol (beta-2 reseptor
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agonisti, CAMP aciga cikarir) ViP’in aksine sonuglar vermis ve NO (retimi ile
alakas! bulunamamistir; bu da ViP’in NO iiretimi izerindeki etkisini cAMP
aracihigiyla yapmadigini telkin etmektedir®. Bu sonuglar altinda, VIP’in primer
ndrotransmiter oldugu, cAMP yolagiyla olusturdugu gevseme yaninda, diz
kas hicresinde Uretimine neden oldugu NO sayesinde de gevseme
yanitlarina katki sagladigi ve NO’nun presinaptik ugtan ViP’in saliveriimesini
arttirdigi ileri striiimustir®>.

Bu bulgularin aksine sigan mide fundusunda VIP (3 nM) ile ortaya gikan
gevsemeler bir NOS inhibitérii ile inhibe olmamistir ve L-NNA nérondan ViP
saliverilmesini de etkilememistir36. Ayni dokuda yapilan baska bir ¢calismada,
VIP gevsemelerinin L-NNA ile bloke olmadigi, NO gevsemelerinin de tripsin
varliginda degismedigi tespit edilmistir37. Fonksiyonel farmakolojik bu
c¢alismalarin yaninda NOS enziminin varligi imminositokimya ydntemiyle
sigan mide duvarinda ve vagal eferent sinirlerde gdésterilmistir; ancak ViP
pozitif néronlarda NADPH aktivitesine rastianmamistir®®*°.

Kobay mide fundusu diiz kas hiicrelerinde yapilan bir galismada, ViP’in
cAMP yaninda NO ve cGMP (uretimine sebep oldugu, bu etkilerin L-NNA ve
bir solubl guanilat siklaz inhibitéri varliginda engellendigi gésterilmistir‘m.
Ayrica, VIP ile aciga ¢ikan gevseme cevaplarinin L-NNA, solubl guanilat
siklaz inhibitéri ve cGMP ile aktive olan PKG inhibitéri varliginda da
azaltildig1 tespit edilmis, 6te yandan ekstraseliler NO vyakalayicisi olan
oksihemoglobin etkisiz kalmistir; bu nedenle ViP’in intraseliiler NOS’u aktive
ederek NO uretimine sebep oldugu sonucuna variimistir; ayrica isoprenalin’in
NO ve cGMP dretimine sebep olmadi§i ancak maksimal gevseme
cevaplarinin  PKG inhibitorlerince azaltildigi gerIngtUr“o. Bu sonuglar
Isi§inda, ViP’'in cAMP-PKA yolagina ek olarak NO-cGMP-PKG (izerinden de
gevsemelere sebep olabilecegi, isoprenalin’in ise yiksek dozlarinda PKG
aktive edebilecegi sonucuna ulasilmistir®.

Kedi mide fundusunda ES ile olusturulan gevsemelerin kisa fazi L-nitro-
arginine-methyl ester (L-NAME: NOS inhibitéri) ve daha az oranda tripsin ile
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inhibe olmus, uzun fazi ise tripsin ile bloke olmus, bu iki ajan birlikte
verildiginde aditif bir etki ortaya ¢ikmistir*’. Sonug olarak NO ve muhtemelen
ViP’in bu gevsemelerde rol aldigi sonucuna varilmistir®’. Ayrica ViP (100 nM)
ile olusturulan gevsemeler bu NOS inhibitori ile etkilenmemis, ancak ayni
dokuda NO ile ortaya ¢ikan yanitlarin plato kisminin bir peptidaz olan tripsin
ile inhibe oldugu goériimis ve bu fazda bir néropeptid’in roll olabilecegi ileri
stirtilmustar®.

Sican mide fundusunda nikotin gevsemeleri L-NAME ile azaltilirken
eksojen NO ve VIP gevsemeleri etkilenmemistir; metilen mavisi (guanilat
siklaz inhibitérii) nikotin ve eksojen NO gevsemelerini azaltirken ViP
gevsemelerine etki etmemistir*?. Ayrica alfa-kimotripsin (bir peptidaz) ViP ile
ortaya c¢lkarilan gevsemeleri tamamiyla ortadan kaldirirken nikotin
gevsemelerinde kismi inhibisyon yapmistir; alfa-kimotirpsin ile NOS inhibitori
kombinasyonu aditif etki gdstermis ama yine de rezidlel bir gevseme kalmis
ve buna dayanarak NO ve ViP’e ek olarak en az bir nérotransmiterin de rol
alabilecegi ifade edilmistir?. Ote taraftan kobay mide fundusunda olusturulan
nikotin gevsemelerinden biiyiik oranda NO sorumlu bulunmus, VIP ya da
serotoninin katkisi yok denecek kadar az oldugu tespit edilmigtir“.

Kobay mide fundusunda immiinositokimya yontemiyle néronal yapilarda
(kas hucresinde negatif) NOS enziminin varlidi tayin edilmis, vagal stimulusla
olusturulan gevsemeler L-NAME ile inhibe edilmis, VIP ile olusturulan
gevsemeler L-NAME varligindan etkilenmemis, ancak vagal stimulasyon,
GTN ve SNP gevsemeleri ViP desensitizasyonu varhiginda azalmistir®.
Sonug olarak ViP’in NO dretiminden bagimsiz olarak gevseme yaptigi, dte
yandan NO ile VIP gevsemesinin cAMP-PKA ve cGMP-PKG diizeyinde
etkilesebilecegi dnerilmistir**. Ote yandan, tavsan mide fundusu hiicrelerinde
yapilan deneylerde, nNOS ve eNOS’tan farkli olan bir NOS enziminin plazma
membranindaki varligi gésterilmis, VIP’in bu enzimi Gj;, proteinine baglantili
reseptoriine baglanarak ve Ca**/kalmodiiline bagimli bir mekanizmayla aktive
ettigi gésterilmistir“s. Ayrica, Ca"™" influksuna yola acgan asetilkolin gibi
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molekiillerin protein kinaz C'yi aktive edip NOS'u inhibe ettikleri icin NOS’u
aktive edemedikleri, ne zaman ki protein kinaz C enzimi bloke edilince
bunlarinda NOS aktivasyonuna sebep oldugu ifade edilmistir®. Ustelik in vitro
sartlarda tonusu arttirmak igin kullanilan ajanlarin protein kinaz C’yi aktive
ederek NOS enzimini inhibe ettigini, bu durumun da ViP’'in NOS'u stimiile
etmesini Onledigi tavsan mide fundusunda yapilan bir c¢alismada
gosterilmistir®.

Domuz fundusunda ES ile olugturulan kisa ve uzun suireli gevsemeler L-
NAME varliginda belirgin bir sekilde inhibe olmus, bir peptidaz olan alfa-
kimotripsin ancak uzun sureli gevsemeleri az miktarda etkilemistir*’. Dahasi
ES stimilasyonu ile cGMP uretimi tespit edilmis ve cAMP Uretiminin varhgi
sadece uzun sireli stimuluslarda ortaya konmustur®’. Ayrica, sirkiiler ve
longitudinal diiz kasta VIP gevsemeleri L-NAME ile bloke olmamis, VIiP’in ne
cAMP ne de cGMP olusumuna yol agmadigi, NO'nun ise sadece cGMP
tretimine sebep oldugu gosterilmistir’’. Ote yandan, NOS ve ViP'in enterik
sinir aginda birlikte lokalize oldugu immunositokimya ve histokimya yontemleri
ile tespit edilmis ve yazarlar domuz mide fundusundaki ndron kaynakl
gevsemelerden NO ve VIiP’in paralel olarak rol aldigini iddia etmislerdir?’.

Tavsan ve sigan mide fundusu seritlerinde “bazal tonus”ta ydritilen bir
calismada, eksojen NO’nun VIP saliveriimesine neden oldugu ve bu etkinin
oksihemoglobin ile inhibe oldugu goésterilmis ve bu nedenle NO’nun sinir
ucundan VIP saliverilmesine yol agabilecegi vurgulanmistir®®. Ayni zamanda
ViP’'in L-NNA ve ViP-(10-28) (VIP reseptorii antagonisti) ile tamamen geri
gevrilebilen NO Uretimine ve bu ajanlarla kismen bloke olan gevsemelere de
sebep oldugu, oksihemoglobin ve tetrodotoksin (aksonal konduktans
blokeri)’in etkisiz kaldigi tespit edilmis ve bu bulgulara dayanarak yazarlar
ViP’in diiz kas hiicresinde NO {retimine sebep oldugunu ve VIiP
gevsemesinde NO’dan ayri bir mekanizmanin da calistigini belirtmislerdir®®.
Ayni calismada ES gevsemelerin VIiP saliveriimesine, NO {retimine ve
gevsemelere neden oldugu gosterilmistir*®. Ustelik tiim elektriksel frekanslarla
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olusturulan NO iretimi L-NNA ve ViP-(10-28) tarafindan neredeyse tamamen
inhibe olurken, VIP saliverimesi L-NNA ile diisiik frekanslarda tamamen
yiksek frekanslarda ise kismen inhibe olmus ve VIP-(10-28)den
etkilenmemigtir48. Neticede VIP saliverilmesinin diisiik fekanslarda tamamiyla
NO’ya bagimli oldugu ancak yilksek frekanslarda bu iliskinin kismen oldugu,
NO Uretiminin énemli bir bélimunin aksonda (presinaptik ug) degil diz kas
hiicresinde ViP araciliglyla ortaya ciktigi ifade edilmistir®®. Bununla paralel
olarak dusuk frekanslardaki diz kas gevsemeleri L-NNA ile belirgin olarak
azaltilirken, VIP-(10-28)den daha az fakat anlamli olarak etkilenmis ve
yuksek frekanstaki gevsemeler ise L-NNA ile kismen 6nlenmi§tir48. Sonug
olarak, tavsan ve sican mide fundusunda disik frekansli gevsemelerde
NO’nun VIP saliverimesine neden oldugu, bununda diiz kas hiicresinde NO
Uretimini tetikledigi, agiga c¢ikan NO’nun bir yandan gevseme vyanitlarini
ortaya cikarirken diger yandan VIP saliveriimesini arttirdigi iddia edilmistir48.
Ayrica, yiiksek frekanslarda anlatilan yolaga ek olarak ViP’in NO’dan
bagimsiz olarak saliverilebilece@i ve diz kas hlcresinde NO Uretimi yaninda
NO disinda bir yolakla gevsemeye sebep olabilecegi 6neri|mi§tir48.

Fare mide fundusunda yapilan bir ¢alismada normal farelerin sirkuler diz
kas hicrelerinde ES ile olusturulan inhibitér kavsak potansiyel (IKS)nin
tetrodotoksine duyarl oldudu, bu nedenle néron kaynakli maddelerin bu
hiperpolarizasyondan sorumlu oldugu gésterilmistir®®. Olusan bu IKS’nin hizli
ve yavas olmak Uzere iki komponenti tespit edilmigtir: Hizli bélimden ATP’nin
yavas béliimden ise NO ve ViP'in sorumlu oldugu distintiimistir*®. NNOS'u
silinmis mutant farelerde ise bu IKS’'nin yavas fazinin ortadan kalktigi, kalan
hizli fazin ise NO ve VIP ile alakasiz oldugu ve ATP’ya bagl olarak ortaya
ciktigi saptanm|§t|r49. VIP normal farelerde L-NNA duyarli hiperpolarizasyona
neden olurken, nNOS knock-out farelerde hiperpolarizasyona sebep
olmamistir®®. Eksojen NO’in yaptigi hiperpolarizasyon VIP-(10-28)den
etkilenmedigi gibi, bu hiperpolarizasyonun profili mutant farelerde farklihga
sebep olmam|§t|r49. Bu sonuclar altinda, VIiPin NO {izerinden
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hiperpolarizasyona sebep oldugu iddia edilmistir®®. Son olarak, IKP, ViP ve
NO ile ortaya gikarilan hiperpolarizasyonlar nifedipin (L tipi Ca*" kanal blokeri)
ve o-konotoksin (N tipi Ca™ kanal blokeri) varliginda incelenmis ve ViP’in
etkisinin presinaptik olarak meydana geldigi sonucuna variimistir®. Ote
yandan, kobay mide fundusunda ViP’in neden oldugu hiperpolarizasyon L-
NNA varligindan etkilenmemistir™.

Kobay mide fundusunda ViP, PACAP-27 ve PACAP-38 gevsemeleri L-
NNA ile kismen inhibe olmustur™. Ayrica ES’nin PACAP saliverilmesine
sebep oldugu tespit edilmistir; Sonug olarak bu dokuda ES gevsemelerinden
noéron kaynakli VIP, PACAP ve NO ve diiz kas kaynakli NO’nun sorumlu
oldugu sonucuna varilmistir®.

Mide fundusunda normal ve PKG | knockout farelerde ViP ve cAMP ile
elde edilen gevsemelerde bir farklilik ortaya gtkmamis ve bu nedenle VIP ve
cAMP’nin PKG I'den bagdimsiz olarak gevseme yanitlarina yol agtigina kanaat
getirilmigtirsz. Sican antrumunda in vivo yapilan bir ¢alismada spontan
gevsemelerin NO’ya bagh oldugu ve bu gevsemelerin ATP gevsemelerini
bloke eden P, reseptdr antagonisti suramin ile bloke olmadigi goérilmis ve
NO ile ATP arasinda bir etkilesme olmadigi belirtilmistir53.

Képek mide fundusunda “bazal tonus’ta olusturulan VIP (1, 10, 100 nM)
gevsemeleri L-NNA veya ODQ varliginda inhibe olmamis, adenilat siklaz
inhibitéri olan MDL 12,330A SNP gevsemelerini etkilememis, cGMP
diizeyleri VIP ile arttinlmamis ve NO ve ViP’in karsilikli etkilesmeden paralel
olarak fundus gevsemesine yol actiklari ifade edilmistir®*. PKG | knock-out
farelerde yapilan bir galismada eksojen VIP gevsemelerinin PKG I'dan
bagimsiz oldugu gosterilmis ve bu peptide bagli gevseme yanitlarinin NO-
cGMP-PKG | yolaginin en azindan son molekilinden badimsiz oldugu
sonucuna variimistir>. Ote yandan ayni ¢alismada 8 ve 16 Hz'lik elektriksel
gevsemelerin uzun fazi (muhtemelen ViP’e bagl) kismen de olsa inhibe
oldugundan PKG I'nin endojen VIP gevsemelerinde belli bir oranda roliiniin
olabilecegini diisiindirmiistiir>>.
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Insan mide fundusunda NOS ve VIP néronlarinin birlikte lokalizasyonu
immuanohistokimyasal olarak gdsterilmis, yapilan fonksiyonel organ banyosu
deneylerine ES ile agiga cikarilan gevsemelerde NO ve VIiP’in roliiniin oldugu
ve ViP gevsemelerinin L-NNA ile inhibe olmadig bulunmustur®®. Kobay ve
domuz mide fundus hiicrelerinde VIP ile olusturulan gevsemeler L-NNA,
1400W (iNOS inhibitort), ODQ (solubl guanilat siklaz inhibitéri), R-p-cAMS
(cAMP antagonisti, protein kinaz A inhibitéri) ve deksametazon (iNOS
ekspresyon inhibitérl) tarafindan inhibe edilmistir; fundus seritlerinde yapilan
calismalarda ise bu ajanlardan L-NOARG, 1400W, ODQ ve deksametazonun
VIP gevsemelerine etki etmedigi tespit edimis ve yazarlar ViP
gevsemelerinde NO’nun roltiniin olmasini hiicre izolasyonu esnasinda aktive
olan iNOS’dan kaynaklanan NO oldugu sonucuna varmislardir®” .

Sican mide fundusunda “bazal tonus’ta yapilan bir calismada VIP (5 nM)
gevsemeleri L-NNA, AMT (iNOS inhibitérii) ve ODQ ile inhibe olmamistir™. Zit
bir sekilde, fare mide fundusu “bazal tonus”unda VIP (50 nM) gevsemeleri L-
NNA ve ODQ ile inhibe olurken, AMT ile bloke edilmemistir ve ViP’in NO-
cGMP (izerinden de gevsetici etkisinin olabilecegi ileri suriilmuistir®. Ote
yandan fare mide fundusu diz kas hiicrelerinde VIP ile agiga g¢ikan
gevsemeler non-spesifik NOS inhibitori olan L-NNA ve spesifik iINOS
inhibitdéri olan 1400W ile bloke olmustur; ancak iNOS’a karsi olusturulan
antikorlarla deney hayvanlarindaki iINOS ortadan kaldirildiinda bu blokaj
ortadan kalmis ve bu bulgular i1giginda yazarlar ViP’e bagli gevsemelerin
hiicre izolasyonu esnasinda aktive olan iNOS enzimine bagl olarak ortaya
ciktigini iddia etmislerdir®. Fare mide fundusunda yapilan baska bir
calismada, izole diz kas hicrelerinde normal, eNOS knockout ve nNOS
knockout farelerde VIP ile ortaya ¢ikan gevsemeler L-NNA ve 1400W ile
inhibe olurken, INOS knockout farelerdeki gevsemeler bu ajanlardan
etkilenmemistir®®. Ayni galisma klasik diiz kas seritlerinde yapildiginda normal
ve knockout farelerde meydana getirilen VIP gevsemeleri L-NNA ve
1400W’dan etkilenmemis ve VIiP'in NO aracihgi ile yaptigi gevsemenin
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sadece izole diiz kas hucrelerinde meydana geldigi, izolasyon prosedurinin
iNOS indiiksiyonuna neden oldugu ve bu nedenle ViP’'in NO araciligiyla
gevsemeye neden oldugu sonucuna variimistir®. Son olarak insan mide
fundusu myenterik pleksusunda NOS ve VIP veya P maddesi birlikte
lokalizasyonu gosterilmistir®.

Yukarida bahsi gegen NO-VIP etkilesimini arastiran calismalarin majér
sonuclari Tablo I'de &zet olarak gosteriimisti. NO-VIP etkilesiminin
arastirildigr galismalarda bulgularin saglikli analiz edilmesini engelleyebilecek
iki temel komplikasyondan bahsedilir. Bunlardan ilki “izole organ yerine izole
hicre” metodu ile konunun arastiriimasidir. Bazi yazarlara gére diz kas
hicresinden hiicre izolasyonu esnasinda yapilan islem iNOS aktivasyonuna
neden olmaktadir. Bu ézel sartlarda VIP iNOS'u aktive ederek NO (iretimine
sebep olabilmektedir. Ancak iINOS aktivasyonu fizyolojik sartlarda mimkiin
gérinmediginden bu yazarlara goére gergekte NO ile VIiP arasinda bir
etkilesimin s6z konusu degildir. Nitekim diz kas hicresi kullanilarak yapilan
dokuz calismadan biri hari¢ hepsinde VIiP-NO iliskisi saptanmisg, bunlardan da
doérdiinde iINOS aktivasyonu belirlenmistir. Her ne kadar bu iligki fizyolojik
sartlarda ve in vitro deneylerde mimkin gérinmese de in vivo sartlarda ve
birgok hastalik durumunda bu yolak devreye girebilir. Bu, patolojik hadisenin
daha da kotllesmesi yolunda caligabilecegi gibi aksi ydnde bir
kompansasyon mekanizmasi olarak da iglev gérebilir. Ornegin diabetes
mellitusta dejenere olan nitrerjik yolaklarin neden oldugu fonksiyon kaybi bu
yolakla takviye edilebilir. Ancak bu goris izole organ yontemiyle yapilan ve
seriyal-kaskad hipotezini destekleyen c¢alismalari agiklamakta yetersiz
kalmaktadir. Denilebilir ki organ banyolarinin kontaminasyonu iNOS
aktivasyonuna sebep olabilir; ancak bizim yaptigimiz ¢alismalarda ayni organ
banyosu ortaminda iki farkl tirde (fare ve sigan) tamamen zit sonuglar
bulunmustur (bakiniz, kaynak 59 ve 60). Farede VIP-NO etkilesimi tespit
edilirken siganda bu sonuca varilamamistir. Eger organ banyosunda bir
kontaminasyon ve buna bagli INOS aktivasyonu s6z konusu olsaydi her iki
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tirde de etkilesim bulunurdu. Ustelik bu deneylerde kullanilan iNOS inhibitéri
VIiP gevsemelerine etki etmemis ve iNOS aktivasyonuna bagli bir etkilegimi
ekarte etmigtir.

Verileri dederlendirmede sorun yaratabilecek ikinci komplikasyon “dokuya
aktif tonus kazandiriimasi’dir. Fonksiyonel in vitro calismalarda diz kas
hiicresinde gevseme yanitlarinin daha net elde edilebilmesi ve inhibit6r
norotransmitterlerin  degerlendirilebilmesi igcin izole edilen organa veya
hiicreye aktif tonus kazandirilir. Bunun igin ¢esitli kastirici ajanlar kullanilir. Bu
ilaglarin ortak 6zelligi intraselliler kalsiyum dizeylerini arttirarak kasiimaya
sebep olmalaridir. Bunu yaparlarken protein kinaz C de aktive olur. Bazi
yazarlara gore bu aktivasyon NOS enzimi lizerinde olusan fosforilasyonla bu
enzimin aktivite kaybina yol acar. Bu sonuncu etki de ViP’in NOS enzimini
aktive etmesini Onleyebilir. Bu nedenle bu goérise goére aktif tonus
kazandirilmis ve PKC etkisine maruz kalan dokularda ViP-NOS etkilesimi
maskelenebilir ve yanlislikla etkilesim yokmus sonucu ¢ikabilir. Bugiine kadar
herhangi bir kontraktil ajan kullanmadan bazal tonusta yapilmis g¢alismalarin
yarisindan paralel yolaklar hipotezi diger yarisindan ise serial-kaskad
hipotezini destekleyen bulgular elde edilmigtir. Ustelik seriyal-kaskad
hipotezini destekleyen bircok calismada aktif tonus kazandirilmis olmasi da
vurgulanmasi gereken 6nemli bir noktadir. Bu nedenle PKC’ye bagli bir
maskeleme her doku icin gegerli olmayabilir. Bizim fare ve siganlarda
yaptigimiz ¢galismada bazal tonusta ¢alisiimis ve yukarida ifade edildigi gibi zit
sonuglar elde edilmistir.

Mide fundusunda yapilan arastirmalarda hangi hipotezin gecerli oldugu
konusunda bir uzlasma olusmamistir. Muhtemelen degisik tiirlerde VIP-NO
etkilesimi farklilik géstermektedir. Ote yandan sorunun yanitini bulmak adina,
insan da dahil olmak Uzere belirli tlrlerde izole organ ve hlicre metodlarini
birlikte igeren, INOS ve 6zellikle PKC knock-out farelerin kullanildigi ve ayrica
bu molekiillerin farmakolojik olarak da bloke edildigi kapsamli deneylerin
tasarlanmasi yarar saglayacaktir. Ancak bu sekilde VIiP ve NO arasinda ne
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tir bir iliski oldugu saglkli bir sekilde aydinlatilabilir. Ayrica bu iligkinin
hastallk hallerindeki durumu da degerlendirimeli ve olasi tedavi
secgeneklerine katkisi irdelenmelidir.

4. Duodenum

Her ne kadar si¢can duodenumunda NOS-pozitif néronlarin VIP ile birlikte
varli§i gosterilmisse de® VIP ve ATP ile izole seritlerde olusturulan
gevsemeler L-NAME ve L-NNA varligindan etkilenmemi§tir64. Bu son
calismanin aksine sican duodenumunda VIiP ile olusturulan gevsemelerin L-
NAME ile inhibe oldugu in vivo olarak yapilan bir ¢calismada gésterilmigtirss.
Sigan duodenumunda in vivo yapilan diger bir calismada iki tip bagirsak
aktivitesi kaydedilmistir: Propulsif grup aktivite ve non-propulsif grup-arasi
aktivite®®. Grup gevsemeleri L-NAME ile artarken grup-arasi gevsemeler bloke
olmu§tur53. ATP gevseme vyanitlari olusturmus ve bunlar P, antagonisti
suramin ile ortadan kalkm|§t|r53. Suramin grup gevsemelerini inhibe ederken
grup-arasi olanlara etki etmemistirSS. Grup ici gevsemeler P,y grup-arasi
olanlar ise P,y desensitizasyonu ile azaltiimis ve P,y agonisti ile olusturulan
gevsemeler L-NAME ile bloke olmugturss. Sonugta grup ici gevsemelerden
P.x vasitasiyla ATP’nin, grup-arasi gevsemelerden NO’nun sorumlu oldugu ve
bu sonuncunun P,y araciligiyla ATP'den etkilendigi iddia edilmistir’®. Siganda
ex vivo perfiize edilen duodenumda yapilan bir calismada VIP yanitlarinin L-
NNA ile inhibe oldugu tespit edilmistir®®. Opozum duodenumunda NOS ve ViP
immiinoreaktivitesi myenterik pleksusta tespit edilmistir®’. Ustelik insan
dokusundaki myenterik noronlarin da NOS ve VIP birlikte lokalizasyonu
gosterilmistir®.

Mide ile karsilastirildiginda, NO ile VIP veya diger nérotransmitterlerin
etkilesimini arastiran g¢alismalar duodenumda oldukga seyrektir (Tablo ).
Sonug olarak NOS ve ViP’in bagirsak duvarinda birliktelik gosterdigi tespit
edilmistir; ancak NO-VIP etkilesmesi agisindan in vitro yapilan bir calismada
paralel yolaklar hipotezi desteklenirken in vivo ve ex vivo yapilan iki
¢alismada seriyal-kaskad hipotezini destekleyen bulgulara ulagiimistir.
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Tablo Il.Mide fundusunda VIiP-NO etkilesimi (BT: Bazal tonus)

Tur Metod VIP-NO etkilesimi Kaynak
Var Yok
Sigan izole organ v (VIP: 1 nM) v (ViP:10nM) 29
Sigan izole organ R 33
Kobay izole organ (BT) R 34
Kobay izole hiicre-organ (BT) -V 35
Sigan izole organ 36
Sigan izole organ 37
Kobay izole hiicre-organ N-v 40
Kedi izole organ 41
Sigan izole organ 43
Kobay izole organ \ (NO-VIP) \ 44
Tavsan izole hiicre N 45
Domuz izole organ N 47
Tavsan/Sigan izole organ (BT) v 48
Fare izole hiicre v 49
Kobay izole hiicre R 50
Kobay izole organ N 51
Fare izole organ v 52
Kopek izole organ (BT) v 54
insan izole organ R 56
Kobay izole hiicre-organ v (hiicre: iINOS) v (organ) 57
Domuz izole hiicre-organ \ (hiicre: iINOS) \ (organ) 58
Sigan izole organ (BT) N 59
Fare izole organ (BT) v 60
Fare izole hiicre \ (iNOS) 61
Fare izole hiicre-organ v (hiicre: iINOS) \ 62
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Ayrica ATP ile NO arasinda bir etkilesim de ihtimal dahilindedir.
Dilodenumunda NO-VIP etkilesmesini aydinlatmak igin daha detayh calisma
yapmak gerekmektedir.

5.0ddi sfinkteri

Oddi sfinkteri safra ve pankreas enzimlerinin diiodenuma dokiilmesinde
dnemli  bir role sahiptir. Opozumda ve insanda NOS ve ViP
immiinoreaktivitesi myenterik pleksusta tespit edilmistir®®’®. Tavsan oddi
sfinkterinde NO-cGMP yolaginin VIiP saliveriimesine sebep oldudu, ViP’in
etkisiyle aciga c¢cikan cAMP’nin de Karp'yi stimile edip gevsemeye neden
oldugu ileri stirliimustir’™.

Acikga goruldagu gibi oddi sfinkterinde bu konuyu arastiran galisma yok
denecek kadar azdir (Tablo Ill) ve arastirmacilar igin incelenmeyi bekleyen
bakir bir alan olarak durmaktadir.

6.Jejunum

At jejunumunda myenterik pleksusta NADPH-diaforaz ve VIP birliteligi
gbsterilmis ancak ViP gevsemeleri NO inhibisyonundan etkilenmemistir72.
Fare jejunumunda ES ile olusturulan gevsemelerin L-NNA ve VIP antagonisti
kombinasyonu ile tamamen ortadan kalktidi, ndéron kaynakli NANK
gevsemelerden NO ve ViP’in sorumlu oldugu bulunmustur; ancak bu iki
transmiter arasinda etkilesim olup olmadigina bakilmamistir’®. Ote yandan
insan jejunumunda NO’nun rolii oldugu gosterilirken VIP ve ATP’nin NANK
gevsemelerden sorumlu olmadigini destekleyen bulgular elde edilmistir’™.
Hamster jejunumunda yapilan baska bir calismada ES ve eksojen NO sirkiler
diz kas hucrelerinde hizli ve yavas olarak iki komponentten olusan bir
hiperpolarizasyona yol agmislar ve ES'ye bagh bu etki L-NAME,
oksihemoglobin ve ODQ ile ortadan kaldiriimistir”. Benzer olarak NO’ya bagli
hiperpolarizasyon oksihemoglobin ve ODQ ile tamamen o6nlenmistir”®. Bu
bulgulara dayanarak ES ile ortaya ¢ikan hiperpolarizasyona NO’nun yol agtigi
ifade edilmistir. Ayrica bir VIP antagonisti ile ES ve NO'’ya bagli
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hiperpolarizasyonun yavas kisminin ortadan kalktiginin ve ES ve NO ile
diiz kas seritlerinde VIP saliveriimesi ve cAMP (retiminin tespit edilmesi ve
bunlarin ODQ ile bloke edilmesi bu dokuda NO’nun enterik néronlardan ViP
saliverilmesini saglayabilecedi ve hiperpolarizasyonun hizli fazindan NO’nun
yavas fazindan ise NO’nun salgilattigi VIP’in sorumlu oldugu sonucunun
cikarilmasina olanak tanimistir”®. Her ne kadar ViP’e bagh hiperpolarizasyon
L-NAME ya da ODQ ile bloke olmamis ve VIP’in bu etkisinin NO’dan
bagimsiz olabilecegi belirtiimisse de ViP’'in cGMP (iretimine sebep oldugu ve

Tablo Ill. ince bagirsakta VIP NO etkilesimi (BT: Bazal tonus)

Tir (segment)  Metod VIP-NO etkilesimi Kaynak
Var Yok

Duodenum

Sigan izole organ v 64

Sican in vivo v 65

Sigan Ex vivo v 66

Oddi sfinkteri

Tavsan izole organ v (NO-VIP) 71

Jejunum

At izole organ N 72

Hamster izole organ v 75

Sigan izole organ v 77

fleum

Kobay izole hiicre v 78

Kobay izole gangliyon v (NO-VIiP) 79

Kobay izole hiicre v 82

Sigan izole sinaps \ (NO-VIP) 83

Sigan izole organ N 85

Sigan izole sinaps \ (NO-VIP) 86

bunun L-NAME ile innibe oldugu gdsterilmistir”™. Fare jejunumunda ES ile
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olusturulan gevsemeler L-NNA ile kismen inhibe olmus ve NO’nun roli teyit
edilmigtir; ayrica L-NNA direngli reziduel gevsemelerden ATP’nin sorumlu
oldugu, P,y; basta olmak Uzere P,x reseptorlerinin bu etkiye aracilik ettigi
ifade edilmistir’®. Ote yandan ATP gevsemeleri L-NNA varligindan
etkilenmemis ve bu iki molekil arasinda bir etkilesim olduguna dair bir kanit
bulunamam|§t|r76. Sican jejunumunda vyapilan bir c¢alismada, ES ile
olusturulan gevsemelerden sadece NO’nun sorumlu oldudu, eksojen NO
gevsemelerinin  VPAC1 ve 2 reseptdr antagonistleri, PACAP reseptor
antagonisti ve P,y reseptér antagonisti ile inhibe olmadigi, VIP gevsemelerinin
de L-NAME varligindan etkilenmedigi gésteriimis ve neticede NO ile ViP
arasinda bir etkilesmeye rastlanmamistir’’.

Jejunumda néron kaynakli gevsemelerde NO, VIP ve ATP’nin tiire gore
degisen oranlarda katkisi bulundugu soéylenebilir. Ancak kisitl sayidaki
¢alisma bu medyatérler arasindaki iligkinin kati temellere oturtulmasina bir
engel teskil etmektedir (Tablo III).

7. lleum

Kobay sirkiler diiz kas hiicrelerinde ES hizli IKP’ye neden olmus, bunun
ATP’ye bagh olustugu gosteriimis, ATP blokajl ve P maddesi
desensitizasyonu varliginda yavas IKP agiga g|km|§t|r78. IKP’nin yavas fazi L-
NNA ile ortadan kalkmistir. Ayrica, eksojen ATP ile beliren
hiperpolarizasyon L-NNA ve P maddesi desensitizasyonundan
etkilenmemistir’®. Benzer olarak eksojen NO’ya bagli hiperpolarizasyon da L-
NNA, P maddesi desensitizasyonu ve tetrodotoksin varligindan
etkilenmemistir’®.  Aksine ViP’e bagll hiperpolarizasyon tetrodotoksin
varligindan etkilenmese de P maddesi desensitizasyonu ile artarken L-NNA
bu cevaplari inhibe etmistir’®. Sonuc olarak kisa siireli IKP’den ATP’nin, uzun
olandan ise VIP ve NO’nun hangisinin primer oldugu net olmayan bir seri
halinde sorumlu oldugu sonucuna variimistir’®. Kobay ileumundan izole edilen
myenterik gangliyonda, nikotinik reseptdr agonisti olan DMPP L-sitriilin (NO
retimini yansitir) ve VIP saliverilmesine neden olmustur. NO retimi
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tetrodotoksin, hekzametonyum ve L-NNA ile tamamen ortadan kaldirilirken,
VIP uretimi ek olarak guanilat siklaz inhibitérii ve protein kinaz G inhibitéri ile
de 6nlenmi§tir79. Ayrica eksojen NO VIP saliverilmesine sebep olurken ViP
NO Uretimine yol acmamistir’®. Neticede gangliyon hucrelerinin DMPP ile
uyariimasi ile NO sentezinin arttigi, bunun da cGMP-protein kinaz G
tizerinden VIP saliverilmesine neden oldugu ifade edilmistir79. Sigan ileumu
duvarinda ATP ve NO’nun birlikte lokalizasyonu néronlarin belli bir oraninda
gosterilmistir®.

Sicanda ES gevsemelerinden NO ve ATP’nin sorumlu oldugu, ATP’nin
dokuda cGMP kiimiilasyonuna neden olmadigi gosterilmistir®. Kobay ileumu
diiz kas hiicrelerinde VIP gevsemeleri adenilat siklaz inhibitéri N-
etilmaleamid (NEM) ve somatostatin (SS) ve bir protein kinaz A (PKA)
inhibitdéri tarafindan neredeyse tamamiyla bloke olurken, L-NMMA ve L-
NAME ile %90 oraninda inhibe oImU§tur82. Benzer olarak adenilat siklaz
aktivatort forskolin ve bir cAMP analogunun yaptigi gevseme yanitlari PKA
inhibitdérl ile ortadan kaldirilirken NOS inhibitérlerince %70 civarinda bloke
olmustur®. Ayrica VIP ve forskolin’in sebep oldugu cGMP (iretimi L-NMMA ile
timdayle onlenmistir®®. Ote yandan VIP ve forskolin gevsemeleri bir iNOS
inhibitdri olan deksametazonla engellenmigtirgz. Sonug olarak ViP’in cAMP-
PKA Gzerinden NOS’u aktive edip NO Uretimine sebep oldugu, NO’nun da
cGMP vasitasiyla VIP gevsemelerine kismen katkida bulundugu ifade
edilmistir; ancak iINOS inhibitéri deksametazonun etkisi dikkate alinmamis ve
NO iretiminin iINOS’a bagh olabilecegi irdelenmemistir®. Sican distal ince
bagirsaginda NO donérleri SNP ve SIN-1, bir cGMP analodu ve L-argininin
izole edilmis sinapslardan VIP saliverimesine sebep oldugu gbsterilmigtir%. P
maddesinin ileumda peristaltik hareketi inhibe etmesinde NK1 reseptorleri
vasitasiyla aciga cikan NOnun aracilik ettigi tespit edilmistir®. Sican
ileumunda VIP ile olusturulan gevsemeler L-NAME ile inhibe olmamistir®.
Sigan ince bagdirsagindan elde edilen sinaptozomlarda SNAP ve benzeri NO
donérlerinin VIP saliveriimesine yol actidi, bu etkinin oksihemoglobin, guanilat
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siklaz inhibitérii ODQ ve protein kinaz G inhibitérii KT5823 ile bloke oldugu
gésterilmigtir%. Ayrica L-arjinin ile stimiile edilen endojen NO Uretiminin ViP
saliverilmesine neden oldugu, bu etkinin oksihemoglobin ile inhibe olmazken,
L-NNA, guanilat siklaz inhibitéri ODQ ve protein kinaz G inhibitéri KT5823 ile
onlendigi tespit edilmistir®®. Ote yandan ViP’in NO saliverilmesine yol
acmadig da belirlenmig,tir%. Sonug olarak NO’nun VIP saliverilmesine sinaps
icinde sebep oldugu sdylenmistir®®.

ileumda yapilan ¢alismalar géstermistir ki NO, eksojen ya da endojen, ViP
saliveriimesine neden olmaktadir (Tablo IlI).

8. ileokolonik bileske

NO’nun NANK gevsemelerde roli oldugu kopekte yapilan calismalarda
gosterilmis ve ATP gevsemelerinin NOS inhibitérleri ile bloke oldugu tespit
edilmistir®” .

9. Kolon

Koépek izole kolonunda yapilan bir calismada VIP fazik kontraktil aktiviteyi
doza badiml olarak inhibe etmistir; bu inhibisyon L-NNA, tetrodotoksin ve bu
iki maddenin kombinasyonuyla ayni oranlarda 6nlenmistir®®. Bu nedenle L-
NNA’a duyarli ViP gevsemesinin sinirde olusan aksiyon potansiyeline bagl
oldugu ifade edilmistir ve bir sekilde NO ile iligkili bulunmu5tur89. Benzer
olarak sigan kolonunda ViP'in NO (retimine sebep oldugu ve VIP
gevsemelerinin NOS inhibitérlerince kismen inhibe oldugu bulunmustur®.

insan kolonunda PACAP-(1-38), PACAP-(1-27) ve VIiP spontan fazik
kontraktil ektiviteyi bloke etmis ve karbakolle kastiriimis dokuda gevseme
yanitlarina sebep olmustur®®. Bu yanitiar NOS inhibisyonuyla kismen ortadan
kalkmistir; ayrica apamin PACAP yanitlarini tetraetiamonyum da VIP
yanitlarini bloke etmistir’’. Bu bulgular isiginda NO ile bir etkilesme tespit
edilmis ve bu peptidlerin degisik K" kanallari ile etki yaptiklari saptanmlgtlrgl.

Sigan kolonunda yapilan bir ¢calismada kolon seritleri 1 ve 8 Hz ES ile
uyarilmis, ortaya gevseme yanitlari, NO dretimi ve VIiP (iretimi cikmistir®. L-
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NNA NO (iretimini tamamen ortadan kaldirirken VIP (retimi ve gevsemeler
kismen inhibe olmustur®®. Bu bulgular 1siginda VIP saliveriimesinin NO
tarafindan regile edebilecedi ve NO yoklugundaki gevsemelerin ise rezidlel
ViP’e bagli olabilecegi s'dylenmistirgz. Ayrica VIP izole seritlerde ve diiz kas
hicrelerinde gevseme yapmis ve NO Uretimine sebep olmustur; bu etkileri L-
NNA tarafindan sirasiyla kismen ve tamamen énlenmistir®. Ustelik ViP'in
izole hucrelerde yaptigi gevsemeler bir PKA inhibitéri ile %76 PKG inhibitori
varlidinda ise %35 oraninda inhibe olmus, ikisi birlikte verildiginde ise
tamamiyla ortadan kakmistir: Bu sonuclar ViP'in direkt olarak cAMP-PKA
Uzerinden ve endirekt olarak NO-cGMP-PKG (zerinden gevsemeye sebep
oldugu gorusiinii ortaya koymustur®’. Neticede ViP'in presinaptik olarak
saliverildigi, diz kas hudcresinde NO Uretimine yol actidi, acida ¢ikan bu
NO’nun gerek diiz kas gevsemesi gerekse presinaptik VIP saliverilmesini
arttirdi@u ileri strtlmastiir®.

Insan kolonunda ES ile acida cikan gevsemeler L-NNA ile giiclii, apamin
ile zayif, ikisi ile beraber tamamen bloke olmustur®. Ote yandan ATP
gevsemeleri L-NNA varligindan etkilenmemis ve NANK gevsemelerden NO
ve muhtemelen ATP’nin sorumlu oldudu sonucuna variimistir®®,

Képek ileum ve kolonunda NOS ve ViP’in ayni néronlarda fakat farkli
organellerde lokalize oldugu gésterilmistir“. Sigcan kolon duvarinda ATP ve
NO’nun  birlikte lokalizasyonu néronlarin  neredeyse tamaminda
gosterilmistir’’. Diiz kas ve hiicresinde yapilan bir ¢alismada endojen ve
eksojen ViP’e bagli gevsemelerin NO’dan bagimsiz meydana geldigi
gésterilmistir%. Ote yandan bagska bir calismada ES ve kolonik segmentlerin
gerilmesiyle olusan dessendan gevsemelerden PACAP’In sorumlu oldugu ve
PACAP saliverilmesinin L-NNA ile 6nemli oranda bloke oldugu bulunmustur™.

Kobay proksimal kolonunda VIP (0.3-3 pM) gevsemeleri L-NNA
varligindan etkilenmezken ATP (10 uM) gevsemeleri dnlenmistir®”.

Insan kolonunda NOS ve VIP birlikteligi 6zellikle sirkiiler diiz kaslara
yayilan sinir liflerinde ve myenterik pleksusta immuinohistokimyasal olarak
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gosterilmistir®™
tespit edilmistir

Sican proksimal kolonunda ex vivo yapilan bir calismada VIP motor
aktiviteyi inhibe etmis, bu etki VIP reseptor antagonisti ViIP(10-28) ve L-NNA
ile tamamen bloke olmus, ayrica ViP’in NO (retimine sebep oldugu ve bunun
da L-NNA ile onlendigi tespit edilmisti; bu nedenle ViP’in diz kas
hicresindeki reseptori araciligiyla bu etkiyi meydana getirdigi ve NO’nun
buna aracilik ettigi sdylenmistir'®*.

Bu bulgularin isiginda NO ve VIP arasinda bir etkilesim oldugu séylenebilir
(Tablo 1V). VIP NO (retimine sebep olmakta, NO ise ViP saliverilmesini
arttirmaktadir.

. Ayrica insan intestinal diiz kas hiicrelerinde eNOS varligi
100

10. internal anal sfinkter

Opozum internal anal sfinkterinde VIP gevsemeleri bir NOS inhibitérii ile
anlamli olarak azaltiimistir'®. Bu bulgularin tam tersi ayni dokuda yapilan
baska bir calismada bildirimistir'®®. Daha sonra ayni dokuda ViP'in NO
saliveriimesine neden oldugu ve bunun L-NNA ile ortadan kalktigi
gosterilmistir'®. Dahasi ayni galismacilar ayni dokuda ES, ViP ve NO’ya bagli
gevsemelere cAMP ve cGMP yukselisinin eglik ettigini bazal tonusta yaptiklari
calismada gostermislerdir'®. Opozum internal anal sfinkterinde NOS ve
ViP’in néronlardaki birlikteligi gosterilmistir'®®. Opozumda yapilan baska bir
calismada betanokol ile kastirilmis diiz kas hiicrelerinde VIP ile aciga cikan
gevsemeler L-NNA ile inhibe olmamigtir; 6te yandan bir nikotinik gangliyon
reseptor agonisti olan DMPP myenterik gangliyonda NO Uretimine sebep
olurken diiz kas hiicresinde bdyle bir etkiye yol agmamistir’®. NO
tretimindeki benzer bir artisa VIP de sebep olmustur ancak VIP hem diiz kas
hicresinde hem de myenterik gangliyonda bu artisa sebep olmus ve bu
etkiler L-NNA ile ortadan kalkmistir'®. Sonucta ViP'in agirlikli olarak
myenterik gangliyonda NO (iretimi yaptigina karar verilmistir'®’. Opozumdaki
benzer bir calismada PACAP’In sirasiyla kasilma ve gevsemeye sebep
oldugu, kasilmanin P maddesi néronlarindaki PACAP reseptorleri vasitasiyla
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gevsemenin ise direkt diz kas etkisi ve kismen de myenterik inhibitor
noronlara (nitrerjik) etki ederek olustugu bildirilmigtir'®. Ayni dokuda eksojen
NO’nun néronlardan PACAP ve ViP saliverilmesine yol actigi gosterilmistir'®.

internal anal sfinkterde VIP ile NO etkilesimini inceleyen calismalarin
hemen hemen hepsi opozumda yapilmis ve sonuglar bir galisma haric seriyal-

kaskad hipotezini desteklemistir (Tablo 1V).

11.Sonug

Glnumiizde NO ve ViP’in enterik sinir sisteminin NANK kisminin iki énemli
medyatéri oldugu bilinmektedir. Bu iki noérotransmiterin gastrointestinal
motiliteye katkisi tire, kanalin segmentine goére farklilik géstermektedir. Bu iki
molekil arasindaki etkilesimi inceleyen vyizin Uzerinde makale
yayinlanmistir. Sonug olarak iki temel hipotez ortaya gikmistir.

Birincisi paralel yolaklar hipotezidir ve burada ©ngoérilen senaryo su
sekildedir: NO ve VIP enterik sinir sisteminde birlikte lokalize olurlar, sinir
uclan duisik frekanslarla uyarildiinda sadece NO, yiksek frekanslarla
uyarildiginda ise NO'ya ek olarak VIP saliverilir. NO genellikle diz kas
hicresindeki reseptérii olan solubl guanilat siklazi aktive edip cGMP agiga
cikararak ve ardindan PKG'yi aktive ederek gevseme ve benzeri etkilerini
olusturur. VIP de genellikle diiz kas hiicresinde adenilat siklazi aktive edip
cAMP acgida ¢cikmasina ve PKA aktivitesinin artmasina bagh olarak etkilerini
meydana getirir. Bu farkli iki yolak arasinda higbir diizeyde etkilesme yoktur.

ikinci hipotez ise seriyal-kaskad’dir ve en sik kabul edilen etkilesme su
sekildedir: Enterik sinir sisteminin presinaptik uglarinda NO ve VIP birlikte
lokalize olmustur. VIP presinaptik ugtan saliverilen primer nérotransmiterdir ve
sinaps boslugunu gecip diiz kas hiicresindeki reseptoriine baglanarak NOS’u
aktive eder ve NO dretimine sebep olur. Uretilen NO da tekrar presinaptik
bolgeden VIP saliveriimesini sebep olur. Sonucta diiz kastaki gevsemenin iki
komponenti olusur: Birincisi VIP-cAMP-PKA'ya, ikincisi ViP-NO-cGMP-
PKG'ye bagh olandir. Bu klasik hipoteze alternatif hipotezlerde vardir.
Bunlardan bir tanesinde NO presinaptik bdlgeden saliverilir; bu NO’nun bir
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kismi diz kasa gecer ve cGMP-PKG ile gevseme yapar, kalan NO ise
presinaptik bolgeden VIP saliverimesini saglar. Saliverilen VIP diiz kasta
gevseme yaptigi gibi NO (iretimine de sebep olur. Ote yandan VIP presinaptik
olarak NO saliverilmesine de sebep olur.

Tablo IV. Kalin bagirsak ve internal anal sfinkterde VIP-NO
etkilegimi

Tir (segment)  Metod VIP-NO etkilegimi Kaynak
Var Yok

Kolon

Kopek izole organ S 89

Sigan izole organ N 90

insan izole organ v 91

Sigan izole hiicre- -y 92
organ (BT)

Kobay izole organ N 97

Sigan izole organ v 101

internal anal

sfinkter

Opozum izole organ (BT) \/ 103

Opozum izole organ (BT) < 102

Opozum izole organ (BT) 104

Opozum izole organ (BT) 105

Opozum izole hiicre v (BT) \ (aktif tonus) 107

Opozum izole organ (BT) 108

Opozum izole organ (BT) v (NO-VIP) 109

Ozofagus alt sfinkterinde yapilan calismalar daha ok paralel yolaklar
hipotezini desteklemistir (Bakiniz tablo 1). Ote yandan midede bir konsensus
olusmamis, her iki hipotezi destekleyen calismalar ortaya ¢ikmistir (Bakiniz
tablo 1I). Diodenumda, oddi sfinkterinde ve jejunumda kesin yargiya
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varabilecek kadar calisma yoktur (Bakiniz tablo IIl). Ancak ileumda daha
ziyade seriyal-kaskad hipotezini destekleyen bulgular elde edilmistir (Bakiniz
tablo I11). Ustelik kalin bagirsak ve internal anal sfinkterde yapilan ¢alismalarin
gogunda ViP ve NO arasinda etkilesme saptanmistir (Bakiniz tablo 1V).

Sonug olarak VIP ile NO arasindaki etkilesim tiire gére ve séz konusu olan
gastrointestinal segmente gore farklilik gosterebilir.
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