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ÖZET 

 

 
Bu çalışmada Oreksin-A’nın (OXA) iskemi/reperfüzyon (I/R) hasarını azaltıcı 

etkisinde duysal innervasyon ve NO aracılı sistemin rolü araştırılmıştır. Bu amaçla Sham 

grubu ve SF, OXA, L-NAME, L-NAME+OXA, Kapsaisin, Kapsaisin+OXA, Vagotomi, 

Vagotomi+OXA uygulanan I/R grupları oluşturulmuştur. SF grubuna 30 dk iskemi/3 saat 

reperfüzyon uygulaması ile eşzamanlı olarak jugular ven aracılığı ile serum fizyolojik 

infüzyonu (0.01 ml/kg/dk), OXA gruplarına ise aynı hızda 500 pmol/kg/dk OXA infüzyonu 

uygulanmıştır. Kapsaisin (125 mg/kg, s.c.); duysal sinirlerin denervasyonu için, L-NAME 

(30 mg/kg, i.v.) ise nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitörü olarak kullanılmıştır. Vagotomi 

gruplarına subdiyafragmatik bilateral vagotomi yapılmıştır. Tüm gruplarda I/R sonrası mide 

mukozal kan akımı ve lezyon indeksine bakılmıştır. Mide örnekleri toplandıktan sonra mide 

dokusunda miyeloperoksidaz (MPO), CGRP, nitrit/nitrat (NOx), iNOS ve eNOS protein 

ölçümleri yapılmıştır. 

  

 Bulgularımız, OXA verilen hayvanlarda I/R ile oluşan mukozal hasarın önemli 

ölçüde azaldığı ve kan akımında da anlamlı bir artış olduğunu göstermiştir. L-NAME, 

kapsaisin ve vagotomi uygulamaları I/R gruplarında lezyon indeksi ve kan akımı 

değerlerinde önemli bir değişikliğe neden olmamıştır. L-NAME+OXA, Kapsaisin+OXA ve 

Vagotomi+OXA gruplarında ise OXA grubuna göre lezyon indeksi değerlerinin yükseldiği 

ve kan akımı değerlerinin düştüğü görülmüştür. Her üç grupta da OXA’nın koruyucu etkisi 

ortadan kalkmış ve I/R grubuna yaklaşmıştır. Benzer şekilde SF grubunda, sham grubuna 

göre önemli miktarda artan MPO enzim aktivitesi, OXA infüzyonu ile azalmıştır. L-NAME, 

Kapsaisin ve Vagotomi gruplarında MPO aktivitesi SF grubundan farklı bulunmamış, bu 

ajanların OXA ile birlikte uygulandığı gruplarda, sadece OXA uygulaması ile gözlenen 

MPO aktivitesindeki azalış ortadan kalkmıştır. SF grubunda, sham grubuna göre azalmış 

olarak bulunan CGRP miktarı OXA uygulamasıyla önemli düzeyde artmıştır. L-NAME, 

Kapsaisin ve Vagotomi gruplarında CGRP düzeyleri SF grubundan farklı bulunmamış, L-

NAME+OXA, Kapsaisin+OXA ve Vagotomi+OXA gruplarında ise OXA grubuna göre 

anlamlı düzeyde düşük bulunmuştur. NOx miktarı SF grubunda sham grubuna göre önemli 

bir artış göstermiştir. SF grubuna göre OXA grubunda önemli bir fark gözlenmemiş, L-

NAME grubunda NOx miktarının önemli oranda azaldığı gözlenmiştir. L-NAME+OXA ve 

Kapsaisin+OXA gruplarında NOx miktarı OXA grubundan anlamlı derecede düşük 

bulunmuştur. I/R mide dokusunda iNOS protein ekspresyonunun düzeyinde artışa neden 

olmuş, OXA ve L-NAME uygulanan gruplarda ise protein ekspresyonu önemli düzeyde 

azalmıştır. eNOS protein ekspresyon düzeyi ise SF grubunda önemli ölçüde azalırken OXA 

ve L-NAME gruplarında SF grubuna göre bir fark saptanmamıştır. 

 

Sonuç olarak; OXA’nın, midede I/R’nin neden olduğu mukoza hasarını önleme 

mekanizmasına; duysal afferent sinirlerin ve NOS-NO sisteminin aracılık ettiği 

gösterilmiştir. 

 

 

Anahtar kelimeler: oreksin-A, iskemi/reperfüzyon, mide mukozal korunması, mide                                                                               

mukozal kan akımı, duysal sinirler, kalsitonin geni ile ilişkili peptid, nitrik oksit 
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ABSTRACT 

 

 
The aim of the study was to investigate the roles of sensory innervation and NO 

mediated system in the protective mechanisms of Orexin-A (OXA) against 

ischemia/reperfusion (I/R) induced gastric injury. For this purpose, a Sham group and 

several I/R groups such as Saline, OXA, L-NAME, L-NAME+OXA, Capsaicin, 

Capsaicin+OXA, Vagotomy and Vagotomy+OXA are set up. A total of 30 min ischemia/3 

hours reperfusion was applied to the Saline group with parallel infusion of saline (0.01 

ml/kg/dk) through the jugular vein. OXA groups received 500 pmol/kg/min of OXA infusion 

with the same rate. Capsaicin (125 mg/kg, s.c.) was used for sensory neuron innervation 

while L-NAME (30 mg/kg, i.v.) was applied as the nitric oxide synthase (NOS) inhibitor. 

Rats in the vagotomy groups had subdiaphragmatic bilateral vagotomy. For each group, rat 

stomachs were exposed and following the measurement of gastric blood flow, lesion index 

was calculated. Myeloperoxidase (MPO), CGRP, nitrite/nitrate (NOx), iNOS and eNOS 

protein expressions were measured. 

 

 Gastric mucosal injury caused by I/R significantly reduced in OXA infused rats 

while the blood flow significantly increased. Lesion index and blood flow did not change in 

I/R groups those received L-NAME, capsaicin or vagotomy application. Compared to the 

OXA group; L-NAME+OXA, Capsaicin+OXA and Vagotomy+OXA groups had increased 

lesion index and decreased mucosal blood flow. Protective effect of OXA diminished in all 

three groups and approached to I/R group level. Similarly, in Saline group, MPO enzyme 

activity significantly increased compared to the sham group, but decreased with the OXA 

infusion. MPO activities in L-NAME, Capsaicin and Vagotomy groups did not differ from 

Saline group level. However, when these agents were applied with OXA infusion, the 

decline in MPO activity which was observed after sole OXA infusion was diminished. 

CGRP level was lower in the Saline group compared to the sham group, but it significantly 

increased following the OXA infusion. CGRP levels did not change in L-NAME, Capsaicin 

and Vagotomy groups compared to the Saline group. However, the CGRP levels of L-

NAME+OXA, Capsaicin+OXA and Vagotomy+OXA groups were significantly lower than 

the OXA group. NOx level of Saline group was significantly higher than the sham group. 

While there was no change in NOx level of OXA group compared to the Saline level, the 

decrease in L-NAME group was found to be significant. NOx levels of L-NAME+OXA and 

Capsaicin+OXA groups were significantly lower than the OXA group. I/R increased the 

iNOS protein expression in the gastric tissue. It decreased significantly in the OXA and L-

NAME groups. eNOS protein expression significantly decreased in Saline group while there 

was no significant change in either OXA or L-NAME groups compared to the Saline group.  

 

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

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

injuries.  

 

 

Key Words: orexin-A, ischemia/reperfusion, gastric mucosal protection, gastric mucosal 

blood flow, sensory neurons, calcitonin gene related peptide, nitric oxide 
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GİRİŞ 
 

 
 Oreksin-A (OXA, hypocretin-1) ve Oreksin-B (OXB, hypocretin-2), prepro-
oreksin olarak isimlendirilmiş 130 amino asitlik öncü proteinden türeyen 
peptidlerdir. Oreksinler, besin alımının merkezi kontrolünün yanı sıra; enerji 
homeostasisi, uyku/uyanıklık davranışı, ağrı iletimi, yeme ve ilaç bağımlılığı, üreme, 
kardiyovasküler ve adrenal fonksiyonlarda rol oynayan birçok sinirsel yolağın akti-
vasyonuyla da ilişkilidir [1]. Oreksinler, ilk olarak 1998 yılında dorsal ve lateral 
hipotalamusta bulunan nöronların hücre gövdelerinde gösterilmiş ve G proteinine 
bağlı reseptörleri aracılığı ile etki gösteren, besin alımıyla ilişkili hipotalamik 
nöropeptidler olarak tanımlanmışlardır [1]. 33 amino asit içeren 3562 Da ağırlığında-
ki OXA ve 28 amino asit içeren 2937 Da ağırlığındaki OXB peptidlerini üreten nö-
ronlar lateral ve distal hipotalamusta bulunurlar [1, 2]. Bu nöronların merkezi sinir 
sisteminin (MSS), oreksin reseptörlerinin de bulunduğu birçok bölümüne projeksi-
yonları vardır.  Bunun yanı sıra, testis, böbrek, plasenta, adrenal bezler, pankreas, 
ince bağırsak ve midedeki endokrin hücrelerde ve enterik sinir sistemindeki (ESS) 
nöronlarda oreksinlerin ve reseptörlerinin bulunduğu gösterilmiştir [1, 3]. İnce 
barsağın submukozal ve myenterik pleksuslarında oreksin immünoreaktif nöronlar 
saptanmıştır. OXA ve reseptörü intrinsik ve ekstrinsik afferent nöronlarda da göste-
rilmiştir [3]. Oreksin reseptör immünoreaktivitesi ise oreksin içeren sinir liflerinin 
yakınlarında ve sirküler düz kas hücrelerinde belirlenmiştir [4]. OXA’nın sinir 
varikozitlerinde; vazoaktif intestinal peptid (VIP), nitrik oksit sentaz [5], Substans P 
(SP) veya gastrin ile beraber bulunduğu tespit edilmiştir [6]. Oreksinler 
gastrointestinal motilite, mide, bağırsak ve pankreas salgısı üzerine etkilidirler [7-
10].  
 
 İskemi/reperfüzyon (I/R) uygulamasının, reaktif oksijen türlerinin (ROS) aşırı 
üretimi, endotel hücrelerine nötrofil adezyonu ve mikrovasküler disfonksiyonla iliş-
kili olarak midede lezyon oluşumuna neden olduğu bilinmektedir. Konuyla ilgili ça-
lışmalar iskeminin mide mukozal bariyerini zayıflatıp asit geri-difüzyonunu artırarak 
mukozayı hasara yatkın hale getirdiğini göstermiştir [11]. Hassan ve ark. tarafından 
mikrovasküler disfonksiyona neden olan, artmış endotelin-1 salınımının ve gastrik 
motilitedeki değişimlerin, I/R tarafından indüklenen mukozal hasarı başlatıcı etkiler 
olduğu ileri sürülmektedir [12]. Reperfüzyondan sonra özellikle ksantin-ksantin 
oksidaz sistemi (XOD) ve aktive olmuş nötrofiller aracılığı ile oluşan ROS, dokuda 
lipid peroksidasyonuna neden olur ve asit sekresyonuyla birlikte hücre ölümü ve 
mukozal hasar yapar [13]. 
 
 Mide mukozasının bütünlüğü mukozal bariyeri oluşturan fiziksel, kimyasal ve 
fizyolojik birçok faktörün katılımıyla sürdürülmektedir. Duysal lifler gastrik mukozal 
homeostasisin sürdürülmesinde ve mukozal korunmada rol oynamaktadır [14]. Mide 
mukozası yoğun olarak ekstrinsik afferent sinirler tarafından innerve edilmektedir. 
Midedeki ekstrinsik afferent sinir liflerinin iki farklı kaynağı bulunmaktadır [15]. 
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Spinal duysal nöronların gövdeleri dorsal kök gangliyonunda bulunur. N. vagustaki 
afferent liflerin hücre gövdeleri ise nodoz ve jugular gangliyonda bulunur [14, 15]. 
Vagal afferentler temel olarak gastrointestinal sistem ile MSS arasındaki duysal köp-
rüyü oluştururlar. Sindirim sisteminde ağrı algılanmasına yanıt olarak nöroendokrin, 
davranışsal ve emosyonel reaksiyonların oluşmasına neden olurlar [16, 17].  Spinal 
afferent nöronlar tip 1 vanilloid reseptörleri eksprese ederler ve toksik bir ajan olan 
kapsaisin’e duyarlıdırlar [16-18]. Düşük doz kapsaisin bu nöronları uyarıcı etki gös-
terirken, yüksek dozda denerve olmalarına neden olur. Kapsaisin’e duyarlı afferent 
sinir sonlanmalarından salınan kalsitonin geni ile ilişkili peptid (CGRP) ve 
taşikininler gibi peptid transmitterler mukozal savunmayı güçlendirici etkilere sahip-
tirler [19]. Kapsaisin’e duyarlı duysal liflerin topikal kapsaisin uygulaması ile uya-
rılması ülser oluşturucu ajanların neden olduğu mukozal lezyon oluşumunda azalma-
ya neden olur. Nörotoksik dozlarda kapsaisin uygulamasının ise, duysal liflerin du-
yarsızlaşmasına, etanol, indometazin, stres ve asit ile oluşturulan mukozal lezyonla-
rın şiddetlenmesine neden olduğu gösterilmiştir [14, 19]. Mide mukozal kan akımını 
düzenleyen submukozal arteriyoller, kapsaisine duyarlı duysal lifler ile yoğun olarak 
innerve edilir ve kapsaisin’in submukozal olarak uygulanması submukozal 
arteriyollerin dilatasyonuna neden olur [20]. CGRP vazodilatasyona neden olan lokal 
mediatördür ve mide mukozasını etanol ve diğer zararlı etkenlere karşı koruyucu 
özelliğe sahiptir. CGRP, CGRP-1 reseptörü aracılığı ile endotelden nitrik oksit (NO) 
salınımına neden olarak submukozal arteriollerde genişleme ve mukozal kan akımın-
da artış yapar. Ayrıca CGRP-1 reseptörü üzerinden gastrin salınımını baskılar, böy-
lece asit sekresyonunu inhibe eder [15, 18, 20]. 
  
 Mukozal kan akımının sürekliliği zararlı maddelere karşı mukozal bütünlüğün 
korunması açısından oldukça önemlidir. Zararlı maddeler luminal yüzeye uygulandı-
ğında mukozal kan akımı hızlı bir biçimde artış gösterir [21]. Bu reaktif hipereminin 
engellenmesi mukozanın hasar görme olasılığını artırmaktadır. Kuvvetli bir 
vasodilatör olan NO’nun mukozal kan akımı cevaplarını regüle eden anahtar 
mediatörlerden biri olduğu gösterilmiştir. Bu durum hem bazal koşullarda hem de 
zararlı maddelere verilen cevaplarda geçerlidir. NO’nun oluşumunu sağlayan NOS 
enziminin cNOS formu normal fonksiyonun sürdürülmesinde önemlidir. Bu enzimin 
inhibisyonu mukozal kan akımı, sekresyon ve motiliteyi bozar. iNOS patolojik du-
rumlarda büyük miktarlarda eksprese olur. Bu nedenle tahribat ve disfonksiyonla 
ilişkilidir [21]. Mide yüzeyine asit uygulanması epitelyum altındaki duysal afferent 
sinirlerin aktivasyonuna yol açarak submukozal arteriyollerin çevresinde CGRP 
salınımına neden olur. CGRP kan damarları boyunca uzanan vasküler 
endotelyumdan NO üretimini uyarır. NO, vasküler düz kas hücrelerine difüze olur ve 
burada çözünebilir guanilat siklaz’ı stimüle eder. Bu stimülasyon cGMP seviyesinin 
artması ile sonuçlanır ve böylece vasküler düz kas hücrelerinin gevşemesi sağlanır. 
Bu sinirsel yanıtta görülebilecek bozulmalar mide mukozasının hasara karşı olan 
hassasiyetini anlamlı derecede artırır. Böyle bir bozulma duysal afferent sinirlerin 
hasar görmesi, CGRP reseptörlerinin bloke edilmesi veya NO sentezinin inhibisyonu 
ile olabilir [22, 23].  
  
 OXA’nın mide mukozası üzerine koruyucu etkisi Yamada ve ark. tarafından 
çok yakın tarihli bir çalışmayla gösterilmiştir [24]. Bu çalışmada intrasisternal OXA 
uygulamasının, etanol ile oluşturulan mide lezyonlarında doza bağımlı bir azalmaya 
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neden olduğu gösterilmiştir. Araştırmacılar, OXA’nın mideyi koruyucu etkisinin 
merkezi sinir sistemi aracılığı ile olduğunu ve vagal muskarinik sistemin, NO’nun ve 
prostaglandinlerin (PG) bu koruma mekanizmasında rol oynayabileceği sonucuna 
ulaşmışlardır. Ancak duysal lifler de dâhil olmak üzere sindirim sisteminin farklı 
bölümlerinde OXA'ya ait reseptörlerin bulunması, OXA'nın midedeki reseptörlerine 
bağlanarak mide mukozasını koruyucu etki gösterebileceğini ve bu etki mekanizma-
sında duysal sinirlerin rol oynayabileceğini düşündürmüştür. OXA ve reseptörünün 
ekstrinsik afferent nöronlarda da bulunduğu ve duysal afferentlerin OXA tarafından 
aktive edilerek duysal iletide rol oynayabileceği ile ilgili kanıtlar mevcuttur [3]. Bu-
nun yanı sıra NOS knockout fareler kullanılarak yapılan bir çalışmada OXA'nın be-
sin alımını arttırıcı etkisinin NO aracılı olduğu gösterilmiştir [25]. 
 
 Bu bilgiler doğrultusunda planlanan çalışmanın amacı; OXA’nın, midede 
oluşturulan  I/R hasarına karşı mide mukozasını koruyucu etkisi ve bu etkide NOS-
NO sisteminin ve kapsaisine duyarlı duysal sinirlerin rolünü araştırmaktır. 



 4 

 
 
 
 

GENEL BİLGİLER 

 
2.1. Oreksinlerin Keşfi 
 Oreksinler, G-proteiniyle eşleşen yetim reseptörleri aktive eden endojen 
ligandların incelendiği bir çalışma sırasında bulunmuştur [26]. Sakurai ve ark., her 
biri farklı bir yetim reseptör cDNA’sını eksprese eden 50'den fazla hücre hattı kulla-
narak, sıçan beyninden elde edilen örneklerin HPLC fraksiyonlarının, hücre içi kalsi-
yum ([Ca+2]i) konsantrasyonunu artırma yetenekleri test edilmiştir [26]. Araştırmacı-
lar, insan embriyonik böbrek (HEK293) hücre hattında HFGAN72 olarak adlandır-
dıkları bir reseptörü eksprese eden ve güçlü [Ca+2]i artışına neden olan HPLC fraksi-
yonları tespit etmişlerdir. Fraksiyonlarda en fazla tepe yapan protein saflaştırılıp 
sekanslandığında, 33 amino asit uzunluğunda, N-terminal piroglutamil rezidüsü olan 
ve bir amidlenmiş C terminaline sahip yeni bir peptid keşfedilmiştir. OXA olarak 
adlandırılan bu peptid iki adet disülfit bağı içermektedir ve sığır beyninden elde edi-
len benzer örneklerin de sekanslanması sonucunda peptidin türler arası kesin 
homolojiye sahip olduğu görülmüştür.  
 
 Yapılan çalışmaların sonucunda, HPLC fraksiyonlarında OXA’ya ek olarak B 
ve B’ şeklinde adlandırılan iki tepe noktasının varlığı gözlenmiştir. B tepe noktası-
nın; amidlenmiş C terminali içeren ve sekans açısından da OXA ile %46 oranında 
benzer olan 28 amino asitlik OXB adı verilen bir peptide, B’ tepe noktasının ise N-
terminal kısmı olmayan OXB’ye ait olduğu bulunmuştur [4, 27-37]. Daha sonraki 
analizler hem OXA hem de OXB’nin aynı 130 amino asitlik prekürsor olan sıçan 
preprooreksininden proteolitik işleme yoluyla oluştuğunu göstermiştir. İnsan ve fare 
preprooreksin sekansları, sıçandan alınan örneklere sırasıyla %83 ve %95 oranında 
benzerlik göstermiştir. Radyasyon hibrit eşleştirme yöntemi sonucunda insan prepro-
oreksin geninin 17q21 kromozom bölgesine eşleştiği bulunmuştur. Dolayısıyla 
preprooreksin geninin “kromozom 17 ile ilişkili demans” olarak da adlandırılan bir 
grup nörodejeneratif bozukluğa neden olan aday genlerden biri olduğu öne sürülmek-
tedir [3]. 
 
 Tüm bu bulgulardan bağımsız olarak, de Lecea ve ark. [38] polimeraz zincir 
reaksiyonu (PCR) yöntemini kullanarak preprohipokretin adı verilen bir öncül prote-
ini kodlayan, hipotalamusa özgü bir mRNA tanımlamışlardır. Araştırmacılar aynı 
zamanda bu prepropeptidin işlenmesi ile biri 39 amino asitlik biri de 29 amino asitlik 
iki farklı peptid elde edildiğini saptamışlardır. Bu geni eksprese eden hücrelerin yal-
nızca hipotalamusta konumlandığını düşünmeleri ve bağırsak peptidi olan sekretin ile 
zayıf homolojisi nedeniyle bu peptidler hipokretin-1 ve hipokretin-2 olarak adlandı-
rılmıştır. Takip eden karşılaştırmalar sonucunda preprooreksin ve 
preprohipokretin’in aynı gen olduğu görülmüş ve hipokretin-1 ve hipokretin-2’nin 
sırasıyla OXA ve OXB ile ortak sekanslarının olduğu bulunmuştur [36]. Dolayısıyla 
oreksin ve hipokretin aynı molekül olarak kabul edilmiştir [4, 26, 39]. 
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2.2. Beyinde Oreksin Sistemi  
 İmmünohistokimyasal ve in situ hibridizasyon çalışmaları oreksin üreten hüc-
relerin MSS’de hipotalamusdaki az sayıda çekirdekte bulunduğunu göstermiştir. Bu 
çekirdekler perifornikal çekirdek, lateral hipotalamik alan (LHA) ve dorsomedyal 
hipotalamik çekirdektir [26-28, 38, 40, 41]. Oreksin içeren sinir lifleri oldukça sınırlı 
bir bölgede yerleşmiş olmalarına rağmen MSS boyunca geniş şekilde dallanırlar. Bu 
dallanmalar özellikle olfaktör bulb, serebral korteks, talamus, hipotalamus, beyin 
sapı ve omuriliğin hemen tüm seviyelerinde görülebilir [27, 28, 34, 35, 42, 43]. 
Oreksin nöronlarının geniş projeksiyonu, oreksinlerin çok sayıda sistemi modüle 
ettiğini göstermektedir [35, 36]. Oreksinlerin doğrudan akson terminalleri üzerine 
etki ederek eksitatör ya da inhibitör nörotransmitterlerin salınımını artırdığı bilin-
mektedir [38, 44].  
 
 Hipotalamus içinde oreksin nöronları arkuat nukleusa projekte olur [27, 28] 
ve özel olarak nöropeptid Y (NPY) içeren hücre gövdelerini innerve eder [43]. LHA 
içerisinde, NPY nöronları ve oreksin nöronları arasında karşılıklı bağlantılar bulun-
duğu gösterilmiştir [40, 42, 43] . Ek olarak, oreksin içeren sinir lifleri, 
paraventriküler nukleus (PVN) içindeki NPY-immünoreaktif sinir terminallerine 
yakın bölgelerde sonlanırlar [42, 43]. NPY kuvvetli bir oreksijenik peptid olup 
PVN’den ve etrafındaki bölgelerden salınır ve besin alımını stimüle eder [45]. 
Arkuat NPY nöronları oreksinler tarafından uyarıldığı için [36, 44], oreksinin stimüle 
ettiği besin alımının NPY yolakları üzerinden gerçekleştiği düşünülmektedir [28, 46]. 
Ek olarak, NPY’nin Y1 ve Y5 reseptörleri için kullanılan antagonistlerin de 
oreksinin stimüle ettiği besin alımını azalttığı gözlenmiştir [47]. Dolayısıyla, NPY 
aracılı besin alımı yolaklarının aktivasyonu, kısmen oreksinin besin alımı üzerindeki 
etkisinden sorumludur.  
 
 Arka beyindeki oreksin-immünoreaktif lifler, nukleus traktus solitarius 
(NTS), vagusun dorsal motor nukleusu (DMN) ve area postrema’yı içeren dorsal 
vagal kompleks içinde bulunurlar. Sindirim sisteminden vagal yolla gelen beslenme 
ile ilgili afferent sinyaller NTS üzerinden iletilir [37]. NTS’de ayrıca, kan şekerinde-
ki değişimlere ve sindirim sisteminde besin bulunup bulunmamasına göre cevap ve-
ren glukoza duyarlı nöronlar bulunmaktadır [48]. DMN ise; sindirim sistemi 
motilitesini ve özellikle de sindirim için önemli olan sekretuvar cevapları kontrol 
eden motor nöronları içerir. DMN ayrıca, sindirim sisteminin besin alımına ve sonra-
ki sindirim sürecine hazırlanması için gerekli olan sefalik faz cevaplarının başlatıl-
masından da sorumludur [49]. Area postrema ise; dorsal vagal kompleks ile bağlantı-
lı, sindirim sistemi peptidleri, glukoz gibi dolaşımdaki sistemik faktörlerin beyine 
girişinin sağlandığı bölgedir [3].  
 
 Her ne kadar dorsal vagal kompleks içerisinde oreksin içeren sinir terminalle-
ri tarafından innerve edilen nöron tipleri henüz tanımlanamamış olsa da, oreksinlerin 
vagal motor nöronların aktivitesini değiştirdiği ve/veya NTS nöronlarının 
gastrointestinal uyarılara verdikleri yanıtları kontrol ettikleri düşünülebilir. LHA’nın 
stimülasyonu ile DMN’deki nöronların uyarıldığı ve vagal afferentlerin aktivitesinin 
arttığı gösterilmiştir [3]. Böylece vagal aktivitenin oreksinler tarafından kontrolünün 
sefalik faz reflekslerini ve/veya mide-bağı 
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rsak motilitesini ve sekresyonunu etkilediği ön görülebilir. Ayrıca, NTS’deki nöron-
lar LHA’ya geri projekte olduğu için oreksin nöronlarının NTS üzerinden yayılan 
tokluk sinyallerince düzenleniyor olduğu düşünülebilir [3].   

 
2.3. Oreksin Reseptörlerinin Özellikleri 
 Sakurai ve ark. tarafından oreksinlerin yapısı ve her iki peptide ait reseptörle-
rin amino asit sekansları gösterilmiştir [26]. OX1R olarak adlandırılan orjinal 
HFGAN72 reseptörünün OXA’ya yüksek afinite ile OXB’ye ise 100-1000 kat daha 
düşük bir afiniteyle bağlandığı, diğer bir reseptör olan OX2R’nin her iki peptide de 
eşit oranda yüksek afinite gösterdiği bulunmuştur. Her iki ligandın reseptörlerden 
herhangi birine bağlanması sonucu hücre içi kalsiyum konsantrasyonun [Ca+2]i arttı-
ğı tespit edilmiştir. Reseptör içeren hücrelerle yapılan çalışmalara göre, OX1R yal-
nızca G proteinlerinin Gq altsınıfı ile OX2R ise Gi/Go ve/veya Gq ile eşleşmektedir 
[26, 36, 44].  

 
2.4. Oreksin Reseptörlerinin Dağılımı 
 
2.4.1. Oreksin Reseptörlerinin Merkezi Sinir Sistemindeki Dağılımı 
 Hipotalamus içerisinde OX1R mRNA’sının en fazla olduğu bölge 
ventromedyal hipotalamik nukleusun (VMH) dorsomedyal kısmıdır. OX1R’ın yoğun 
ekspresyonu aynı zamanda suprakiazmatik nukleusun dorsalindeki anterior 
hipotalamik bölgede de görülmektedir. Tersine, OX2R mRNA’sı, tüberomamiller 
nukleus, LHA, arkuat nukleus ve PVN’yi içeren çok sayıda hipotalamik bölgede 
eksprese olmaktadır [50, 51]. Tüberomamiller nukleus MSS’deki tek histamin 
kaynağıdır. Histamin uyanıklığın sağlanması için önemli olduğundan, bu bölgedeki 
OX2R’ın uyku/uyanıklık regülasyonunda rol oynadığı öne sürülebilir [51].  
 
 Oreksin reseptörlerinin VMH, LHA, arkuat nucleus ve PVN’de ekspresyonu, 
hipotalamik oreksin sistemlerinin besin alımındaki rolüyle uyumludur. VMH’nin 
besin alımının düzenlenmesiyle yakından ilişkili olduğu bilinmektedir. Bu bölgenin 
zarar görmesi obeziteye yol açar. PVN, NPY ve galanin gibi birçok oreksinerjik aja-
nın etkinlik bölgesidir [45]. PVN aynı zamanda dorsal vagal komplekse uzanan pro-
jeksiyonu yoluyla sindirim sistemi fonksiyonlarının regülasyonunda da rol oynamak-
tadır [52].  
 
 NTS ve DMN’nin yoğun sayılabilecek oreksin innervasyonları aldıkları bi-
linmektedir [27, 36] fakat bu bölgelerde az miktarlarda oreksin reseptör mRNA’sı 
tespit edilebilmiştir [51]. Yoğun oreksin immünoreaktivitesine karşın az miktarda 
reseptör mRNA’sı içeren bölgeler, hücreleri uzak konumlarda yerleşmiş olan akson 
terminallerinin presinaptik innervasyonunu gösteriyor olabilir [44]. Yakın zamanlı 
bir bulgu da OXA’nın DMN’deki presinaptik etkilerini desteklemektedir [3]. Bunun-
la birlikte, DMN nöronları üzerinde OX1R aracılı postsinaptik etkilerin varlığı da 
gösterilmiştir ve bu etkilerin merkezi OXA’nın mide motilitesi üzerindeki stimülatör 
işlevine aracılık ettiği bilinmektedir [3].  
  
 Göreceli olarak yoğun OX1R ekspresyonu görülen diğer beyin bölgeleri ara-
sında hipokampusun CA1 ve CA2 bölgeleri, raphe nukleusu ve locus coeruleus da 
bulunmaktadır [50, 51, 53, 54]. Locus coeruleus ve dorsal/medyan raphe nukleusu 



ŀ

 7 

sırasıyla noradrenerjik ve serotonerjik nöronların en önemli merkezleridir. Bu 
nukleuslardaki yüksek OX1R seviyesi, oreksinlerin monoaminerjik sistemler üzerin-
deki düzenleyici etkilerine işaret eder. Diğer taraftan, OX2R mRNA’sı da hafıza ve 
dikkat gibi fonksiyonlarla ilişkili olan bazal ön beyin yapılarında ve nukleus 
accumbens’de görülmektedir [50, 51, 53, 54]. Nukleus accumbens, mezolimbik 
dopaminerjik projeksiyonun en önemli alıcısıdır ve beyin ödül mekanizmasında 
önemli bir role sahiptir.  
 
2.4.2. Oreksin Reseptörlerinin Periferdeki Dağılımı 

Oreksinler ve reseptörleri merkezi sinir sisteminin dışında mide, bağırsak, 
pankreas, adrenal bezler, böbrek, yağ dokusu, dişi ve erkek genital sistem, kalp, 
akciğer ve tiroid bezi gibi pek çok farklı dokuda tespit edilmiştir [3, 55]. 

Sindirim sisteminde OX1R, sıçan midesinin korpus bölgesinde submukozal 
ve myenterik pleksus nöronlarında ve mukozada tespit edilirken, OX2R ise 
enteroendokrin hücrelerde gösterilmiştir [3, 10, 56]. Sıçanlarda OX1R vagal afferent 
liflerde; insanlarda ise OX1R ve OX2R nodoz gangliyon (NG) üzerinde 
gösterilmiştir [55]. 

2.5. Oreksinlerin Fizyolojik Etkileri 
Öncelikli etkisi uyku-uyanıklığın düzenlenmesi ve beslenme üzerine olan 

oreksinlerin, enerji dengesi, nöroendokrin düzenleme, gastrointestinal ve 
kardiyovasküler sistem kontrolü, su dengesi ve ağrı iletiminde de etkili olduğu 
bildirilmiştir (Şekil 2.1.) [57].  

 
Şekil 2.1. OXA’nın Santral ve Periferal Dokulardaki Fonksiyonları [55]. 

Kan basıncı ↑↑↑↑↓↓↓↓ 
Kalp hızı ↑↑↑↑↓↓↓↓  

Motilite↑↑↑↑↓↓↓↓ 
HCl sekresyonu ↑↑↑↑ 

HCO-3 sekresyonu ↑↑↑↑ 
Motilite↑↑↑↑↓↓↓↓ İnsülin sekresyonu ↑↑↑↑↓↓↓↓ Üreme ↑↑↑↑↓↓↓↓ 

Spermatogenezis ↑↑↑↑↓↓↓↓ 

Proliferasyon ↓↓↓↓ 
Lipolizis ↓↓↓↓ 
PPAR-γγγγ-2 ↑↑↑↑ 
 

Sempatik tonus ↑↑↑↑ 
Epinefrin salınımı ↑↑↑↑ 

Glukokortikoid salınımı ↑↑↑↑ 
 

Uyanıklık ↑↑↑↑ 
Besin tüketimi ↑↑↑↑ 
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Oreksinerjik hücrelerin yerleşimi ve projeksiyonları, farklı fizyolojik 
fonksiyonlar üzerine doğrudan ve dolaylı olarak düzenleyici etkilerinin olmasını 
sağlar. Bu karmaşık düzen oreksinlerin etki şekillerinin ayırt edilmesinde güçlük 
yaratmaktadır [58]. 

 
2.5.1. Oreksinlerin Besin Alımı ve Uyku Üzerine Etkileri 
 Sakurai ve ark. [26] öncelikli olarak oreksinlerin beslenme davranışı üzerin-
deki etkilerini incelemişlerdir. Bunun nedeni, preprooreksin mRNA’sının besin alımı 
ve metabolizmanın düzenlenmesinde rol oynayan LHA bölgesinde bol miktarda eks-
prese olmasıdır [3, 29]. Anand ve Brobeck LHA’yı, bu alandaki lezyonlar besin alı-
mında önemli azalışa neden olduğu için  “beslenme merkezi” olarak adlandırmışlar-
dır [59]. LHA’nın elektriksel stimülasyonu aşırı besin alımına yol açar ve kilo artı-
şıyla sonlanır [29]. Bu durum, stimülasyonun LHA içerisinde veya civarında oluşan 
oreksinerjik yolakları aktive ettiğini düşündürmektedir.  
 
 Sakurai ve ark. [26] sıçanlarda OXA ya da OXB’nin intraserebroventriküler 
olarak uygulanmasının doza bağımlı bir şekilde besin alımını artırdığını ve OXA’nın 
OXB’ye kıyasla daha etkin olduğunu göstermişlerdir [26]. Bu bulgular ışığında, 
oreksinler, Yunanca’da iştah anlamına gelen “orexis” kelimesinden esinlenerek isim-
lendirilmiştir [26]. Daha sonra, OXA’nın bazı türlerde (Japon balığı gibi)  besin alı-
mını artırdığı [30, 31, 36, 60] ve bu fonksiyonun PVN, dorsomedyal hipotalamik 
nukleus, LHA ve perifornikal bölge gibi çeşitli hipotalamik bölgelerle ilgili olduğu 
gösterilmiştir [32, 35, 36]. Ek olarak Yamada ve ark. [33], sıçanlarda bir antioreksin–
A antikorunun merkezi enjeksiyonu sonucunda doğal beslenme davranışının inhibe 
olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca, seçici bir OX1R antagonisti olan SB-334867-
A’nın birkaç gün boyunca spontan gece beslenmesini ve OXA’nın indüklediği bes-
lenmeyi inhibe ettiği, bunun yanında bir gecelik açlığın stimüle ettiği beslenmeyi de 
(ilk 4 saat boyunca) [61, 62] baskıladığı gösterilmiştir.  
 
 OXA’nın aksine OXB ile elde edilen bulgular daha değişkendir: dolayısıyla 
OXB’nin beslenme davranışları üzerinde az miktarda etkisi olduğu düşünülmektedir 
[30-32, 63]. OX2R mutant köpeklerde gözlemlenemeyen belirgin beslenme davranışı 
bozuklukları da bu çıkarımı desteklemektedir [64].  
 
 İntraserebroventriküler olarak uygulanan oreksinlerin besin alımı üzerindeki 
etkileri diğer hipotalamik oreksinerjik peptidlerle karşılaştırılmış ve OXA’nın besin 
alımı üzerine etkisinin NPY’ye kıyasla daha az olduğu gösterilmiştir [30, 45]. Ek 
olarak, NPY’nin aksine, OXA’nın kronik uygulanması normal sıçanlarda obeziteye 
neden olmamaktadır [65]. Bununla birlikte bu etkinin süresi NPY’nin etkisine kıyas-
la daha uzundur [26] ve oreksinlerin yarattığı etkinin büyüklüğü melanin konsantre 
edici hormon (MCH) ve galanin gibi diğer hipotalamik iştah artırıcı peptidlerin etki-
lerine benzer bulunmuştur [30]. Dolayısıyla oreksinlerin vücut ağırlığının uzun süreli 
korunmasından çok beslenmenin kısa süreli düzenlenmesinde katkılarının olduğu 
görülmektedir.  
 
 OXA, besin alımını, davranışsal doygunluğu geciktirerek artırmaktadır [60]. 
Ek olarak, birkaç gün süresince OXA’nın kronik intraserebroventriküler infüzyonu 
neticesinde bu peptidin sıçanlarda görülen normal sirkadiyen beslenme davranışını 
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da gün içi yemek alımını artırıp gece alımını azaltarak bozduğu görülmektedir [46, 
61, 63, 65]. Oreksinlerin metabolik etkilerinin de sirkadiyen faza bağımlı olduğu 
görülmüştür [66]. İlginç bir şekilde, normal sirkadiyen beslenme düzeninin bozulma-
sı, LHA lezyonlarının iyi açıklanabilmiş etkilerindendir. Ayrıca LHA’nın uykunun 
düzenlenmesindeki rolü de ortaya konmuştur [29]. Bütün bunlar düşünüldüğünde 
artan uyarılma halinin veya uzayan uyanıklık durumunun, sürekli OXA infüzyonu 
uygulanan sıçanlarda OXA tarafından stimüle edilen besin alımını etkilediği düşünü-
lebilir.  
 
 Oreksin nöronları uyanıklığı sağlayan beyin bölgelerini innerve edip aktif 
hale getirirler. Bu bölgelerden biri locus coeruleus diğeri de tüberomamiller 
nukleustur [35, 36]. In vitro OXA uygulaması histaminerjik nöronların ateşlenme 
hızını artırır ve REM uykusunu doza bağımlı şekilde baskılar [67]. Bunun yanında, 
oreksin knockout farelerde narkolepsi benzeri bir fenotip gözlenmektedir [68]. Aynı 
benzerlik OX2R geninde mutasyon görülen köpeklerde de gözlenmiştir [64]. 
Narkolepsi aşırı gündüz uykusu ve gün boyu şekillenen karşı konulması güç uyku 
atakları ile karakterize bir hastalıktır. Diğer sık gözlenen belirtisi ise katapleksi, uyku 
paralizi ve halüsinasyonlardır. Bu bulgular oreksinlerin beslenme ve enerji dengesi 
açısından öneminin yanında uyanıklığı da düzenlediğini işaret etmektedir. Bu sonuç 
oldukça önemlidir çünkü beslenmenin azalması durumunda böyle bir alarm meka-
nizmasının olması hayatta kalımı sağlar. Bu durumlarda besin arama içgüdüsünün 
uykuya dalmaktan daha önemli olacağı açıktır.   
 
2.5.2. Oreksinlerin Nöro-Endokrin Etkileri 

Oreksinler ve reseptörleri çeşitli nöroendokrin hücrelerde tanımlanmış olup, 
mide bağırsak mukozasındaki ve pankreastaki endokrin hücreler, adrenal bezlerdeki 
medullar hücreler, hipofiz hücreleri ve epidermisteki markel hücreleri bunlara örnek 
olarak verilebilir [69]. Oreksinlerin nöroendokrin etkilerine plazma prolaktin ve 
büyüme hormon seviyelerini düşürmesi, kortikotropin, kortizol, insülin ve luteinizan 
hormon [70] seviyelerini yükseltmesi örnek olarak sayılabilir [57]. 

Oreksinlerin, hipotalamustan salınan birçok hormon üzerine doğrudan etki 
gösterdiği gibi hipotalamo-hipofizer hormon salınımını da bazı sinirsel devreler 
aracılığıyla indirekt olarak etkilediği düşünülmektedir [58]. Oreksin reseptörlerinin 
her ikisi de nöroendokrin düzenleme ile ilgili bölgelerde eksprese edilirler. 
Oreksinler median eminens’de, reseptörlerinin mRNA’ları ise hipofizin ön ve ara 
loblarında gösterilmiştir. Oreksinerjik sinir lifleri hipotalamus-hipofiz-gonad (HPG) 
ekseninde etkili alanları innerve etmektedir. Hipotalamustaki OXA liflerinin HPG 
ekseni ile ilgili septal preoptik nukleus, ARC ve median eminence bölgelerine 
projeksiyonları vardır. Oreksinerjik nöronlar ayrıca seksüel davranışların kontrol 
edildiği amigdala ve olfactory bulbus bölgelerini de innerve ederler [58, 71]. 
Adenohipofizdeki asidofilik hücrelerde büyüme hormonu ve OX1R’nin, bazofilik 
hücrelerde ise adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve OX2R’nin birlikte eksprese 
edildiği gösterilmiştir [72]. 

OXA’nın sıçanlarda intravenöz ve hipotalamusa mikroenjeksiyon yolu ile 
uygulanması, plazmada tiroid uyarıcı hormon (TSH) ve hipotalamik tirotropin 
serbestleştirici hormon (TRH) seviyelerini düşürürken, plazmadaki tiroid hormon 
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düzeyini etkilememiştir. OXA’nın bu etkisinin hipofiz hücre kültüründe in vitro 
olarak tekrar edilememesi OXA’nın TSH’a etkisinin TRH üzerinden olduğunu ortaya 
koymuştur [73]. 

Oreksinerjik sistem, organizmada strese de aracılık etmekte olup strese maruz 
kalınan durumlarda hipotalamustaki oreksinerjik nöron aktivitesinin [74] ve 
serebrospinal sıvıda (CSF) OXA konsantrasyonunun arttığı [75] bildirilmiştir. Öte 
yandan OXA’nın sıçanlarda intraserebroventriküler uygulaması HPA’yı aktive 
ederek plazmada kotrikotropin salgılatıcı hormon (CRF), ACTH, kortikosteron ve 
epinefrin seviyelerini arttırmaktadır [74, 76]. 

2.5.3.Oreksinlerin Enerji Metabolizması Üzerine Etkileri 
 Oreksin nöronları, enerji kaynaklarının mevcut durumuna ilişkin bilgiler su-
nan çeşitli metabolik sinyallere cevap verirler. Hipotalamik preprooreksin mRNA 
düzeyi, 48 saatlik açlıktan ve insülinin indüklediği akut (6 saat) hipoglisemiden sonra 
önemli bir artış göstermektedir [26, 34, 77]. Dolayısıyla bu nöronlar açlık durumun-
da aktive olmaktadırlar. Cai ve ark. düşük plazma glukoz düzeyi ve/veya sindirim 
sisteminde besin yokluğu gibi durumların oreksin nöronlarını stimüle ettiğini ve 
oreksinlerin kısa dönem beslenme davranışları üzerine etkili olduklarını göstermiş-
lerdir. Ayrıca Cai ve ark., oreksin nöronlarının; LHA nöronlarının, serum glukoz 
düzeyinin düşmesiyle stimüle olan ve NTS aracılığıyla vagal olarak iletilen tokluk 
sinyalleri ile inhibe edilebilen bir alt kümesi olabileceğini ileri sürmüşlerdir [77].  
  
 Kan glukoz düzeyinin azalması ile besin alımını başlatıcı sinyalin üretildiği 
iyi bilinmektedir [78]. Birçok insan ve sürüngen denekte kan glukoz düzeyinin öğün-
lerden önce en düşük noktasına geldiği bilinmektedir. Mayer’in glukostatik beslenme 
teorisine göre [79] yeme davranışı glukoz düzeyini sürdürebilmek amacıyla şekille-
nir. LHA “glukoza duyarlı” nöronlar içerir ve bu nöronlar hipoglisemi ile aktif hale 
geçer ve artan kan glukozuyla da baskılanırlar. Glukoza duyarlı nöronlar tüm LHA 
nöronlarının yaklaşık %25’i kadardır [78]; dolayısıyla oreksin içeren nöronların en 
azından bir kısmının glukoza duyarlı olduğu düşünülebilir. Yakın zamanlı çalışmalar 
da bu kanıyı desteklemektedir. İnsüline bağlı hipoglisemi sırasında oreksin-
immünoreaktif nöronların yaklaşık %30’unun sinirsel aktivasyonun bir işareti olan 
Fos-benzeri immünoreaktivite gösterdiği gösterilmiştir [80]. Ayrıca Shiraishi ve ark. 
[81] test ettikleri glukoza duyarlı LHA nöronlarının yaklaşık %67’sinde OXA’nın 
ani deşarj artışına neden olduğunu göstermişlerdir. Dolayısıyla glukoza duyarlı hüc-
reler eksitatör oreksin reseptörleri eksprese ederler. Ayrıca OXA, VMH’de bulunan 
glukoza duyarlı nöronların aktivitesini inhibe eder. Glukoza duyarlı nöronlar glukoz 
tarafından uyarılırlar ve bu hücrelerin stimülasyonunun yemeyi sona erdirmede kat-
kısının olduğu öngörülmektedir. Oreksinlerin glukoza duyarlı ve glukoza hassas 
hipotalamik nöronlar üzerindeki zıt etkileri, LHA ve VHM’nin besin alımının düzen-
lenmesindeki antagonistik rolleri ile uyumludur [3].   
 
2.6. Sindirim Sisteminde Oreksinler ve Etkileri 
 ESS’de oreksin immünoreaktivitesi gösteren nöronlar ve enteroendokrin 
hücreler, PCR ve immünohistokimyasal çalışmalar ışığında gösterilmiştir [3]. 
Preprooreksin, OXA, OXB ve reseptörleri fare, sıçan, kobay ve insanda myenterik ve 
submukozal pleksuslarda, enteroendokrin hücrelerde saptanmıştır [4, 10, 82, 83]. 
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Oreksinlerin, sekretomotor nöronların elektriksel özelliklerini etkilediği ve kolonik 
motilitenin düzenlenmesine katkısı olduğu ortaya çıkarılmıştır [3]. 
 

OXA immünoreaktivitesi kobay midesinin antrum bölgesinde gastrin ile 
birlikte [4] ve fare midesinin pilor bölgesinde gösterilmiş, OXB aktivitesi ise 
saptanamamıştır [84]. ESS’de OX1R immünoreaktivitesi myenterik ve submukozal 
pleksuslarda, sirküler ve longitüdinal kas liflerinde ve mukozada saptanmıştır. Bunun 
yanı sıra OX2R, enterokromafin (EC) hücrelerde gösterilmiştir [10].  

2.6.1. Oreksinlerin Mide Asit Sekresyonu Üzerine Etkileri 
 LH’nin beslenme davranışlarının yanısıra, mide sekresyonunun merkezi dü-
zenlenmesine de katkılarının olduğu önceki çalışmalarda gösterilmiştir [85]. 
OXA’nın intrasisternal enjeksiyonu, mide sıvılarının hacmini artırmış ve pilor 
ligasyonu yapılan sıçanlarda mide asit üretiminin doza bağımlı şekilde stimüle oldu-
ğu gözlenmiştir. Bunun aksine, OXA’nın intraperitonal olarak uygulanması mide 
sekresyonunu stimüle etmemiş ve böylece OXA’nın mide asit sekresyonunu stimüle 
edici etkisinin MSS üzerinden gerçekleştiği öne sürülmüştür [8]. Sakurai ve ark.’nın 
çalışmasında kullanılan ve asit sekresyonunu stimüle edebilen dozlar, sıçanlarda be-
sin alımını stimüle etmek için kullanılan dozlara eşit veya daha düşük dozlardır [26]. 
Hem besin alımını hem de mide sekresyonunu stimüle edebilen dozların birbirine 
yakın olduğu bulgusu dikkate alındığında OXA ile oluşan bu iki cevabın da ortak bir 
mekanizma ile tetiklendiği düşünülebilir. LH’nin elektriksel stimülasyonu mide asit 
sekresyonunu artırır. Önceki çalışmalarda, LH lezyonlarının veya LH’ye anestezi 
uygulanmasının, hipoglisemik ajanların periferal uygulamaları ile artan mide asit 
sekresyonunu azalttığı gösterilmiştir [3]. Dolayısıyla LH asit sekresyonunda kritik 
bir görev üstlenir. Bu asit sekresyonu cevabı özellikle de açlık duyusuna cevaben 
ortaya çıkar ve açlık duyusu da büyük olasılıkla azalmış glukoz düzeyince indüklen-
mektedir [86]. Bununla birlikte, LH nöronlarının mide asit üretimini molekü-
ler/nörotransmitter  bazda nasıl artırdığına ilişkin mekanizmalarla ilgili bilgi oldukça 
azdır. Oreksin içeren nöronların LH bölgesinde ve komşu alanlardaki lokalizasyonu 
ve mide asidinin merkezi OXA ile stimülasyonu düşünülecek olursa, LH nöronları-
nın terminal sinir sonlanmalarından salınan OXA’nın asit sekresyonunu stimüle ettiği 
düşünülmektedir. Dolayısıyla OXA, LH nöronlarından ortaya çıkan bir efferent sin-
yal gibi işlev görerek mide asit sekresyonunu artırıyor olabilir. 
 
 Mide asit sekresyonunun stimülasyonu, OXA’nın intrasisternal enjeksiyonu 
ile görüldüğü halde OXB enjeksiyonu aynı etkiyi göstermez. Yani OXA, asit 
sekresyonunu özel bir şekilde stimüle etmektedir. Oreksin reseptörlerinin özellikleri-
ne bakıldığında, OX1R, OXA için seçici iken; OX2R’nin her iki oreksin tipine 
afinitesi vardır. Bu bilgi ışığında; OXB’nin değil de OXA’nın merkezi yönetiminin 
asit sekresyonunu stimüle ediyor olduğu bulgusu [8]; OXA’nın neden olduğu asit 
sekresyonunda OX1R’ın aracı olabileceğini gösterir. OXA’nın mide asit 
sekresyonunu stimüle ettiği yapı-aktivite ilişkisini daha da iyi ortaya çıkarabilmek 
için, modifiye edilmiş disülfit bağları olan OXA ile ilişkili peptidler [OXA (15-33)] 
oluşturulmuştur. Bu peptidlerin in vitro reseptör aktivasyonundaki rolleri veya in 
vivo asit sekresyonundaki stimülator etkileri değerlendirilmiştir. Pilor ligasyonu ya-
pılan bilinci açık sıçanlarda OXA’nın intrasisternal enjeksiyonu mide asit 
sekresyonunu stimüle ederken, iki disülfit bağına sahip olmayan OXB için benzer 
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etki gözlenmemiştir. OX1R ve OX2R eksprese eden CHO-K1 hücrelerinde oreksine 
bağlı kalsiyum artışı ölçülmüştür. OXA,  OXB ve OXA (15-33)’ün EC50 değerleri 
sırasıyla 0,068, 0,69, ve 4,1 nM olarak bulunmuştur ve bu da disülfit bağları içerme-
yen peptidlerin OX1R için daha düşük bağlanma potansiyelleri olduğunu göstermek-
tedir. Bu üç oreksin analoğunun bir veya iki disülfit bağının modifikasyonu sonu-
cunda OX1R için ölçülen agonistik aktiviteleri, OXA’nınkine kıyasla önemli düzey-
de azalmıştır. OX2R için OXA ve OXB’nin EC50 değerleri neredeyse eşittir fakat 
OXA (15-33) için ölçülen potansiyeller, OXA’nınkine kıyasla daha düşüktür. Mide 
asit üretimi ile OX1R için EC50 değeri arasında gözlenen zıt ilişki OX2R için tespit 
edilememiştir. Bu sonuçlara bakılarak OXA’nın indüklediği asit stimülasyonu için 
OX1R aktivasyonunun gerektiği ve OXA’daki disülfit bağlarının reseptör aktivasyo-
nu için anahtar bir role sahip olduğu söylenebilir [86].  
 
2.6.2. Beyinde Asit Sekresyonunun Stimüle Edildiği Bölge Olarak Dorsal Motor   
Nukleus 
 Mideyi vagus siniri yoluyla innerve eden hücreler medulla oblongatadaki 
DMN üzerinde yerleşmişlerdir [86]. İntrasisternal olarak enjekte edilen OXA’nın asit 
üretimini artırıcı etkisi N. vagus aracılıdır [8]. Dolayısıyla, OXA’nın sisterna 
magna’ya enjekte edilmesiyle akson terminallerini mideye projekte eden DMN sinir-
lerinin aktifleşebileceği düşünülmektedir. Her ne kadar oreksin-immünoreaktif nö-
ronlar hipotalamus’da yerleşmiş olsalar da [26], oreksin immünoreaktif lifler DMN 
bölgesi de dâhil olmak üzere merkezi sinir sistemine dağılmış haldedirler [28, 33, 
41]. Oreksin-immünoreaktif liflerin DMN’de varlığının gösterilmiş olması ve DMN 
nöronlarının LH nöronlarının akson terminallerini alıyor olması göz önünde bulundu-
rulursa, intrasisternal olarak enjekte edilen OXA’nın asit üretimini başlattığı esas 
etkinlik bölgesinin DMN nöronları olduğu hipotezi kuvvet kazanır [86]. 
İmmünohistokimyasal çalışmalar, sıçanlardaki DMN nöronlarının birçoğunun 
oreksin reseptörlerini eksprese ettiğini göstermektedir. OX1R, OX2R’ye oranla daha 
çok üretilir [87]. Ek olarak, Krowicki ve ark. [87] OX1R’nin en çok mideyi innerve 
eden pregangliyonik vagal motor nöronlarda eksprese olduğunu göstermişlerdir. 
OXA mideyi innerve eden DMN nöronlarında OX1R’ye bağlanma yeteneğine sahip-
tir. Bunun da ötesinde, sıçan medulla kesitlerinden alınan kayıtlar göstermiştir ki 
oreksin bir kısım DMN nöronunu doğrudan depolarize etmektedir. Bu depolarize 
edilen nöronlar arasında pregangliyonik parasempatik bazı nöronlar da bulunmakta-
dır [88]. Grabauskas ve Moises’in çalışmalarında [89] sıçan beyin sapı kesitlerinden 
elde edilen DMN nöronlarına ait tüm hücre kayıtlarında oreksinlerin tercihen DMN 
içerisinde işlev görerek mideye projekte olan DMN nöronlarını doğrudan uyardığı 
gösterilmiştir. Bu elektrofizyolojik bulgular, yukarıda değinilen nöroanatomik kanıt-
lar ve farmakolojik çalışmaların sonuçları birlikte düşünüldüğünde, hipotalamik pro-
jeksiyon ile DMN içerisine ulaşan endojen OXA’nın, OX1R’yi aktive ederek vagal 
akışı stimüle ettiği ve midede asit üretimi artırdığı ortaya çıkar.  
 
2.6.3. Endojen Oreksin-A’nın Asit Sekresyonu Üzerine Etkileri 
 Spesifik bir OX1R antagonisti olan SB334867’nin [62, 90, 91] intraperitonal 
olarak uygulanması sonucu pilor ligasyonu yapılan sıçanlarda mide asit 
sekresyonunu etkilemediği, fakat intrasisternal olarak uygulanan OXA’nın neden 
olduğu asit üretimini tamamen bloke ettiği gösterilmiştir [92]. Vagal yolağın merkezi 
aktivasyonu için kullanılan 2-Deoksi-D-glikoz (2-DG) periferik olarak uygulandı-
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ğında özellikle hipotalamusta işlev görerek vagal tonusu artırıp mide asit 
sekresyonunu stimüle etmektedir [86]. Mide asit üretiminin 2-DG tarafından 
stimülasyonu, intraperitonal SB334867 uygulaması ile önemli oranda bloke edile-
bilmektedir. Bu da beyinde endojen olarak salgılanan OXA’nın, mide asit 
sekresyonunun merkezi düzenlenmesinde kritik bir rolü olduğunu ve OX1R’nin 
endojen olarak salınan OXA tarafından gerçekleştirilen asit stimülasyonunda katkısı-
nın olduğunu göstermektedir. Bazı çalışmalarda hipogliseminin OXA nöronlarını 
aktive ettiği gösterilmiştir. Cai ve ark. [80], insülinin neden olduğu hipogliseminin 
sıçanların LH bölgesindeki OXA nöronlarında c-fos ekspresyonunu stimüle ettiğini 
göstermişlerdir. c-fos ekspresyonuna ilişkin bu çalışmaların bulguları, 2-DG’nin 
hipotalamik OXA sistemini aktive ettiği ve bunu takiben de vagal sistem yoluyla 
mide sekresyonunun stimüle olduğu yönündeki hipotezleri destekler niteliktedir.       
 
 Bu bulgular, OXA’nın beyinde sefalik faz stimülasyonunu (besin alımı ve 
uygun hazırlayıcı sekretuar cevapların üretilmesi gibi) tetikleyen en önemli molekül-
lerden biri olduğu yönündeki hipotezi destekleyici niteliktedir.  
 
2.6.4. Oreksin-A’nın Mide Motilitesi Üzerine Etkisi 
 Birçok çalışmada merkezi olarak enjekte edilen oreksinin mide motilitesini 
değiştirdiği gösterilmiştir. Kobashi ve ark. [93] sıçanlarda intrasisternal OXA uygu-
lamasının mide motilitesi üzerindeki etkilerini araştırmışlar ve oreksinin 30 dakika-
dan fazla süreyle mide gevşemesine neden olduğunu bulmuşlardır. Distal midedeki 
fazik kontraksiyonlar da oreksine cevap olarak kolaylaşmıştır, fakat vagotomi uygu-
lanan hayvanların distal midelerinde bu etki gözlenmemiştir. Vagotomi uygulanan 
hayvanların proksimal midelerinde gevşeme gözlenmekle birlikte bu gevşemenin 
miktarı müdahale edilmemiş hayvanlara kıyasla anlamlı ölçüde düşük gerçekleşmiş-
tir. Bu bulgu, merkezi oreksinin distal mide motilitesini ve proksimal midedeki gev-
şemeyi vagus siniri aracılığıyla kolaylaştırdığını işaret eder [93]. Her ne kadar bes-
lenme esnasında proksimal midede gevşeme ve distal midede motilite artışı görülü-
yor olsa da, merkezi OXA’nın uyardığı mide motilite değişimleri göz önüne alındı-
ğında, beslenme sırasında OXA’nın mide-bağırsak motilitesinin koordinasyonunda 
işlev görmekte olduğu düşünülebilir. Bu açıdan bakıldığında, yukarıda da tarif edil-
diği gibi OXA, sefalik-faz stimülasyonda önemli rol oynayan tetikleyici bir molekül-
dür. Ek olarak Krowicki ve ark. [87] sıçanlarda DMN bölgesine oreksinin mikroen-
jeksiyonunun mide içi basıncı ve antral motiliteyi artırdığını göstermişlerdir ve bu 
bulgu DMN’deki oreksinlerin mide motor fonksiyonlarını stimüle ettiğinin bir gös-
tergesidir.  
 
2.6.5. Oreksin-A’nın Mide Korunması Üzerine Etkisi 
 OXA’nın intrasisternal enjeksiyonu, %70’lik etanolün sebep olduğu mukozal 
hasarın boyutunu doza bağımlı bir şekilde azaltmaktadır. Bu etkinin OXA’nın 
intraperitonal enjeksiyonu ile gözlenmemiş olması, OXA’nın mide mukozal hasarını 
merkezi etki göstererek engellediğini göstermektedir [24]. Sıçanlarda görülen bu 
koruyucu etki OXB için gösterilememiştir. Merkezi OXA’nın mideyi koruyucu etki-
si, atropin, Nw-nitro-L-arginine methylester (L-NAME) veya indometazin ile gerçek-
leştirilen ön tedavi ile engellenmektedir. Bu bulgu OXA’nın beyinde OX1R yoluyla 
etki göstererek, vagal muskarinik sistem, NO ve PG yolakları üzerinden etanole karşı 
koruyucu rol üstlendiğini göstermektedir. NO’nun oreksin yolağında rol aldığı önce-
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ki çalışmalarda gösterilmiştir. Farr ve ark. [25] L-NAME’in s.c. enjeksiyonunun, 
sıçanlarda OXA’nın neden olduğu besin alımı artışını bloke ettiğini göstermişlerdir. 
Benzer şekilde NOS knockout farelerde OXA, besin alımı artışını sağlayamamıştır. 
Araştırmacılar ayrıca L-NAME’in hipotalamusdaki NOS aktivitesini yüksek oranda 
inhibe ettiğini göstermişlerdir ve bu bulgu da beyindeki NO’nun OXA’ya bağlı besin 
tüketiminde önemli bir rolü olduğunu göstermektedir. Ek olarak, Zheng ve ark. yap-
tıkları araştırmada [94] hipotalamik oreksin nöronlarının %20’ye yakın bir kısmının 
dorsal vagal komplekse projekte olduğunu ve hatta bir kısmının NOS-immünoreaktif 
nöronlara anatomik yakınlıkta olduğunu göstermişlerdir. Beyindeki NO’nun, mide-
bağırsak fonksiyonlarının OXA aracılı merkezi düzenlenmesinde vagal sistem yoluy-
la işlev gördüğünü düşündürmektedir.  
 
 Kendi grubumuzun yaptığı çalışmada da OXA infüzyonunun, I/R uygulama-
sıyla oluşan mide mukozal hasarını azalttığı ve nötrofil infiltrasyonunu ve lipid 
peroksidasyonunu azaltarak mukozal korunmaya katkısı olduğu gösterilmiştir [95]. 
 
2.7. İskemi/Reperfüzyon 
 Bir organa gelen kan akımının çeşitli nedenlerle (özellikle vasküler cerrahi 
işlemler ve organ transplantasyonu esnasında) yetersiz hale gelmesi veya durması 
sonucu, dokunun oksijen ve diğer metabolitlere olan ihtiyacının sağlanamaması ve 
oluşan artık ürünlerin uzaklaştırılamamasına iskemi denir. Reperfüzyon ise bu 
iskemik dokudaki kan dolaşımının yeniden sağlanmasıdır [96]. 
 
 İskemi tek başına doku hasarına sebep olur, ancak asıl hasar iskemik dokunun 
hücre canlılığını ve fonksiyonunu korumaya yönelik olarak yeniden kanlanması du-
rumunda oluşur. İskemik bir dokuda kan akımının yeniden başlaması durumunda 
(reperfüzyon), özellikle dokuya gelip yerleşen polimorfonükleer lökositler (PMNL) 
tarafından salınan ROS, dokudaki yıkımı artırıcı etki yapar. Bu olaya reperfüzyona 
bağlı doku hasarı denir [96]. Bir dokuda iskemi ve reperfüzyon sonucu oluşan hasar, 
dokunun aynı toplam sürede sadece iskemiye maruz kalması sonucu oluşan hasardan 
daha fazladır. 
 
 Akut mezenterik iskemi, çeşitli yanıklar, hemorajik, travmatik ya da septik 
şok sonrasında, ROS ve proteazların üretimi ve nötrofillerin, nötrofil–endoteliyal 
hücre etkileşimlerini takiben intestinal mukozada birikmeleri sonucu I/R hasarı olu-
şur [97]. İskemik dokuya nötrofil geçişi iskemiden sonra ilk 12-24 saat içinde gözle-
nir. Bu sürenin sonunda nötrofiller yerini yavaş yavaş makrofajlara bırakırlar. Bu-
nunla beraber, iskeminin ardından reperfüzyon da gerçekleşirse, lökosit birikimi 
iskemik alanda kan akımı arttığı için daha hızlı olur [70]. 
 
 I/R hasarı, kalp, beyin, karaciğer, böbrek ve gibi oksijene bağımlı doku hücre-
lerini, organları önemli ölçüde etkiler. Organ naklini takiben gelişen fonksiyon bo-
zukluğunun ana sebebi olarak da I/R hasarı gösterilmektedir. Bu hasar nakledilmiş 
organın uzun süre yaşama durumunu kısıtlar [98]. I/R’nin görülme sıklığına bağlı 
olarak mezenterik kan damarlarında meydana gelen I/R sonucu, genellikle akut 
vasküler yetmezlik ve çoklu organ yetmezliği gelişir [99].  
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 I/R hasarının oluşum mekanizmasında çeşitli faktörlerin etkili olduğu öne 
sürülmüştür. Bunlar arasında, proteazların ve fosfolipazların aktivasyonu, [Ca+2]i’da 
değişim, ATP yokluğu, serbest radikallerin oluşturduğu hücre hasarı, pro ve anti-
inflamatuar sitokin yapımındaki dengenin pro-inflamatuar sitokinler yönüne kayma-
sı, kemokinler, aktif immün sistem hücreleri bulunmaktadır [100]. 
 
2.7.1. İskemi Fazında Hasar Oluşumu 
 İskemik fazda oksijene bağımlı olan hücrelerin (kardiyomiyositler, nöronlar, 
hepatositler, renal tübüler hücreler, bağırsak epitel hücreleri) oksijensiz kalması bu 
hücreleri ağır bir şekilde etkiler [98]. İskemi sonucunda dokunun tek enerji kaynağı 
anaerobik metabolizmadır. Bu sebeple doku hipokside kalırsa, hipoksik doku hasarı 
ortaya çıkar [98]. Hasar oluşumu, mitokondriyal enerji yapımının (oksidatif 
fosforilasyonun) azalması ve hücresel enerjinin düşmesi sonucu gerçekleşen bir seri 
olaylar dizisidir [98]. Doğrudan ya da dolaylı olarak meydana gelen enerji yokluğu, 
hücre içinde hücresel iyon homeostazisinin bozulması, hidrolazların aktivasyonu, 
hücresel membranların permeabilitelerinin artması gibi değişimlerin görülmesine 
sebep olur.  
     
 İskemide sitozolik pH, ATP yokluğuna, glikolitik hızın artışına ve belki de 
hasarlı lizozomlardan serbestlenen H+ iyonuna bağlı olarak düşer. Asidoz ile birlikte, 
makromolekül sentezinin durması, sitozolik Na+ ve Ca2+ iyonlarının konsantrasyonu-
nun artması ve iyon dengesinin bozulması, plazma permeabilitesinin artması, ATP 
yıkım ürünlerinin birikmesi, bu değişimlere paralel olarak sonunda, hücresel 
homeostazis bozulması görülür [98, 99].  
 
 Sitozolik Ca2+ konsantrasyonunun artışı hücre içi fosfolipazlar gibi 
hidrolazları (özellikle fosfolipaz A2 gibi) aktive eder. Aktive olan hidrolazlar 
substratlarını yıkmak suretiyle hasar oluşumunu hızlandırırlar (Ör. hücre içi Ca2+ ile 
aktive olan calpain, hücre iskeleti proteinlerinin yıkımına sebep olur). Artan hücresel 
Na+ iyonu konsantrasyonu plazma membranının ayrılmasına sebep olan hücresel 
osmotik şişkinliğin oluşumuna sebep olur. Mitokondriyal membranda oluşan geçiş 
porları yüzünden permeabilite değişimi, mitokondriyal membran potansiyeli kaybına 
ve mitokondriyal matriksde Ca2+ birikimine sebep olur. 
 
 İskemide gelişen bu olaylar, temelde reperfüzyonda oksijen ve kan ürünleri-
nin yeniden dokuya gelmesiyle oksijen kaynaklı serbest radikallerin oluşumu için 
zemin hazırlamaktadır [101]. Reperfüzyonda çok çeşitli hücre, organel ve enzimler 
serbest radikal oluşturur. Bunlar arasında mitokondrial elektron transport zinciri, 
vasküler endotel, lökositlerin (nötrofil, lenfosit, monosit) aktivasyonu, plazma ve 
organel membranları, NOS aktivasyonu sayılabilir. 
 
2.7.2. Reperfüzyon Fazında Hasar Oluşumu 
 Yapılan çalışmalarda, koroner arter tıkanması sonrasında eğer zamanında 
reperfüzyon uygulanırsa, bu uygulamanın hücreleri miyokardial nekrozisten korudu-
ğu gösterilmiştir [99]. Bununla birlikte iskeminin süresine ve yoğunluğuna bağlı ola-
rak oksijen yeniden dokulara geldiğinde, temelde oksijensizlik yüzünden oluşan do-
ku hasarı daha da ağırlaşır. Reperfüzyonda hızlı oksijen radikali oluşumu hem siste-
mik hem de lokal hasar oluşumuna neden olur. Çeşitli hayvan türlerinde yapılan de-
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neysel mezenterik I/R modelinde reperfüzyon fazında oluşan doku hasarı, iskemik 
fazda oluşan hasardan daha fazladır. Braunwald ve ark.’nın [102] çalışmasına göre 
miyokardiyal iskemide iskeminin süresi ile bağlantılı olarak koroner akımın yeniden 
sağlanması, hem nekrozisin önlenmesi hem de miyokardiyal hasarın yayılmasının 
önlenmesi açısından son derece etkilidir. Ancak, akımın yeniden sağlanması dokuda 
fonksiyonel metabolik ve yapısal değişimleri de beraberinde getirir [70]. I/R sonrası 
dokularda mikrovasküler fonksiyon ve arteriyollerde endotele bağımlı dilatasyon 
bozukluğu gelişir. Kapillerlerde lökosit tıkaçları oluşur, sıvı filtrasyonu artar. 
Postkapiller venüllerde plazma proteinlerinin damar dışına çıkması ve lökositlerin 
hareketliliği başlar. Mikrosirkülasyonun bütün segmentlerinde aktive olan endotel 
hücreleri daha fazla ROS ve daha az NO üretir. Endotel hücrelerinde süperoksit radi-
kali ve NO arasındaki dengesizlik inflamatuar mediyatörlerin üretim ve salınmalarına 
öncülük ederken adezyon moleküllerinin biyosentezini de arttırır [103]. 
 
 I/R, endotel ve farklı hücre tipleri arasındaki etkileşimleri artırarak 
mikrovasküler hasara, hücresel nekroza ve/veya apoptozise neden olur. Splanknik 
arterlerin tıkanması ve reperfüzyonun özellikle vasküler permeabiliteyi değiştirmesi, 
polimorfonükleer nötrofillerin (PMN) aktivasyon ve adezyonlarını sağlaması, pro-
inflamatuar maddelerin, nitrojen ve oksijen kökenli serbest radikallerin oluşumu ne-
deniyle dolaşımsal şoku hızlandırır [98]. 
 
 İnce bağırsakta meydana gelen I/R, mukozal bariyerin bütünlüğünün bozul-
masına, bakteriyel geçişe ve inflamatuar cevabın oluşumuna sebep olur. Bakteriyel 
translokasyon, canlı bakterinin intestinal mukoza aracılığı ile mezenterik lenfatik 
nodlara, diğer organlara ve dokulara yayılmasıdır. Translokasyon süreci, bakteri ve 
bağırsak duvarı arasında tek başına sitokin yapımını uyaracak ve inflamatuar yanıtı 
oluşturacak ilk temas ile başlar. Bakteri mukozaya geçer ve oradan farklı organlara 
dolaşım sistemi ile taşınır. Sıçan mezenterik arterine 30 dakika iskemiyi takiben 24 
saatlik reperfüzyon uygulanan bir çalışmada, işaretli bakterinin translokasyonu ince-
lenmiş ve translokasyonda reperfüzyon zamanının belirleyici olduğu sonucuna va-
rılmıştır [98]. Çünkü kan akımının yeniden sağlanması ile hücre içine fosfolipaz A2 
aktivasyonunu sağlayan Ca2+ girişi gerçekleşir. Fosfolipaz A2 tarafından salınan 
araşidonik asit reperfüzyon süresince siklooksijenaz (COX) enzimleri tarafından 
metabolize edilir. PG’lerin, Tromboksan (TX), prostasiklin (PGI2) ve lökotrienlerin 
yapımından sorumlu olan lipooksijenaz (LOX) enzimlerinin üretimi, vazodilatasyon 
(PGI2, PGE1, PGE2, PGD2), vasküler permeabilitenin artışı (LTC4, LTD4, LTE4), 
trombosit agregasyonunu ve PMN’lerin kemotaksisini uyarır [98, 99]. 
 
 İskemiyi takiben inflamatuar bir cevap oluşur [98]. İnflamasyon, travma ve 
enfeksiyon gibi durumlarda dokular fiziksel ya da kimyasal ajanlarla ya da patojen-
lerle hasarlandığında, hasara karşı oluşturulan bölgesel savunma cevabı olarak tanım-
lanmıştır [104]. Bu oluşan inflamatuvar cevaba, makrofajlar, endotel hücreleri, 
nötrofiller, lenfositler, trombositler, parankimal hücreler, ayrıca kompleman sistemi, 
kan koagulasyon kaskadı, ROS, NO, pro ve anti-inflamatuar sitokinler, 
mikrovasküler perfüzyon ile ilişkili diğer mediyatörler gibi hücresel olmayan yapılar 
da katılır [98].  
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 İnflamasyon cevabı, hasarlı hücre içeriği tarafından tetiklenebileceği gibi, 
bütünlüğü bozulmuş doku matriksinin kompleman kaskadını ya da makrofajları akti-
ve etmesi yolu ile dendritik ve diğer hücrelerin heat shock proteinlere (HSP), nükleer 
proteinlere ya da heparan sülfatın toll-like reseptörlerine bağlanması yolu ile de tetik-
lenebilir. İnflamatuvar yanıt her ne kadar hücrelerde özellikle de endotel hücrelerinde 
ve makrofajlarda başlasa da, bu hücreler de anoksi ve yeniden oksijenlenme sırasında 
ve [Ca+2]i artışı ile aktive olurlar [98]. 
 
 İnflamasyondaki olaylar, birbirleri ile bağlantılıdır. ROS, aktive olmuş 
makrofajlardan, nötrofillerden, endotel hücrelerinden, trombositlerden ve 
hasarlanmış hücrelerden salınabilir. Sitokin ve kemokinler gibi mediyatörler ise, 
makrofajlar, lenfositler, nötrofiller ve endotel hücreleri tarafından oluşturulur ve yine 
bu hücreleri aktive eder. Azalan / artan NO oluşumu, artan endotelin -1 oluşumu ve 
kan koagulasyonu mikrovasküler perfüzyonda sorunlar yaratır. İnflamatuar cevap 
süresince salınan ROS, sitokinler, tümör nekrozis faktör-alfa (TNF-α), NO’nun yük-
sek dozları gibi çeşitli bileşenler, sitotoksisite yaratarak hücre hasarına neden olurlar. 
ROS’un, özellikle hidrojen peroksitin NF-κB’yi aktive ettiği bilinmektedir. Aktive 
olmuş NF-κB inflamasyonla ilişkili akut faz proteinleri, hücre adezyon molekülleri, 
hücre yüzey reseptörleri, sitokinler ve kemokinler gibi ürünleri olan genlerin eks-
presyonlarının düzenlenmesinden sorumludur [105]. 
 
 Mikrovasküler düzensizlik yüzünden reperfüzyon ile yeniden oksijenlenme 
sağlansa bile reperfüzyon fazında hala anoksik hasar devam eder ve reperfüzyon sü-
reci boyunca inflamatuar cevabın oluşumu ile hücre hasarı sürekliliğini korur.  
 
 Deneysel çalışmaların sonuçlarına göre I/R hasarının erken ve sonradan olu-
şan hasar olmak üzere bifazik şekilde geliştiği ortaya konmuştur. Erken hasar, XOD 
enziminden köken alan ROS’ların yapımı ile oluşurken, sonradan oluşan hasar, 
inflamatuar hücrelerin aktivasyonu ve birikimi ile oluşur [105]. Erken hasarda 
iskemiye maruz kalan organda hipoksi ve hücre membranlarında da XOD kökenli 
ROS aracılığı ile oluşan lipid peroksidasyonu ile hasar gelişir. Bununla birlikte, ROS 
hem TNF-α, interlökin 1β (IL-1β) gibi proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin 
hem de sitokinle uyarılan nötrofil kemoatraktanlarının üretimine sebep olur [106]. 
Sonradan oluşan hasarda ise, nötrofil birikimi reperfüzyon sonrası 24 saat içinde be-
lirgin şekilde gözlenir. Hasarlı dokuda lökosit birikimi karmaşık bir olaydır. Bu sü-
reç, endotel yüzeyindeki adezyon moleküllerini, lökosit-kemotaksis faktörlerini, hüc-
re içi adezyon moleküllerini (ICAM), ayrıca en önemli adezyon molekülleri olan, 
normalde bazal seviyede olan ancak iskemi sonrası yapımları-ekspresyonları IL-8, 
IL-1, ve TNF-α gibi iskemik dokudan salınan çeşitli inflamatuar sitokinlerce artırılan 
endotelyal adezyon moleküllerini kapsar [97]. 
 
 Reperfüzyonda, özellikle erken reperfüzyon fazındaki hücre hasarı iskemik 
fazda oluşan hücre içi değişimler sonucu oluşur. Örneğin, iskemik fazda 
mitokondriyal solunum zinciri enzimleri gibi elektron transferinden sorumlu enzim-
ler hasarlanır. Reperfüzyonda hala elektronlarını oksijene aktarabilen hücreler bunu 
hasarlı enzimler aracılığı ile yaparlar ve sonuç olarak ROS oluşur ve ROS aracılığı 
ile oluşan hücresel hasar başlamış olur. Benzer bir durum soğuk iskemide de gözle-
nir. Soğuk iskemi apoptozisi tetikler. Soğuk, endotel hücreleri, hepatositler ve renal 
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tübüler hücreler gibi çeşitli hücrelerin sitozolik şelat havuzunda demir iyonlarının 
artışına sebep olur. Reperfüzyonu takiben bu demir iyonları hem apoptotik cevabı 
tetikler, hem de ROS oluşumuna neden olur. Her iki örnekte açıklanan, azalmış du-
rumdaki hücresel redoks sistemlerinin artması, iskemik faz süresince demir şelatının 
indirgenmesinin artması reperfüzyonun başlangıcında hasar oluşumunu kolaylaştırır. 
Reperfüzyonda hücre hasarı her ne kadar inflamatuvar cevap sonucu oluşsa da hasarı 
oluşturan bileşenler, iskemide kan akımının azalması-durdurulması ile oluşan oksi-
jensizliğe bağlıdır. Bu bileşenlerin çok çeşitli olmasından dolayı hücre içi hasar süre-
ci karmaşık, uzun süreli ve reperfüzyon süresince devam edebilir tarzdadır [98]. 
 
 Sitozolik Na+ ve Ca2+’un artması, hidrolazların aktivasyonu ve mitokondriyal 
permeabilitede değişim anoksik hücre hasarı oluşumunda hemen gerçekleşir. Diğer 
değişimler, özellikle gerçekleşebilmesi ATP varlığına bağlı olanlar sadece 
reperfüzyon fazında görülürler. Bu sayede, mitojen ile aktive olan protein kinaz ailesi 
(MAP kinazlar), NF-κB, ölüm reseptörlerini aktive eden sinyaller ve mitokondriyal 
apoptotik yolakların (aktive edici ya da baskılayıcı kaspazların ve Bcl-2 ailesi üyele-
rinin aktivasyonu) tamamının reperfüzyon fazındaki hücresel hasar ile ilişkili olduğu 
söylenebilir [98]. 
 
2.8. Mide Mukozal Savunma Mekanizmaları 

Mide mukozası sahip olduğu savunma mekanizmaları sayesinde, geniş bir 
aralıktaki pH, osmolarite ve sıcaklık değişimlerinin sıklıkla neden olduğu zarar verici 
etkilere karşı koyabilmektedir [107-111]. Bu mekanizmalar, yerel savunma 
mekanizmaların yanı sıra nöro-hormonal mekanizmaları da kapsamaktadır. 

2.8.1. Mukus-Bikarbonat-Fosfolipid Bariyer 
 Mukus-bikarbonat-fosfolipid bariyer, mukozal savunmanın ilk basamağını 
oluşturur [108, 112, 113]. Bu bariyer, mukus jeli, bikarbonat (HCO3

-) ve surfaktan 
fosfolipidlerden oluşmaktadır ve mukoza yüzeyini kaplar. Bu katman, yüzey epitel 
hücreleri tarafından salgılanan bikarbonatı alıkoyarak mukozal yüzeydeki 
mikroçevrenin nötralizasyonunu (pH=7,0) sağlar ve pepsin’in dokuya girişini engel-
leyerek yüzey epitelyumunun proteolitik sindirimini de önlemiş olur [112, 113]. Mu-
kus jeli fosfolipidler içerir ve luminal yüzeyi oldukça güçlü hidrofobik özelliklere 
sahip surfaktan fosfolipidlerden oluşan bir film ile kaplıdır [108]. 
 
 Mukus jeli, yüzey epitel hücrelerinin apikalinden salgılanır ve içeriğinde %95 
su, %5 musin glikoproteinleri ve musin (MUC) geni ürünleri bulunur. Jeli oluşturan 
musin birimleri polimerize olarak büyük musin multimerleri oluştururlar ve bu 
multimerler jel oluşumu için şarttır [112, 113]. Her bir jel oluşturucu musin’in, 
MUC2, MUC5AC, MUC5B ve MUC6’nın yapısı açıklanmıştır [112]. MUC5AC 
midede kardia, fundus ve antrum’un yüzey epitelyal hücrelerinde eksprese olur; 
MUC6 ise fundus’un boyun hücrelerinde ve antral bezlerde eksprese olur. İnsan mi-
de mukozasındaki mukus katmanında MUC5AC ve MUC6 için alternatif katmanlar 
da gösterilmiştir [112, 114]. Mukus jeli, düşük moleküler ağırlıklı trefoil faktör aile-
sine ait peptidler (TFF’ler) ile birlikte salgılanır [115]. TFF’ler, hücre içi mukus sal-
gılayıcı veziküllerin önemli parçalarıdır ve müsinlerin hücre içinde birikmesinde 
ve/veya paketlenmesinde rolleri vardır [115]. TFF2, midede müsin vizkositesini artı-
rır ve jel ağını stabilize eder [116]. Mukus sekresyonu, aralarında gastrin ve 
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sekretin’in de bulunduğu mide-bağırsak hormonları, PGE2 ve kolinerjik ajanlar tara-
fından stimüle edilir [112]. Aspirin ve safra tuzları gibi ülser oluşturucu maddeler 
mukus jeli ve fosfolipid katmanın zarar görmesine neden olurlar ve böylece asit geri 
difüzyonuna ve mukozal hasarlara yol açarlar [112, 117].    
 
 HCO3

-’ın mukus jel tabakasına sekresyonu, mide ve duodenum’un epitel yü-
zeyinde pH gradientine neden olur ve böylece luminal asite karşı ilk mukozal sa-
vunma hattı oluşur [112, 113]. Asit salgılayan mide mukozasının yüzey epiteli asit 
sekresyonunun sadece %10’u kadar bir oranda HCO3

- salgılar. Mukus jeli HCO3
-’ın 

luminal kaybını en aza indirerek apikal hücre yüzeyinde nötral pH düzeyini korur. 
Bazolateral membranda Na+ ve HCO3

-’ın birlikte taşınması HCO3
-’ın alımı için en 

önemli mekanizmadır. Sıçan ve tavşan mide mukozasında yürütülen çalışmalarda 
mide yüzey epitel hücrelerinin apikal membranlarında Cl-/HCO3

- anyon değiştirici 
pompaların varlığı gösterilmiştir [118]. Midede PG’ler HCO3

- sekresyonunu EP1 
reseptörleri yoluyla stimüle ederler [119]. HCO3

- sekresyonunu stimüle eden diğer 
faktörler; luminal asit, kortikotropin-salgılatıcı hormon (CRF), melatonin, 
uroguanilin ve OXA’dır [112].  
 
 Lümen ve epitelyum arasındaki tek preepitelyal bariyer, mukus bikarbonat 
bariyeridir. Zararlı etkilerle bariyer hasarlandığında aktive olan asidin hücre içi nöt-
ralizasyonunu, hızlı epitel tamiri ve mukozal kan akımının kontrolünü ve sürekliliği-
ni sağlarlar. 
 
2.8.2. Yüzey Epitel Hücreleri 

Mukozal savunmanın bir sonraki basamağını yüzey epitel hücrelerinin mey-
dana getirdiği sürekli ve kesintisiz katman oluşturur. Bu katman, mukus-bikarbonat, 
PG’ler, HSP’ler, TFF’ler ve katelisidinleri salgılar. Yüzeylerindeki fosfolipidler ne-
deniyle hidrofobik olan bu hücreler, asit ve suda çözünebilen zararlı ajanları uzak 
tutabilirler [108]. Sıkı bağlantılar ile birbirine bağlanmış olan yüzey epitel hücreleri, 
asit ve pepsin’in geri difüzyonunu önleyici bir “bariyer” oluştururlar [107, 112]. Yü-
zey epitel hücreleri gap junction’lar aracılığı ile metabolik ve elektriksel iletişimi 
sağlarlar. HSP’ler, artan sıcaklık, oksidatif stres ve sitotoksik ajanlar gibi stres fak-
törlerine yanıt olarak mide epitel hücreleri tarafından üretilirler [120, 121]. Protein 
denatürasyonunu engellerler ve hücreleri hasara karşı korurlar. HSP cevabının akti-
vasyonu, antasit hidrotalsit’in mukozal koruma mekanizmalarından birisidir [122]. 
Katelisidin ve β defensinler katyonik peptidlerdir ve bu peptidler mukozal yüzeyin 
bakteriyel kolonizasyonunu engelleyen savunma sisteminde önemli rol oynarlar. Bu 
peptidlerin mide epitel hücrelerindeki varlığı ve ülser iyileşmesi sırasında üretimleri-
nin arttığı gösterilmiştir [123]. TFF’ler epitelizasyonun sürdürülmesini ve mukozal 
koruyucu etkinliği sağlarlar [124]. 
 
2.8.3. Mukozal Progenitör Hücrelerde Sürekli Hücre Yenilenmesi 

Mukozal progenitör hücreler aracılığı ile olan sürekli hücre yenilenmesi, mu-
kozanın yapısal bütünlüğünü sağlar. Epitelyum, progenitör hücrelerin iyi koordine 
edilmiş kontrollü proliferasyonu ile sürekli yenilenir. Mide yüzey epitelyumunun 
tamamen yenilenmesi genellikle 3-7 gün sürer. Glandular hücrelerin yenilenmesi için 
gereken süre ise ayları bulabilir. Mide bezlerinde tek bir kök hücre bölünmeye uğra-
yarak progenitör hücreleri oluşturur. Bu hücreler farklılaşarak olgun epitel hücresi 
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tiplerine dönüşür [125]. Kök/progenitör hücre nişi, proliferasyona ve farklılaşmaya 
uğrayan epitel hücreleri ve onları çevreleyen mezenşimal hücrelerden oluşur [126]. 
Mezenşimal hücreler büyüme faktörlerini üretirler ve böylece mezenşimalden 
epitelyal çapraz iletişim ve sinyalleşmeye yönlenmesini sağlar. Bu şekilde, niş 
progenitör hücrenin devamlılığı sağlanmış olur. Yüzeysel hasarlardan sonra yüzey 
epitelyumunun eski haline dönmesi, mide bezlerinin boyun kısmında bulunan ve 
korunmaya alınmış olan epitel hücrelerinin göçü ile dakikalar içinde gerçekleşir. Bu 
hücre göçü öncüldür ve progenitör hücrelerin proliferasyonundan bağımsızdır. 
Proliferasyon daha sonra  (hasarın ortaya çıkmasından saatler sonra) gerçekleşir 
[122].  
  
 Progenitör hücrelerin hücre proliferasyonu büyüme faktörleri tarafından kont-
rol edilir. Midedeki progenitör hücrelerde eksprese olan en önemli büyüme faktörü 
reseptörü epidermal büyüme faktörü reseptörüdür (EGF-R) [122]. Bu reseptörü akti-
ve eden en önemli mitojenik büyüme faktörleri; transforme edici büyüme faktörü 
(TGF-α) ve insülin-benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1)’dir [127]. PGE2 ve gastrin, 
EGF-R’yi transaktive ederler ve mitojen-aktive protein kinaz yolağını tetikleyerek 
hücre proliferasyonunu stimüle ederler. Böylece mide mukozası üzerindeki trofik 
etkileri gerçekleşmiş olur [128]. Tükürük bezlerinde ve özofagusta üretilen EGF mi-
de mukozasında bulunmamaktadır. Herhangi bir hasar durumunda progenitör hücre-
nin proliferasyonunu stimüle edebilir. Önemli bir yeni bulgu da bir antiapoptozis 
proteini olan survivin’in mide progenitör hücrelerindeki ekspresyonudur. Bu eks-
presyon ile mide progenitör hücrelerinin apoptosise uğramaması sağlanarak mitozu 
artırılmaktadır [129]. 
 
2.8.4. Mukozal Mikrodolaşım 

Mukozal mikrodolaşım, oksijenin ve besinlerin iletimi ve toksik maddelerin 
uzaklaştırılması için gereklidir. Birçok mide arteri muskularis mukoza seviyesinde, 
küçük kapillerlere dallanır ve bu kapillerler de lamina propria içine girerek glandular 
epitel hücrelerine yakın şekilde yukarıya doğru uzanırlar. Kapillerler, yüzey epitel 
hücrelerinin tabanında toplayıcı venüller oluşturacak şekilde birleşirler [122]. 
Mikrodamarlar boyunca uzanan endotel hücreler, NO ve PGI2 gibi kuvvetli 
vasodilatörleri üretirler. Bu vasodilatörler mide mukozasını hasarlara karşı korurlar. 
Lökotrien C4, tromboksan A2 ve endotelin gibi vasokonstriktörlerin mukozal hasara 
neden olabilecek etkilerini zayıflatırlar. PGI2 ve NO, endotel hücrelerinin yaşamını 
sürdürmesini sağlarlar ve mikrovasküler endotel hücrelerine trombosit ve lökosit 
yapışmasını engelleyerek mikrodolaşımın bozulmasını önlerler [130]. 
 
 Mide mukozası bir irritana maruz kaldığında veya asit geri difüzyonu gerçek-
leştiğinde, mukozal kan akımında hızlı ve önemli bir artış meydana gelir. Duysal 
afferent sinirler aracılığı ile oluşan bu hiperemik cevap, geri difüze olan asitin 
ve/veya tehlikeli ajanların uzaklaştırılmasına ve dilüsyonuna izin verir. Bu cevap 
mukozal savunma bakımından çok önemlidir. Mekanik kısıtlamalar ile kan akımının 
engellenmesi, hemorajik nekroza neden olur. Asit sekresyonuna cevaben artan 
mukozal kan akımı, kısmen NO aracılığıyla gerçekleşir. NO, mukozal dolaşımı ayar-
lamak suretiyle mukozal savunmada önemli bir rol oynar [130, 131]. Endojen ve 
ekzojen NO mide mukozasını etanol ve endotelin-1 hasarına karşı korurken, NOS 
enziminin inhibisyonu mukozal hasarı artırır [130]. 
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 Hidrojen sülfit endojen olarak üretilen ve mukozal koruyucu etkiye sahip 
diğer bir bileşiktir. NO benzeri bir etki göstererek, TNF-α’nın ekspresyonunu azaltır, 
vasküler endotelyuma lökosit yapışmasını azaltır ve non-steroidal anti-inflamatuar 
ilaçların (NSAID) neden olduğu mukozal hasarı inhibe eder [132].  
 
2.8.5. Mide Mukozasının Duysal İnnervasyonu 

Mide mukozası ve submukozal damarlar, primer afferent duysal nöronlar ve 
mukoza tabanında yoğun bir pleksus oluşturan sinirler tarafından innerve edilirler 
[17, 133]. Bu pleksustan çıkan sinir lifleri kapiller damarlara eşlik ederek lamina 
propria içine girerler ve yüzey epitel hücrelerinin hemen altında sonlanırlar. Bu sinir 
sonlanmaları, asidi algılayan kanalları sayesinde, luminal içeriği ve/veya mukozaya 
asit girişi ile aktive olurlar. Bu sinirlerin aktivasyonu, submokozal arteriollerin 
tonusunu doğrudan etkiler ve bu tonus da mukozal kan akımını düzenler [130]. Mi-
dedeki duysal sinirlerin stimülasyonu, geniş submukozal damarların içerisinde veya 
yakın komşuluğunda bulunan sinir terminallerinde CGRP ve SP 
nörotransmitterlerinin salınımına neden olur [17, 133]. CGRP, mukozal koruyucu bir 
fonksiyona sahiptir. Bu fonksiyon büyük olasılıkla submukozal damarların, NO üre-
timi ile gerçekleşen vasodilatasyonu üzerinden olmaktadır. Duysal innervasyona mü-
dahale edilmesi; örneğin duysal afferent sinirlerin kronik, yüksek dozlarda kapsaisin 
ile denervasyonu sonucu hiperemik cevap bozulur ve böylelikle mide mukozasının 
hasara karşı olan direnci azalmış olur [17, 131, 133]. 
 
2.8.6. Prostaglandin E2 ve Prostaglandin I2’nin Sürekli Üretimi 

Mukozada prostaglandin E2 (PGE2) ve PGI2’nin sürekli üretimi, mukozal bü-
tünlüğün sağlanması ve ülserojenik ve nekroz yapıcı ajanlara karşı korunmada ol-
dukça önemlidir [109-111, 134-136]. PG’ler asit sekresyonunu inhibe ederler, mu-
kus, HCO3

- ve fosfolipid sekresyonunu stimüle ederler, kan akımını artırırlar, epitel 
oluşumunu ve mukozal iyileşmeyi hızlandırırlar [109-111, 131, 134-136].    
 

PG’ler aynı zamanda mast hücresi aktivasyonunu ve vasküler endotel hücre-
lerine lökosit ve trombosit adherensini inhibe ederler [109-111, 134-136]. PG’lerin 
antikorlarla immünonötralize edilmesi, tavşan ve köpeklerde PG üretimini inhibe 
eden NSAID’lerin neden olduğu etkilere benzer şekilde mide ve duodenal ülser geli-
şimine neden olmaktadır [137, 138]. 
 

Endojen ve ekzojen E-tipi PG’ler ve bunların analogları, EP 1-4 reseptörleri 
yoluyla biyolojik fonksiyonlarını yürütürler [138]. PG’lerin mukozal koruyucu etki-
leri EP-1 reseptörleri üzerinden gerçekleşir. EP-1 reseptörleri de hasarlı mukozada 
HCO3

- sekresyonunu ve mukozal kan akımını artırırlar ve mide motilitesini azaltırlar 
[122]. EP-3 ve EP-4 reseptörleri de sırasıyla asit ve mukus sekresyonuna etki etmek-
tedirler [139].  
 
2.8.7. Mide Mukozal Savunmasının Nörohormonal Düzenlenmesi 
 Yerel mukozal faktörlere ek olarak, MSS ve hormonlar da mide mukozal sa-
vunmasında rol oynarlar [109, 131, 140-143]. Merkezi vagal aktivasyon, sıçan mide-
sinde mukus jelini ve yüzey hücrelerde hücre içi pH düzeyini artırır [140]. Merkezi 
CRF sinyal yolaklarının yanısıra periferal CRF-ilişkili mekanizmalar da sindirim 
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sistemi motilitesi ve mukoza fonksiyonunda stresin neden olduğu değişimlerde etki 
göstermektedir [141, 142]. CRF2 reseptörü insan midesinde bulunmaktadır ve 
apoptosisi inhibe ederek koruyucu bir rol üstlenir [141]. CRF’nin ya da ürokortin’in 
periferal enjeksiyonu mide boşalımını ve motilitesini CRF2 reseptörleri yoluyla 
inhibe eder. Bunun tersine, periferik olarak verilen CRF antagonistleri stresin neden 
olduğu gecikmiş mide boşalmasını engellemektedir. Tüm bu bulgular göstermektedir 
ki, periferal CRF reseptörlerinin ve mast hücrelerinin aktivasyonu sindirim sistemi 
fizyolojisi açısından stres kaynaklı değişimlerin düzenlenmesinde önemli rollere sa-
hiptir [109-111, 131, 134, 140-142]. Bunun yanında, merkezi opioid reseptörlerinin 
aktivasyonu, mukozal savunmayı daha da kuvvetlendirir [122].  
 
 Aralarında gastrin 17, kolesistokinin (CCK), tirotropin-salgılatıcı hormon, 
GRP, CRF, EGF, peptid YY, nörokinin A (NKA) analogları ve intragastrik pep-
ton’un da bulunduğu çeşitli peptidler mide savunmasına belirli düzeylerde katkıda 
bulunurlar. Bu savunma, afferent sinir denervasyonu, CGRP reseptörlerinin blokajı 
ve NOS inhibisyonu ile bozulmaktadır [131]. Kemirgenlerde gastrik A-benzeri hüc-
relerde, insanda ise P/D1 hücrelerinde üretilen bir peptid olan ghrelin, büyüme hor-
monu sekresyonunu hipotalamik ve hipofiz bezi üzerinden düzenleyebilmektedir. 
Ayrıca ghrelin, oreksijenik etkiyi de ortaya çıkarmaktadır [143]. Ghrelin’in, NO üre-
timi ve duysal afferent sinirlerin CGRP ile stimülasyonu yoluyla mide mukozal kan 
akımını artırarak, mukozayı koruyucu ve hasarları iyileştirici rol üstlendiği periferal 
etkilerinin de olduğu bilinmektedir [143]. 
 
 Ek olarak, glukokortikoidler de mukozal savunmayı kolaylaştırıcı roller üst-
lenirler [144-146]. Stres esnasında kortikosteron miktarındaki akut artış, strese karşı 
üretilen hormonal cevabın güçlü bir koruyucu bileşenidir [143]. Glukokortikoidlerin 
farmakolojik dozlarıyla gerçekleştirilecek bir ön tedavi, strese bağlı kortikosteron 
artışını uzun süre düşük düzeyde tutabilir ve farklı stres modellerinde ortaya çıkan 
ülserojenik yanıtları artırır. Kortikosteronun yerine konması mide lezyonlarını azaltır 
[145]. Spesifik bir glukokortikoid reseptörü antagonistinin (RU-38486) uygulanması 
stres kaynaklı lezyonların şiddetini artırırken, stres sırasında glukokortikoidlerin mi-
dedeki koruyucu rolünü destekler niteliktedir [144]. Glukokortikoidlerin koruyucu 
etkilerinin; glukoz homeostasisinin, mide kan akımının ve mukus sekresyonunun 
sürdürebilmesi ve ayrıca artmış mide motilitesini ve mikrovasküler permeabiliteyi 
azaltması ile ilişkili olduğu düşünülmektedir [146].   
 
2.8.8. İskemi/Reperfüzyon Hasarı’na Karşı Mide Savunması 
 I/R oksidatif strese neden olarak mide mukozasında hasar yapar. Süperoksit 
ve hidrojen peroksit (H2O2) gibi ROS’lar, DNA’yı parçalayarak inflamatuar yanıtla-
rın oluşmasına  ve doku hasarına neden olurlar. Ayrıca ROS’lar, sindirim sistemi 
boyunca NSAID’ler, soğuk stres, etanol ve H. pylori enfeksiyonu ile de üretilirler. 
NADPH oksidaz, fagositik hücrelerde, vasküler kas hücrelerinde, endotel hücrelerin-
de ve adipositlerde bulunur ve oksijeni süperoksit anyonlarına dönüştürür. Nakagiri 
ve Murakami [147], NADPH oksidaz aktivitesinin I/R sırasında arttığını ve sonuçta 
ortaya çıkan mide mukozal hasarında etkili olduğunu bildirmişlerdir.  
 
 Peskar ve ark., I/R sırasında COX ve LOX yolaklarının inhibitörlerinin kulla-
nılmasının doza bağımlı bir şekilde mide hasarını artırdığını göstermişlerdir. COX ve 
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LOX yolaklarının inhibitörlerinin kombinasyonu sonucu sinerjistik etki gözlendiğin-
de, her iki yolağın da I/R sırasında oluşan mide mukozal savunmasında önemli oldu-
ğu düşünülmüştür. PGE2, COX ve LOX yolaklarının inhibitörlerinin etkilerini 
antagonize eder. Araşidonik asit metabolizmasının LOX enzimi ile üretilen bir ürünü 
olan lipoksin A4 de, benzer şekilde COX ve LOX yolaklarının inhibitörlerinin etkile-
rini antagonize etmektedir. Lipoksin A4, I/R sırasında COX inhibitörlerinin neden 
olduğu mide mukozal hasarının önlenmesinde PGE2’nin yerini alabilir [148].  
 
 Kalsitonin geni primer transkriptinin dokuya spesifik alternatif splaysı sonu-
cunda oluşan ve 37 amino asitlik nöropeptid olan CGRP, bilinen en kuvvetli 
vazodilatörlerdendir ve beyin-sindirim sistemi ekseninin bir düzenleyicisidir. 
Afferent sinirlerden salınan CGRP, kan akımını artırarak mukozayı korur. Ayrıca, 
intravenöz CGRP vagus siniri üzerine etki ederek gastrik asit sekresyonunu inhibe 
eder [149]. Feng ve ark. [150], serebral arter oklüzyonu uygulanan sıçanlarda 
serebral I/R’a bağlı mide mukozal hasarına CGRP’nin olası etkilerini araştırmışlar-
dır. İntraperitonal enjekte edilen CGRP’nin serebral I/R’nin neden olduğu mide 
mukozal hasarını hafiflettiği gösterilmiştir. Serebral I/R’yi takiben G hücresi sayısı 
ve gastrin ekspresyonu artmış bulunurken, D hücresi sayısı ve somatostatin ekspres-
yonunda azalma gözlenmiştir. Gastrin ve somatostatin, CGRP tedavisi yoluyla hafif-
letilen serebral I/R hasarında etki göstermektedirler. CGRP tedavisi gastrin ekspres-
yonunu azaltırken somatostatin ekspresyonunu ve mukozal korumayı artırmaktadır. 
CGRP’ye ilişkin bildirilmiş olan diğer koruyucu etkiler arasında; su moleküllerinin 
taşınmasını sağlayan ve mide asit sekresyonunu kolaylaştıran aquaporin-4 ekspres-
yonunun inhibisyonu, mide mukozasının büyümesinde önemli katkısı olan fibroblast 
büyüme faktörünün up-regülasyonu, kan damarlarının normal yoğunluğunu ve 
permeabilitesinin sürekliliğinin sağlanması ve mast hücresi degranülasyonun 
inhibisyonu da vardır [150].  
 
2.9. Mide Mukozal Savunmasında Duysal İnnervasyonun Rolü 

2.9.1. Sindirim Sisteminin Duysal İnnervasyonu 
 Sindirim sistemi dört farklı duysal nöron popülasyonu tarafından innerve 
edilir. İntrinsik primer afferent nöronlar (IPAN’lar), hücre gövdeleri miyenterik 
pleksusta (Auerbach pleksusu) ve submukozal pleksusta (Meissner pleksus) yer alan, 
sindirim sisteminin hem mukozal hem de musküler tabakalarını innerve eden 
nöronlardır. ESS’nin bir parçası olan bu nöronlar, mukozal kemosensörleri, 
mekanosensörleri ve musküler gerim reseptörlerini oluşturmaktadırlar. Ek olarak, 
IPAN'lar birbirleri ile yaptıkları sinapslarla kendi kendilerini güçlendiren ağlar 
oluşturarak aranöronlara, motor nöronlara, sekretomotor nöronlara ve vasodilatör 
nöronlara sinyal gönderirler [15]. IPAN'lar bu şekilde ESS'ye gönderdikleri bilgilerle 
sindirimin otonomik kontrolünü sağlarlar.  
  
 IPAN'lar iki ekstrinsik duysal nöron grubu tarafından tamamlanırlar; vagal ve 
spinal afferentler. Bu sinir grupları sindirim sisteminden gelen bilgileri beyine taşır-
lar. Ek olarak bu nöronların bazıları, periferal sonlarından CGRP ve taşikininler (SP, 
NKA) gibi nöropeptid transmitterler salgılayarak efferent-benzeri işlev görürler. Bu 
transmitterler enterik nöronların ve sindirim sistemindeki efektör sistemlerinin akti-
vitesini etkiler [14]. Vagal ve spinal afferentler, sırasıyla nodoz ve dorsal kök gangli-
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yonundan köken alırlar ve bazı nörokimyasal ve fonksiyonel özellikleri bakımından 
ayrışırlar [151]. Vagus sinirlerindeki aksonların %80-90 kadarı afferent sinir lifleridir 
ve bunlar beyin kökünün nukleus traktus solitarius ve area postrema bölgelerine eri-
şirler [152]. Sindirim sistemini destekleyen spinal afferentler çoğunlukla omuriliğin 
dorsal bölümünde, farklı laminalarda sonlanırlar. Spinal afferentler, bu bölgede 
segmental bir şekilde organize olurlar, fakat somatik afferentlerin aksine, çeşitli 
spinal segmentler üzerinden dağıtılırlar [153]. 
 
 Miyenterik pleksus ve kastaki belli başlı uzaysal düzenlemeler haricinde 
[152, 154] vagal ve spinal afferentlerin visseral uçları, herhangi bir organ veya mor-
folojik bölgede sonlanmamaktadır. Ekstrintik duysal nöron lifleri çoğunlukla 
miyelinsiz veya ince miyelinli aksonlar ile ilişkilidirler ve bu lifler mukoza, 
submukoza (özellikle arteriyoller), kas, myenterik pleksus ve seroza'yı beslemekte-
dirler [14, 152, 154, 155]. Tüm bu projeksiyonlar ve bunların duysal modaliteleri ile 
lümendeki kimyasal çevrede, intersitisyal alanda ve damarlarda meydana gelen her-
hangi bir değişime, sindirim sistemi duvarlarındaki distansiyona ve aynı zamanda 
kaslardaki kasılma ve gevşemeye de cevap verebilmektedirler [14, 152, 154, 155]. 
 
 Ekstrinsik afferentlerin en önemli görevi MSS’yi vücudun enerji ve sıvı 
homeostasisi ile ilgili durumlardan haberdar etmektir. Dolayısıyla bu afferentler 
otonomik ve nöroendokrin refleks devrelere katılırlar. Bununla birlikte bazı işlevsel 
bağırsak bozukluklarında hastalar mide ve bağırsakta ağrı ve rahatsızlık hissederler. 
Ekstrinsik afferent sistemlerin aşırı duyarlılığının, bu hastalardaki şikâyetler açısın-
dan çok önemli olduğu yönünde oldukça kuvvetli kanıtlar bulunmaktadır [15].  
  
2.9.2. Duysal Nöronların Enteroendokrin Hücrelerle Etkileşimleri 
 Sindirim yolu mukozasında epitel hücrelerinin arasına yayılmış olan 
enteroendokrin hücreler, birçok sindirim hormonu üretmektedirler. Bu hücrelerin 
çoğu sinir liflerinin etrafında konumlanırlar. Bu sinir lifleri enteroendokrin hücrelerin 
aktivitelerini regüle ederler ve aynı zamanda bu hücrelerden salınan hormonların 
hedefidirler [156]. Yapılan deneyler göstermiştir ki enteroendokrin hücreler luminal 
içeriği analiz eden detektörler gibi işlev görürler, mukozal durumu gözlemlerler ve 
böylece sindirim sisteminin "tat alıcıları" gibi bir rolleri vardır. Hormon salgılamak 
suretiyle hem sindirimin endokrin düzenlenmesine katkıda bulunurlar hem de mide-
bağırsak lümeni ve mukozanın lamina propriasındaki duysal nöronlar arasındaki ile-
tişimi sağlamaya yönelik arayüz görevini de üstlenmiş olurlar.   
 
 Enteroendokrin hücreler vücuttaki 5-hidroksitriptamin (5-HT) için en önemli 
kaynaktır ve toplam amin içeriğinin %80’'inden fazlasına katkı sağlarlar [152]. Bu 
hücreler; mukozal villuslardaki mekanik distorsiyona, kolera toksini gibi bakteriyel 
ürünlere, sisplatin gibi çeşitli sitostatik ilaçlara ve mukozal hasara cevap olarak 5-HT 
salınımı yaparlar. Bunun sonucunda 5-HT, özelleşmiş 5-HT reseptörleri yoluyla 
intrinsik ve ekstrinsik duysal nöron liflerini aktive eder. Submukozal pleksusun 
intrinsik duysal nöronları üzerindeki 5-HT reseptörleri ağırlıklı olarak 5-HT1P ve 5-
HT4 tiplerindedirler. Fakat myenterik pleksusun intrinsik duysal nöronları ve 
ekstrinsik afferentler üzerindeki 5-HT reseptörleri ise tercihen 5-HT3 tipindedirler. 
Vagal afferentlerdeki 5-HT3 reseptörlerinin stimülasyonu kusmaya neden olur. 
Spinal duysal nöronların üzerindeki 5-HT3 reseptörleri, kolorektal distansiyonun 
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afferent sinyalinde rol alırlar. 5-HT3 reseptörleri enterik sinir sistemindeki çeşitli 
nöronlarda da bulunmaktadırlar. Bu durumla ilişkili olarak 5-HT3 reseptör antago-
nistleri kobay bağırsağında peristalsisi inhibe ederler [15]. 
 
 CCK duodenumdan yağ ve protein sindirim ürünlerine cevap olarak salınır 
[156]. Bu peptid doyma hissine katkısı olan ektrinsik vagal afferentlerin 
stimülasyonunda, mide motilitesi ve boşalmasının refleks inhibisyonunda, midedeki 
kan akımının refleks artışında ve mukozal korumada rol alır [15]. Vagal duysal nö-
ronların CCK aracılı eksitasyonuna CCK1 (CCKA) reseptörleri aracılık eder [157]. 
CCK1 reseptör antagonistlerinin gastro-özofagal reflü ve fonksiyonel dispepsi teda-
visine yönelik bir potansiyel taşıdığı bilinmektedir [5]. Bunun sebebi, CCK1 resep-
törlerinin, mide distansiyonunun neden olduğu geçici alt özofageal sfinkter gevşeme-
lerinde rol almaları ve aynı zamanda intraduodenal lipid ve mide distansiyonu ile 
ilişkili olarak yemek sonrası görülen doluluk hissi ve bulantı ile de bağlantılı olmala-
rıdır [15]. 
 
 Duodenuma geçen mide asidi, proksimal ince bağırsaktaki endokrin S hücre-
lerinden sekretin salınımı yaptırarak pankreasın ekzokrin sekresyonunu ve safra akı-
mını çoğaltır. Sekretin, vagal afferentleri stimüle ederek vago-vagal refleks yoluyla 
mide kontraktilitesini, dolayısıyla mide boşalmasını inhibe eder. Mide motilitesinin 
duodenal aside cevap olarak gerçekleşen nöral refleks inhibisyonu, kısmen de olsa 
sekretin tarafından başlatılmış olur [15]. Endokrin D hücrelerinden salınan 
somatostatin peptidi, ekstrinsik afferentler üzerinde inhibitör bir etkiye neden olabilir 
çünkü somatostatinin uzun etkili bir analoğu olan oktreotid'in mide ve rektumdaki 
distansiyon algısını azalttığı bilinmektedir [5]. Bunun da ötesinde, mide-bağırsak 
mukozasında enteroendokrin hücreler veya bağışıklık hücreleri tarafından salınan 
kortikotropin-salgılatıcı faktör, ekstrinsik afferent sinir aktivitesini artırabilmektedir 
[15]. 
 
2.9.3. Kasılma ve Gerilme Yoluyla Duysal Nöron Aktivasyonu 
 Önder odak hücreler olan Kajal hücrelerinin elektriksel aktivitesine bağlı ola-
rak sindirim sistemi sürekli olarak hareket halindedir ve mekanik durumu ile ilişkili 
değişiklikler intrinsik ve ekstrinsik afferent nöronlar tarafından kaydedilir. 
IPAN’ların mekanosensitivitesi ESS'deki mukozal villusların distorsiyonlarına ve 
sindirim sistemi distansiyonuna cevap verebilmesini sağlar ve böylelikle motiliteyi, 
sekresyon aktivitesini ve vasküler perfüzyonu sindirimin gereksinimlerine göre dü-
zenleyebilir. Hem intrinsik enterik hem de vagal mekanosensörler, fundusun yiyecek 
alımının neden olduğu distansiyona cevap olarak gösterdiği adaptif gevşemeye kat-
kıda bulunurlar [15]. 
  
2.9.4. Mukozal Hasar Yoluyla Duysal Nöron Aktivasyonu 
 Mide-bağırsak mukozası için tehlikeli bakteriyel toksinlerin en önemlileri 
Clostridium difficile tarafından üretilmektedir. Clostridum toksin A'nın neden olduğu 
diyare, inflamasyon ve nekroz gibi sorunların erken aşamalarında spinal afferentler 
taşikinin salınımına neden olurlar. Taşikininler NK1 reseptörleri aracılığıyla enterik 
nöronları stimüle ederler ve aynı zamanda da mast hücresi degranülasyonuna, 
makrofaj aktivasyonuna ve nötrofil infiltrasyonuna da katkıda bulunurlar [15]. Her 
ne kadar Clostridium toksin A'nın duysal nöronları aktive etme mekanizması henüz 
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tam olarak bilinmese de, toksinin epitelyal hücreleri uyararak makrofaj-inflamatuar 
protein-2 ve diğer kemokinlerin salgılanmasına yol açtığı bilinmektedir. Makrofaj-
inflamatuar protein-2 ve diğer kemokinler inflamatuar reaksiyonları etkilerler ve 
duysal nöronların stimülasyonuna da öncülük ederler. Bunun aksine, kolera toksini 
ise enteroendokrin hücrelere etki ederek 5-HT salınmasını sağlar ve 5-HT de enterik 
sekretomotor refleks yoluyla elektrolit ve sıvı sekresyonunu stimüle eder [15]. 
 
 Sindirim sistemi mukozasında deneysel olarak oluşturulmuş hasarların spinal 
afferentlerin aktivasyonuna neden olduğuna ilişkin birçok çalışma vardır. Bu nöron-
lar, efferent benzeri işlevleri sayesinde mukozadaki yerel koruyucu mekanizmaları 
veya afferent işlevleri sayesinde de otonomik ve nöroendokrin mekanizmaları aktive 
edebilirler [14]. Hidroklorik asit ve pepsin, midenin oldukça agresif salgılarıdır ve 
epitelyal bariyeri aşabildikleri taktirde mukozaya zarar verirler. Bu durumun gerçek-
leşmesine neden olan koşullar şunlar olabilir: sindirimin mekanik kuvvetlerinin ne-
den olabileceği mukozal bariyer hasarları, alkol alımı, NSAID’ler veya irritan yiye-
cekler ya da safra reflüsü. Asitin lamina propria içine kontrolsüz sızması spinal 
afferentleri stimüle eder ve spinal afferentler de periferal aksiyon mekanizmaları 
yoluyla gastroduodenal mukozada kan akımını artırır ve diğer savunma mekanizma-
larını başlatırlar [14]. Dolayısıyla asite duyarlı ekstrinsik afferentler, çeşitli zararlı 
kimyasallar tarafından aktive edilebilen bir sinirsel acil durum sistemini oluştururlar 
[14]. Bu alarm sistemi insan mide mukozasında [158] ve deney hayvanlarının ince ve 
kalın bağırsak mukozalarında [15] işlev görür.  

 
2.9.5. Midedeki Duysal Nöron Fonksiyonlarının Araştırılmasında Kapsaisin'in  
Yeri 
 Duysal nöronların midedeki mukozal homeostasise katkılarının keşfi, bu nö-
ronların diğerlerinden farklı olan bir nörofarmakolojik özelliklerinin kullanılması ile 
gerçekleşmiştir [14, 16]. C liflerine sahip olan primer afferent nöronların büyük ço-
ğunluğu ve az sayıdaki Aδ liflerine sahip olan primer afferent nöronlar kırmızı biber-
deki acı bileşeni olan kapsaisin'in eksitotoksik etkisine karşı özel olarak duyarlıdırlar. 
Bunun nedeni, bu nöronların kapsaisin tarafından özel olarak aktive edilen Tip 1 
vanilloid reseptörlerine (VR1) sahip olmalarıdır. Vanilloid reseptörü taşıyan afferent 
nöronlar tipik olarak zararlı uyaranlara karşı duyarlıdırlar. Bu sebeple, kapsaisin hep-
sini olmasa da çok sayıda nosiseptif afferenti manipule etmede kullanılabilir ve böy-
lelikle bu nöronların patofizyolojik özelliklerini anlamamızı kolaylaştırabilir. Bir 
eksitotoksin olan kapsaisin, sindirim sistemini innerve edenler de dâhil olmak üzere, 
nosiseptif afferentleri akut olarak stimüle eder ve uzun süreli uygulanması fonksi-
yonlarını yitirmelerine neden olur. Böylelikle mide mukozal bütünlüğünün sağlan-
masında rolü olan nöronların kimyasal olarak devre dışı kalmasına neden olur. 
 
 Nosiseptif afferentlerin hasarlara karşı mide mukozal direncini güçlendirdik-
leri yönündeki ilk çalışma 1980 yılında "International Congress of Physiological 
Sciences" başlıklı bilimsel toplantıda Janós Szolcsányi ve Loránd Barthó isimli iki 
bilim adamı tarafından sunulmuştur. Bu çalışmada ekstrinsik afferent nöronların 
kimyasal olarak knockout edilmesinin, deneysel mide hasarlarını daha da şiddetlen-
dirdiği gösterilmiştir [14, 16].  
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 Nörotoksik dozlarda kapsaisin sıçanlara uygulanınca doğrudan bir hasar 
oluşmamakla birlikte, stres, HCl, safra tuzu, asetilsalisilik asit (aspirin), indometazin 
ve etanol gibi hasar verici faktörlerin neden olduğu mukozal erozyonları daha da 
kötüleştirmektedir.  Nosiseptif afferentlerin koruyucu potansiyelleri; çeşitli madde ve 
ilaçların mide mukozal hasarını önleyici etkilerinin nörotoksik dozlarda kapsaisin ile 
birlikte engellendiği yönündeki bulgularla daha da netleşmiştir. Örneğin, PGE2, 
CCK, gastrin, proton pompası inhibitörü lansoprazol ve antiasit hidrotalsit gibi mad-
deler ile elde edilen mide korunması, kapsaisin ile muamele edilmiş sıçanlarda azal-
mış veya tamamen ortadan kalkmıştır [14, 16]. 
 
 Nosiseptif afferentlerin mide korunmasındaki rolüne ilişkin çıkarımlar, 
kapsaisin’in neden olduğu nöron denervasyonunun zararlı etkilerinin yanında bu nö-
ronların stimülasyonunun hasara karşı mide mukozal direncini güçlendirdiği yönün-
deki gözlemler ile desteklenmektedir [14, 16]. Eksitatör dozlarda kapsaisin'in akut 
olarak sıçan ve köpek midelerine uygulanmasının HCl, safra tuzu, aspirin, 
indometazin, etanol ve diğer zararlı faktörlerin neden olduğu makroskopik ve histo-
lojik hasarı azalttığı görülmüştür. Saflaştırılmış kapsaisin'in mide mukozal 
homeostasisi üzerindeki faydalı etkileri yüksek miktarlarda kapsaisin içeren acı biber 
tozu ile de görülmektedir. Acı biberin, aspirinin neden olduğu erozyonlara karşı mi-
deyi koruyucu etkisi insanlarda da gösterilmiştir [159]. Kapsaisin'in mide üzerine 
irritan etkilerinin olduğuna yönelik geleneksel yaygın negatif görüşe rağmen, bu ba-
haratın asit geri difüzyonunu ve vasküler permeabiliteyi değiştirmeye yönelik bir 
etkisi yoktur. Kapsaisin hem sıçanlarda hem de insanlarda mide mukozasında histo-
lojik bir hasara neden olmamaktadır [14, 16].  
 
2.9.6. Midedeki Nörojenik Korumanın Yolakları ve Mediatörleri 
 Kapsaisin'in mideyi koruyucu etkisi ekstrinsik afferentlerin sağlam durumda-
ki innervasyonuna bağlıdır. Kapsaisin mide mukozal savunmasını nosiseptif 
afferentleri stimüle ederek kuvvetlendirmektedir. Çok sayıda nörokimyasal ve far-
makolojik çalışma kapsaisin'e duyarlı afferent nöronların mukozal korumayı periferal 
sinir sonlanmalarından CGRP ve NKA gibi taşikinin'lerin salınması yoluyla gerçek-
leştirdiğini göstermiştir. Bununla birlikte, bu başlangıç sürecini takiben aktif hale 
geçen hedef hücreler, ekstrinsik otonomik ve intrinsik enterik nöronların da dâhil 
olduğu sinirsel yolaklar ve koruyucu sistemler henüz tam olarak gösterilmiş değildir 
[14]. 
 
 CGRP'nin transmitter rolü ise daha fazla bilinmektedir. Bu peptidin, sıçan 
midesinde, büyük kısmı kaudal torasik spinal kanalın dorsal kök gangliyonundan 
çıkan ekstrinsik afferentler tarafından özel olarak salgılandığı bilinmektedir [14]. 
CGRP içeren aksonlar midenin mukoza da dâhil olmak üzere tüm katmanlarında 
bulunurlar ve submukozal arteriollerin etrafında yoğun bir pleksus oluştururlar. 
Spinal afferentlerin periferik sonlanmalarından kapsaisin etkisi ile salınan CGRP, 
CGRP1 reseptörleri üzerinden etki göstererek deneysel hasarlara karşı direnci artırır. 
Peptidin bu patofizyolojik rolü, CGRP1-reseptör antagonisti olan CGRP8-37 kulla-
nımı ile ve CGRP'nin immün-nötralizasyonu sonucunda kanıtlanmıştır. Bu iki yön-
temin her ikisi de kapsaisin'in koruyucu etkilerini engeller. CGRP'ye karşı aktif 
immünizasyon, etanolün neden olduğu mukozal hassasiyeti daha da kötüleştirir. 
NKA ve ilişkili taşikinin'ler midenin ekstrinsik afferent ve intrinsik enterik nöronla-



 28 

rından salgılanarak, NK2 reseptörleri aracılığıyla etanolün neden olduğu mide hasa-
rına karşı geliştirilen sinirsel korumaya katkıda bulunurlar [160]. 
 
 Birincil transmitterler olan CGRP ve NKA'nın koruyucu etkileri NO gibi 
ikincil mesajcıları da kapsar. Kapsaisin, CGRP ve NKA’nın mide mukozasındaki 
faydalı etkileri NO sentaz inhibitörleri tarafından baskılanır [14, 160]. Dolayısıyla, 
CGRP ve NKA'nın ekstrinsik afferent sinir liflerinden salınması sonucunda stimüle 
olan koruyucu yolakların önemli aracılarının başında NO gelmektedir. Afferent sinir 
türevi peptidler ile NO arasındaki sinerjistik etkileşim, NO sentaz inhibitörlerinin 
etkilerinden de anlaşılabilir. NOS inhibitörleri normal sıçan midesinde asit hasarına 
yol açmasalar da, kapsaisin'e duyarlı afferentleri alınmış sıçanlarda önemli oranda 
asit hasarına neden olurlar [161]. Kapsaisin, CGRP ve NKA'nın lezyonu önleyici 
etkilerine katkıda bulunan NO'in kaynağı tam olarak bilinmiyor olsa da, nöral ya da 
endotelyal orijinli olması muhtemeldir. Bazı çalışmalarda PG sentezinin indometazin 
tarafından inhibisyonunun nörojenik korumayı zayıflattığı gözlenmiştir. Fakat 
kapsaisin'in PGE2 ve PGI2 üretimini stimüle edememesinden ötürü, 
prostaglandinlerin katkısı sadece afferent nöronların aktivasyonunu sağlamakla iliş-
kili bulunmuştur.  
 
 Nörojenik koruma mekanizmaları ile ilgili ilk çalışmalar kapsaisin'in lezyonu 
önleyici etkilerinin, ajanın doğrudan submukozal arteriyolleri gevşetme yeteneği ve 
bu sayede mide mukozal akımını artırması ile ilişkili olduğu yönündeydi [162]. Bu 
düşünce daha sonra hem hipereminin hem de mide korunmanın afferent sinir liflerin-
den CGRP salınımı ve bunu takip eden NO üretimi aracılığı ile olduğu şeklindeki 
bulgularla da desteklendi [161, 162]. Aracıların tanımlanabilmesi ve vasodilatasyon 
ile mide hasarının zayıflaması arasındaki ilişkinin bulunması sonucunda hipereminin, 
yüzey mukus katmanına HCO3

- transferi gibi çeşitli savunma kuvvetlerini destekle-
yen birincil cevap olduğu öne sürüldü [14, 162]. 
 
 Artık vasodilatasyon dışındaki koruma mekanizmalarının da nosiseptif sinir 
lifleri tarafından kontrol edildiği bilinmektedir [14, 161]. Kapsaisin'e duyarlı afferent 
nöronların düzenlediği hiperemi'den bağımsız koruma mekanizmaları tam olarak 
açıklığa kavuşturulamamış olsa da birçok farklı olasılık üzerinde durulabilir. Bir yak-
laşıma göre CGRP'nin mide mukozal bütünlüğünü sağlaması damar endotelini hasar-
lardan koruma yoluyla gerçekleşmektedir. Diğer bir görüşe göre ise mide boşalması-
nın inhibisyonu ve artan sıvı sekresyonu mide sıvıları içindeki zarar verici faktörlerin 
dilüsyonunu sağlayarak mide mukozasının hasardan korunmasına neden olurlar [14]. 
Mide asitinin fazla sekresyonunun hasarlara katkıda bulunduğu bazı koşullarda 
CGRP'nin midedeki asit üretimini inhibe ederek [163] hasarı zayıflattığı düşünülebi-
lir. Mide lümeni içerisinde asit birikmesi nosiseptif sinir liflerinin CGRP salınımını 
başlatır. Bu durum, CGRP1 reseptörleri yoluyla somatostatin salınımını kolaylaştırır 
ve gastrin, histamin ve asetilkolin salgılanmasını baskılar ve asit üretimi azaltılmış 
olur [163]. Diğer koruyucu etkiler de kapsaisin'in gastroduodenal mukozadaki mukus 
ve HCO3

- sekresyonunu stimüle etme yeteneği ile ilişkilendirilebilir.  
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2.10. Nitrik Oksit’in Sindirim Sistemi Fizyolojisindeki Rolü 

2.10.1. Nitrik Oksit Sentezi 
 NO, gaz formunda küçük bir moleküldür ve NOS enziminin, L-arjinin’in 
terminal nitrojen atomunu oksitleyip L-citrullin’e dönüştürmesi sırasında açığa çıkar. 
NOS enzimi kofaktör olarak flavin mononükleotid (FMN), flavin adenin dinükleotid 
(FAD), kalmodulin [68], tetrahidrobiopterin (BH4) ve demir’i kullanır [164, 165]. 
Üç farklı izoformu vardır [164, 166]: 
 

• Yapısal NOS’lar (cNOS): Nöronal NOS (nNOS) ya da tip I NOS ve 

endotelyal NOS (eNOS) ya da tip III NOS; Ca+2 bağımlı 

•  İndüklenebilir NOS [5] ya da tip II NOS; Ca+2 bağımsız 

 Her iki cNOS izoformu da saniyeler veya dakikalarla ölçülen aralıklarla az 
miktarlarda NO (pmol/l) üretir. nNOS, merkezi ve periferal sinir sistemindeki non-
adrenerjik non-kolinerjik lifler içinde yer alır. nNOS kaynaklı NO’nun 
gastrointestinal sistemdeki esas rolü, düz kasların gevşemesini kontrol etmektir. 
eNOS temel olarak trombositler ve endotel hücreleri içerisinde bulunur ve mide 
mukozal kan akımını, epitelyal sekresyonu ve bariyer fonksiyonunu düzenlemek 
suretiyle gastrointestinal sistem mukozasının bütünlüğünün sağlanmasında görev 
alır. Ayrıca lökosit, trombosit ve mast hücreleri adezyonunun inhibisyonunda da rol 
oynar [167-169].  
 
 NOS aktivasyonunda başlıca etken hücresel kalsiyum düzeyi değişimleridir. 
NOS’un yapısal izoformları olan eNOS ve nNOS aktivitesi, hücre içinde kalsiyum 
düzeyinin ve dolayısıyla da CaM konsantrasyonunun yükselmesi sonucu 
fosforilasyon aktivitesinin çoğalması ile birlikte artar. Özellikle eNOS aktivitesi, 
protein kinaz Akt’nin de yer aldığı bir dizi kinaz ve fosfatazlar tarafından düzenlenir. 
Diğer taraftan iNOS aktivitesinin düzenlenmesi ise transkripsiyonel seviyededir 
[169].   
 
 iNOS izoformunun ekspresyonu sitokinler gibi belli başlı bazı immünolojik 
faktörler tarafından uyarılabilmektedir. Sitokinler bu yolla sürekli (saatler yada gün-
ler boyu) NO üretimine yol açabilirler ve bileşiğin hücresel konsantrasyonunu nmol/l 
düzeyinde artırırlar. iNOS izoformu endotel hücrelerinde, damar düz kasında, 
nötrofillerde, makrofajlarda ve hepatositlerde yer alır. İndüklenebilir izoformdan 
sentezlenen fazla miktarlarda NO’nun özellikle inflamasyon başta olmak üzere 
gastrointestinal sistem patolojilerinde rol oynadığı gösterilmiştir [166-169].   
 
 NO’nun biyolojik fonksiyonunu belirlemedeki en önemli faktörün NO’nun 
konsantrasyonu olduğu kanıtlanmıştır. Belirli hücresel süreçlerin düzenlenmesinde 
hücre içi NO konsantrasyonu önemlidir ve bu hücresel yanıtların oluşmasında beş 
farklı NO konsantrasyon düzeyinin etkili olduğu öne sürülmektedir: cGMP-aracılı 
süreçler ([NO]=1-30 nmol), Akt fosforilasyon  ([NO]=30-100 nmol}, HIF-1 alfa 
stabilizasyonu ([NO]=100-300 nmol) p53 fosforilasyonu ([NO]>400 nmol) ve 
nitrosatif stres (1 µmol) [170]. Şu ana kadar, her iki cNOS izoformu tarafından sen-
tezlenen düşük seviyelerdeki NO’nun koruyucu olduğu – hücrenin hayatta kalımını 
ve proliferasyonunu artırdığı; bununla birlikte iNOS tarafından üretilen bol miktar-
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lardaki NO’nun ise sitotoksisiteye neden olacak şekilde zararlı etkilerinin bulunduğu 
kabul edilmektedir [170]. 
 
 Yakın zamanda ise bu görüş sorgulanır hale gelmiştir. İlk başlarda nNOS ve 
eNOS ile ilgili düşünüldüğü gibi, iNOS aktivitesinin de azalan lökosit-endotel etkile-
şimi, trombosit agregasyonu ve mukozal mikrodolaşımın korunması ile ilişkili olabi-
leceği düşünülmektedir. iNOS ekspresyonunun düşük seviyesi, aynı zamanda her-
hangi bir soruna karşı pozitif bir konakçı-savunma cevabının da göstergesi olabilir 
[170].  
 
 NO’nun öncelikli koruyucu etkileri, NO yoğunluğunun pikomolar ve 
nanomolar düzeyleri için tanımlanmıştır [171]. Fizyolojik koşullarda, eNOS küçük 
miktarlarda NO üreterek (10-30 nmol/l) düz kas hücrelerinin gevşemesine ve endotel 
hücre proliferasyona neden olur [172, 173].    
 
 Düşük yoğunlukta NO’nun (<50 nmol) ekstraselüler sinyal tarafından regüle 
edilen kinaz (ERK) fosforilasyonunu, yüksek konsantrasyonlarda ise (>100 nmol), 
anjiyogenezi ve potansiyel karsinogenezi artıran bir proanjiyogenik transkripsiyon 
faktörü olan, hipoksi ile indüklenebilir faktör 1α’yı (HIF1 α) geçici olarak artırdığı 
bulunmuştur [174]. iNOS tarafından üretilen >300 nmol/l’lik NO konsantrasyonunun 
sitostaz ve hücre ölümü ile sonuçlanan p53 fosforilasyonunun artışı ile ilgili 
antitümör ve antianjiyogenetik özellikleri bulunur [173].  
 
2.10.2. Nitrik Oksit’in Hücre İçi Etki Mekanizmaları 
 NO, en dış orbitalinde eşleşmemiş bir elektron içeren serbest radikaldir ve bu 
özelliği biyolojik aktivitesinin esasını oluşturur [170]. NO, lipofilik özelliği yoluyla 
çabuk difüze olabilmekte ve hücre içi ve hücreler arası sinyalleri başlatabilmektedir.  
 
 Düşük konsantrasyonlarda (nanomolar) NO’nun en önemli etkisi çözülebilir 
guanilat siklazın (sGC) aktivasyonudur [170]. NO, sGC’nin demir grubuna bağlanır 
ve enzimin aktive olmasıyla birlikte siklik guanozin monofosfatın (cGMP) üretimi 
artar ve bunun ardından da protein kinaz G aktivasyonu başlar. Sonuç olarak efektör 
fonksiyonlara aracılık eden fosforilasyon kaskadı kademeli olarak başlatılmış olur 
[165, 167, 170].  
 
 Memelilerde, NO sinyallerine aracılık eden iki farklı tip cGMP-bağımlı prote-
in kinaz vardır: cGK1 ve cGK2. NO/cGMP/cGK1 yolağının aktivasyonu, sitozoldeki 
kalsiyum düzeyini azaltarak ve/veya kontraktil elementlerin kalsiyuma karşı duyarlı-
lığını azaltarak düz kasların gevşemesini sağlar ve bu etki NO’nun gastrointestinal 
sistemdeki önemli mekanizmalarından birisidir [175].  
 
 Yakın zamanda, sGC aktivasyonunu bloke ederek NO sinyalini inhibe eden 
yeni bir cGMP-bağımlı yolak tanımlanmıştır. Bu inhibisyonda matriks protein 
trombospondin-1 (TSP1) rol oynamaktadır [176]. TSP1 bir glukoprotein olup 
makrofajlar ve endotelyal hücreler tarafından salgılanır. TSP1, çeşitli hücre yüzey 
reseptörleri yoluyla endotel ve vasküler düz kas hücre adezyonunu, proliferasyonunu, 
motiliteyi ve hayatta kalımı düzenler. Fizyolojik miktarlarda NO’nun varlığında 
TSP1’in antianjiyogenik kuvvetinin 100 kattan fazla arttığı gösterilmiştir [176].   
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 Patolojik koşullarda, iNOS tarafından yüksek miktarlarda NO üretildiğinde, 
NO sinyal yolağı GC aktivasyonundan bağımsız olabilmektedir. Bu durumda NO, 
iyon kanallarını, enzimleri ve diğer proteinleri; örneğin DNA sentezinde yer alan ve 
Krebs döngüsü ile ilişkili enzimlerin, solunum zincir elektronlarının transportunun ve 
glusidik metabolizmanın inhibisyonuna neden olan proteinleri sistein tiollerinin 
nitrozilasyonu yoluyla doğrudan etkiler. NO sitotoksisitesinin bir diğer mekanizması 
da nitrojen türlerinin oluşturulmasıdır. Bir serbest radikal olarak NO, süperoksit ra-
dikali gibi reaktif türlerle etkileşime girerek peroksinitriti (ONOO-) ve dinitrojen 
trioksitin (N2O3) üretilmesine neden olur. ONOO-, proteinlerin, lipidlerin ve nükleik 
asitlerin oksidasyonundan sorumludur. Peroksinitröz asit ise kendisini oluşturan 
NO’dan ya da süperoksitten daha güçlü bir okside edici ajandır ve tiolleri, askorbatı 
ve diğer molekülleri okside eder. N2O3 ise farklı substratların nitrozilasyonuna neden 
olarak kronik inflamasyona ve karsinogenik süreçlere katkıda bulunabilir [167, 170]. 
Aktive olmuş makrofajlarda ONOO- oluşumu faydalı iken, dokularda oksidatif hasar 
yapması nedeniyle zararlıdır [170]. ONOO- ‘in prekürsörlerinin eşleşmemiş elektron-
ları artık eşleşmiş olduğundan, ONOO- bir radikal değildir. Fakat ONOO-, ana bile-
şikleri olan NO veya süperoksite kıyasla çok daha sitotoksik bir türdür [170]. Ayrıca, 
ONOO- oluşumunun, nitroksil iyonu ve O2 arasında bir reaksiyonla gerçekleşen al-
ternatif bir yolu da vardır. ONOO-, karbondioksit ile reaksiyona girerek 
nitrozoperoksikarbonat (ONO2CO2

-) oluşturur. Vücut sıvılarındaki HCO3
- konsant-

rasyonu yüksek olduğu için bu bileşiğin oluşumu, ONOO- toksisitesi ile ilişkili olan 
diğer reaksiyonlara kıyasla daha da hızlı gerçekleşebilir [170].  
 
 NO’nun bir diğer cGMP bağımlı etkisi de proteinlerdeki tirozin rezidülerinin 
nitrasyonudur. ONOO- kuvvetli bir oksidandır ve tirozin, triptofan, sistein ve 
metionin gibi amino asitler de dahil olmak üzere birçok biyolojik molekül ve bileşiği 
modifiye edebilir [170]. Tirozin nitrasyonuna, NO. metabolizmasının ikincil ürünleri 
olan ONOO- ve nitrojen dioksit (NO2

.) gibi reaktif nitrojen türleri aracılık eder. Bu 
ikincil ürünler, süperoksit radikalleri (O2

-.), H2O2 ve geçiş metallerinin var olduğu 
durumda oluşurlar. ONOO-‘in in vitro tirozin nitrasyonuna aracılık edebilme özelli-
ğine rağmen, in vivo nitrasyondaki katkısı bilinmemektedir. Bu katkıyı açıklayabil-
mek için, nitrit-H2O2-hemperoksidaz ve geçiş metallerine-bağımlı mekanizmalar gibi 
alternatif yolaklar düşünülmektedir [177]. In vivo NO-bağımlı oksidatif stres için 
geçerli bir biyomarker olarak proteinlerdeki 3-nitrotirozin içeriğine bakılması öne-
rilmektedir. NO, apoptosisde ikili bir rolü olan pleitropik bir moleküldür. Süperoksit 
anyonları ile reaksiyona girerek ONNO. oluşumuna izin verir ve membran 
permeabilitesindeki ve kalsiyum konsantrasyonundaki artışı tetikleyerek apoptosisi 
stimüle eder. Diğer taraftan, NO in vitro Bcl-2/Bcl-XL’yi aktive eder ve bu da 
Bax/Bak yolağının inhibe olması ve dolayısıyla da kaspaz kaskadının bloke olması 
ile sonuçlanır. NO’nun apoptosisi regüle edebileceği bir diğer mekanizma da p53’ü 
modüle etmektir. NO aracılı DNA hasarı p53 birikimine ve apoptosise neden olur 
[170]. 
 
2.10.3. Nitrik Oksit’in Sindirim Sistemi Motilitesi Üzerine Etkileri 
 nNOS tarafından sentezlenen NO, özofagus, mide ve bağırsak motilitesinin 
regülasyonunda önemli rol oynar. ESS’de baskın inhibitör bir non-adrenerjik, non-
kolinerjik nörotransmitter olarak rol alır. Mide ile bağırsağın besin sindirimindeki 
vagal aracılı akomodasyon refleksine katkıda bulunduğu gibi peristaltik refleks sıra-
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sındaki kontraktil fonksiyonun koordineli kontrolünde de önemi büyüktür. Tüm bu 
rolleri sonucunda özofagusta düz kas fonksiyonunun ve ince bağırsak motilitesinin 
inhibisyonunu sağlar ve aynı zamanda mide akomodasyonu ve boşalmasını da des-
tekler [178]. NO, alt özofagal sfinkter için en önemli post-ganglionik inhibitör 
nörotransmitterdir ve yapılan çalışmalar sfinkter gevşemesinde yeni bir nitrerjik, 
preganglionik, vagal yolağın var olabileceğini göstermektedir [179]. NOS’un 
özofagustaki farmakolojik inhibitörleri, yutma ile distal özofagustaki kontraksiyon 
arasında görülen gecikme zamanını azaltılmasına katkıda bulunurlar, alt özofageal 
sfinkter basıncı ile peristaltik basıncı yükseltirler ve kısa süreli alt özofagus gevşeme-
lerinin sayısını da düşürürler [170]. Midede ise NOS’un farmakolojik inhibitörleri 
mide kasılmalarının frekansını artırıp, bazal ve öğün sonrası fundus hacmini azaltır-
lar. Aynı inhibitörlerin ince bağırsaktaki işlevleri sonucunda açlık motor aktivitesi 
artar [169, 170].   

 
 Fare mide fundusu ve ince bağırsak dokularının, organ banyosunda elektrik-
sel alan stimülasyonuna ve NO donörlerine maruz bırakıldığı deneysel bir modelde 
longitudinal kas striplerinin gevşemesi, sGC’nin spesifik inhibitörleri (ODQ ve 
ns2028) tarafından ortadan kaldırılmıştır. Bu bulgu, endojen NO’ya cevaben gastrik 
fundus ve ince bağırsakta ortaya çıkan gevşemelerin tamamıyla cGMP’ye bağımlı 
olduğunu gösterir [180].  

 
 Endojen NO’nun ince bağırsaktaki besin geçişini düzenlenmesi, ince bağırsak 
motilitesini regüle ederek gerçekleşir. Sağlıklı bireylerde L-NAME infüzyonunu ta-
kiben duodenal transit gecikmiş ve duodenal basınç dalgalarının frekans ve genliği-
nin de önemli derecede arttığı gösterilmiştir. NO ayrıca Oddi sfinkterinde de inhibi-
tör bir nörotransmitterdir. Endojen NO üretiminin inhibisyonu kontraktiliteyi artırır-
ken ekzojen NO hem deneysel domuz modelinde hem de in vitro olarak sfinkter 
kontraktilitesini ve elektriksel aktiviteyi azaltır [170].  

 
2.10.4. Nitrik Oksit’in Mukozal Fonksiyon ve Kan Akımının Düzenlenmesi Üze-
rine Etkileri 
 eNOS tarafından sentezlenen NO’nun, sindirim sisteminde alkali üretimi, asit 
ve mide mukozası sekresyonunun düzenlenmesinde ve aynı zamanda vasküler 
perfüzyon ve doku rejenerasyonunda rol oynadığı bilinmektedir. Ayrıca NO zarar 
verici ajanlara karşı mide mukozasını koruyucu etkiye de sahiptir [167, 169]. eNOS 
ve nNOS ekspresyonu yoluyla sürekli şekilde NO üretimi; sindirim siteminde fizyo-
lojik olarak motilite, tonus, permeabilite ve mide duvarı damarlarına kan akımının 
sağlanması gibi fonksiyonlara katkıda bulunur.    
 
 NO ve NOS izoformlarının aktivitesinin, I/R kaynaklı mukozal hasarın oluş-
turduğu mide lezyonlarına karşı koruyucu etkisi oldukça belirgin ve kesindir. Fare-
lerde çöliyak arter oklüzyonunun ardından gerçekleşen reperfüzyon sonrasında, ön-
ceden uygulanmış L-NAME’in (seçici olmayan bir NOS inhibitörü) mide mukoza-
sındaki görünür hemorajik lezyonları önemli ölçüde kötüleştirdiği görülmüştür. Aynı 
zamanda, seçici iNOS inhibitörü (1400W) ise bu lezyonların oluşumunu engellemek-
tedir [181]. 
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 NO, mide bezlerinde, histaminin stimüle ettiği asit sekresyonunu azaltır. Mi-
de sekresyonunun NO ile inhibisyonu, sağlıklı insanlardan toplanan biyopsi mater-
yallerinde görülen paryetal hücrelerdeki artan cGMP düzeyi ve GC aktivasyonuyla 
bağlantılıdır [182]. Ayrıca NO, mide ülserlerinin iyileşme sürecine de katkı sağlar. 
Ülserli bölgeye kan akımını artırır ve ülser yatağındaki granülasyon dokusunda bulu-
nan kapillerlerin sayısını çoğaltır. NOS inhibisyonu, ülser iyileşmesini geciktirir. 
NO, endotel hücrelerine lökosit, trombosit ve mast hücresi adezyonunu inhibe eder 
ve bu mekanizma yoluyla dokuyu I/R hasarından da korumuş olur [170].  
 
 NO’nun lökosit adezyonu üzerindeki inhibitor etkisi P-selektin, beta 
integrinler, fosfolipaz A2, trombosit aktive edici faktör (PAF) ve lökotrien B4 aracı-
lığıyla olur. NO’nun trombosit fonksiyonları üzerindeki inhibitör etkisi ise cGMP-
fosfoinositid 3-kinaz-bağımlı mekanizmalar tarafından kontrol edilir. Bununla birlik-
te cGMP’den ve ONOO--bağımlı protein nitrasyonundan bağımsız mekanizmaların 
da bu etkiye katkısının olduğu öne sürülmektedir [170]. 
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GEREÇLER VE YÖNTEMLER 
 

Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı Laboratuarları, 
Merkezi Araştırma Laboratuvarı, Deney Hayvanları Ünitesi ve Histoloji ve Embriyo-
loji Anabilim Dalı Laboratuarları’nda gerçekleştirilen çalışmada Akdeniz Üniversite-
si Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Ünitesi’nden temin edilen erişkin, erkek 250-300 
g ağırlığında 102 adet Wistar sıçan kullanılmıştır. Sıçanlar standart laboratuvar yemi 
ve musluk suyu ile beslenmişlerdir. 
 
3.1. Gruplandırma ve Deney Protokolü 

Sıçanlar bütün gruplarda 18 saatlik açlık periyodundan sonra deneye alınmış-
tır. Bu süre içinde su alımı serbest bırakılmıştır.  
  
3.1.1. Gruplandırma:  
1) Sham grubu (n=10): Bu gruptaki hayvanlarda orta hat kesisiyle çöliak arter açığa 
çıkarılmış ve herhangi bir işlem yapılmadan jugular ven aracılığı ile 0,01 ml/kg/dk 
hızda, 3,5 saatlik fizyolojik serum infüzyonu uygulanmıştır.  
 
2) İskemi-reperfüzyon (I/R) grubu (n=10): Bu gruptaki hayvanlara çöliak arterin 
klemple kapatılması ile 30 dk iskemi ve klemp alındıktan sonra 3 saat reperfüzyon 
uygulanmıştır. I/R'la eşzamanlı olarak jugular ven aracılığı ile 0,01 ml/kg/dk hızda 
fizyolojik serum infüzyonu yapılmıştır [183]. 
 
3) I/R + OXA grubu (n=22): Jugular ven kateterizasyonu ve I/R uygulanan bu grup-
taki hayvanlara I/R ile eşzamanlı olarak OXA infüzyonu (100, 200 ve 500 
pmol/kg/dk; 0,01 ml/kg/dk hızda) uygulanmıştır. Elde edilen doz cevap eğrisiyle en 
etkin doz saptanmış ve sonraki gruplar için bu doz kullanılmıştır [6].  
 
4) I/R + L-NAME grubu (n=10): I/R uygulamasından 30 dk önce bu gruptaki hay-
vanlara spesifik olmayan NOS enzimi inhibitörü L-NAME (Sigma, N-5751) 30 
mg/kg dozda, i.v. olarak uygulanmıştır [20]. 
 
5) I/R + L-NAME + OXA grubu (n=10): 30 mg/kg L-NAME uygulamasından 30 
dk sonra I/R ile eşzamanlı olarak OXA infüzyonu uygulanmıştır. 
 
6) I/R + Kapsaisin grubu (n=10): Bu gruptaki hayvanlara duysal denervasyonu 
sağlamak için yüksek doz kapsaisin (Sigma, M-2028) uygulanmıştır. Kullanılan 125 
mg/kg’lık kapsaisin dozu; 1.gün 25 mg/kg, 2.gün 50 mg/kg ve 3.gün 50 mg/kg olmak 
üzere üç ayrı doz halinde, 100 g vücut ağırlığına karşılık 0,5 ml’lik hacim içinde s.c. 
olarak uygulanmıştır. Kapsaisin’in solunum sistemi üzerine olan zararlı etkisini orta-
dan kaldırmak için uygulamalar eter anestezisi altında yapılmıştır. Kapsaisin %10 
etanol, %10 Tween 80 ve %80 serum fizyolojik (v/v/v) içeren bir solüsyon içinde 
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çözülerek kullanılmıştır. Hayvanlar kapsaisin uygulamasından 10 gün sonra deneye 
alınmıştır [184]. 
 Kapsaisin’in bu deneylerde kullanılan dozu korneada, trigeminal ganglionda, 
vagal sinirde ve medulla oblangatada substance P azalmasına neden olur. Uygulama-
nın etkinliğini test etmek amacıyla deneyden bir gün önce hayvanların bir gözüne 0,1 
mg/ml’lik (serum fizyolojik içinde) kapsaisin solüsyonundan damlatılmış ve göz için 
koruyucu ovma hareketi gösteren hayvanlar deney dışı bırakılmıştır [184].   

 
7) I/R + Kapsaisin + OXA grubu (n=10): 125 mg/kg kapsaisin uygulamasından 10 
gün sonra duysal denervasyonun gerçekleştiği hayvanlara I/R ile eşzamanlı olarak 
OXA infüzyonu uygulanmıştır. 
 
8) I/R + Vagotomi grubu (n=10): I/R uygulamasından 24 saat önce hayvanlara 
ketamin/ksilazin anestezisi altında bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanmış-
tır [185].  
 
9) I/R + Vagotomi + OXA grubu (n=10): Subdiyafragmatik vagotomi uygulama-
sından 24 saat sonra I/R ile eşzamanlı olarak OXA infüzyonu uygulanmıştır. 
 
 Bütün gruplarda; 3,5 saatlik I/R uygulamasının ardından mide mukozal kan 
akımı ölçümleri yapılmış ve kan akımı ölçülen hayvanlar abdominal aortlarından kan 
alınarak feda edildikten sonra mideleri, buzda bekletilen serum fizyolojik içine alın-
mıştır. 
 
3.2. Parametrelerin Tayini 
 
3.2.1. Mide Mukozal Kan Akımı Ölçümü   

Mukozal kan akımı ölçümü için Lazer Doppler Akımölçeri (LDF 100C, Mo-
del TSD145, Biopac) kullanılmıştır [186].  

 
Prensip: LDF’nin temel prensibi; dokuya gönderilen monokromatik lazer 

ışınlarının dokudan yansıdıktan sonra toplanan bölümüne ait spektrum değişimlerinin 
analiz edilmesidir. Akımölçerde yer alan optik fiberlerden biri 635 nm 
dalgaboyundaki lazer ışığını dokuya gönderir ve hareketli kan hücreleri tarafından 
geri saçılan ışınlar alıcı fiber tarafından toplanır. Dalga boyundaki değişimin büyük-
lüğü ve frekans dağılımı hareketli hücrelerin hızının değerlendirilmesini sağlar. 

 
Yöntem: Bütün gruplarda üretan anestezisi altındaki hayvanların mideleri 

açığa çıkarılarak büyük kurvatur boyunca açılmış ve mide mukozal yüzeyi üst bö-
lümde olacak şekilde bir chamber içinde askıya alınmıştır. Lazer doppler probu bir 
mikromanipülatör aracılığı ile sabit hale getirilmiş ve mide mukozasına 0,5 mm 
uzaklıkta konumlandırılarak 5 farklı bölgeden 2’şer dk’lık ölçümler alınmıştır (Şekil 
3.1). MP100 software programı ile voltaj sinyali olarak alınan ölçümlerin ortalaması 
bir hayvan için kan akım hızı değeri olarak belirlenmiştir. Sonuçlar kan perfüzyon 
ünitesi (BPU) olarak ifade edilmiş ve kontrol değerinin yüzdesi olarak verilmiştir. 
 
 



ŀ

 36 

 
 
Şekil 3.1. Mide Mukozal Kan Akımı Ölçümü için Kullanılan Düzenek 
 
3.2.2. Lezyon İndeksinin Tayini   

Gundersen ve ark.’nın yöntemine göre yapılmıştır [187]. 
 

Yöntem: Kan akımı ölçüldükten sonra mideler dondurulmuş parafin üzerine 
tespit edilmiş ve doku üzerini kaplayacak şekilde soğuk serum fizyolojik ilave edil-
miştir. Mide mukozası Zeiss Stemi SV 11 marka stereomikroskop altında x20 bü-
yütme ile incelenmiştir. Mikroskobun görüntü tüpünden koyu bir zemin üzerine yan-
sıtılan görüntüdeki lezyon alanları (sınırları belirgin hemorajik alanlar) Cavalieri 
Ölçüm Cetveli kullanılarak ölçülmüş ve lezyon indeksi mm2 olarak ifade edilmiştir. 
 
3.2.3. Miyeloperoksidaz Aktivitesinin Tayini 
           Stephan ve ark.’nın yöntemine göre yapılmıştır [188]. 

 
Prensip: Tetrametilbenzidin, miyeloperoksidaz enzimi ve H2O2’nin bulundu-

ğu ortamda oksitlenir. Oksidasyon ürünü olarak mavi renkli bileşik oluşur. Yöntem, 
mavi renkli bileşiğin neden olduğu absorbans değişiminin 1 dk süresince 655 nm’de 
spektrofotometrik olarak ölçülmesi esasına dayanır. 
   
  Reaktifler ve kimyasallar 
 

1) Fosfat tamponu (50 mM, pH: 6,0): 50 mM Na2HPO4  (di-Sodium hydrogen 
phosphate, Merck 6586), 50 mM NaH2PO4  (Sodium phosphate, Sigma S-
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9638) ile hazırlanır. 1N HCl (hydrochloric acid, Merck 314 ) ile pH: 6.0’ya 
ayarlanır. 
 

2) Homojenizasyon tamponu: %1 oranında HTAB (hexadecyltrimethyl 
ammonium bromide, Sigma, H-5882) içerir ve fosfat tamponu ile hazırlanır. 

 
3) Reaksiyon tamponları:  

1 mM H2O2 (Merck 8600) 
20 mM Tetrametilbenzidin solüsyonu (Tetramethylbenzidine, Sigma, T-     
2885-1G ve Dimetilformamid, Applichem Dimethylformamide, A-3676 ile 
hazırlanır.) 
80 mM NaH2PO4 (Sodium phosphate, Sigma S-9638) 

 
İşlemler: 2,5 ml homojenizasyon tamponu içine konulan ~ 250 mg ağırlığın-

daki mide dokularına 3 kez 10 saniyelik sürelerle buz içinde sonikasyon yapılmıştır 
(Bandelin Sonopuls, UW 2070). Elde edilen homojenatlar analiz yapılıncaya kadar -
80°C’de saklanmıştır. Analiz öncesinde homojenatlar 15000 rpm’de, 4°C’de 5 dk 
santrifüj edilmiştir. Oluşan süpernatandan 50 µl alınmış ve üzerine 790 µl, 80 mM 
NaH2PO4, 100 µl, 1 mM H2O2, 60 µl, 20 mM tetrametilbenzidin solüsyonu eklenip, 
küvet alt üst edildikten sonra spektrofotometrede 655 nm’de 1 dk süresince okun-
muştur. Süpernatandan alınan örnekler kullanılarak, protein kiti ile (Pearce-comasie 
plus-23236) ile protein değerleri ölçülmüştür. Spektrofotometrede 655 nm de 1 dk 
süresince okunan absorbans değişimi protein değerlerine oranlanarak MPO enzim 
aktivitesi U/g protein olarak hesaplanmıştır. 

 
3.2.4. CGRP Miktarının Tayini  

Frobert ve ark.’nın yöntemine göre spesifik enzim immünoassay (EIA) kiti 
kullanılarak ölçülmüştür [189, 190]. 

 
Prensip: Bu immünometrik yöntemde kullanılan “double-antibody 

sandwich” tekniğine göre; CGRP için spesifik olan bir monoclonal antikor ve bir 
asetilkolin esteraz konjugatı (AchE) CGRP molekülünün farklı bölgelerine bağlana-
rak molekülün plate üzerinde hareketsiz kalmasını sağlamaktadır. AchE’ın enzimatik 
aktivitesi ortama eklenen Ellman’s ayıracıyla spektrofotometrik olarak ölçülür. Bu 
ayıraçla oluşan sarı rengin yoğunluğu CGRP konsantrasyonuyla orantılıdır. Yöntem 
için hassasiyet sınırı 10 pg/ml’dir.  

 
Reaktifler ve Kimyasallar: 

 
1) Asetik asit (Asetic acid, Merck, Art.56) 
2) Metanol (Methanol, Merck, 6008) 
3) 8 M Üre (Urea, Merck, Art.8486) 
4) Rat CGRP EIA kiti (SPI-BIO, cat no:A05482-96 Wells) 
5) C18 ters faz kartuş (SPE cartridge, cat no: 400020) 

 
İşlemler: Midelerden alınan ~250 mg’lık doku örnekleri havanda dövülüp 

parçalandıktan sonra 1 ml 2 N’lik asetik asit içine alınarak homojenize edilmiştir. 
Homojenatlar 95ºC’de 10 dakika bekletildikten sonra 21.000 rpm’de 45 dakika sant-
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rifüj edilmiştir (Beckman Optima TL, Ultracentrifuge). Santrifüj sonrası alınan 
süpernatan %4’lük asetik asitle 1:4 oranında sulandırıldıktan sonra ekstraksiyon iş-
lemine geçilmiştir. Ekstraksiyon işlemi için C18 ters faz kolonlar kullanılmıştır. Ko-
lonlar sırasıyla 5 ml metanol, 10 ml üre ve 10 ml bidistile su geçirilerek aktif hale 
getirilmiştir. Asetik asitle sulandırılmış numuneden 1 ml alınarak  kolondan geçiril-
miş ve kolon 10 ml %4’lük asetik asitle yıkandıktan sonra CGRP elüsyonu 
metanol:su ve asetik asit (90:10 v/v) karışımı bir solventle gerçekleştirilmiştir. Ko-
londan 3 kez 1 ml solvent geçirilerek (toplam 3 ml) toplanan CGRP numuneleri 
liyofilize edilerek –20 ºC’de saklanmıştır. Bütün numuneler toplandıktan sonra nu-
muneler EIA tamponu ile çözülmüş ve CGRP konsantrasyonları EIA yöntemiyle 
belirlenmiştir. Sonuçlar ng/g protein olarak ifade edilmiştir.  
 
3.2.5. Nitrit/Nitrat Tayini 
 Total Nitrik Oksit (NO) miktarı, NO yıkım ürünleri olan nitrit ve nitrat mik-
tarları Griess metodu esaslı kalorimetrik kit aracılığı ile ölçülmüştür [191]. 

 
 Prensip: NO’nun in vivo son ürünleri nitrit (NO2

-) ve nitrat (NO3
-) iyonları-

dır. Nitrit ve nitrat oranları değişkendir ve mutlak ölçümleri mümkün değildir. Bu 
nedenle total NO üretimi NO2

- ve NO3
-  miktarlarının toplamı olarak ifade edilmek-

tedir. NO ölçümü için kullanılan kit iki aşamalı bir yöntemle total nitrit/nitrat 
kosantrasyonunu ölçmektedir. İlk basamakta nitrat redüktaz enzimi ile NO3

-,  NO2
-’e 

dönüştürülür. İkinci basamakta ise ortama eklenen Griess reaktifleri NO2
-’i koyu mor 

renkli bir azot bileşenine çevirir. Renkli bileşenin 540 nm’de ölçülen absorbansı total 
NO2

-  miktarını vermektedir. 
 
 Yöntem: Mideden alınan ~ 250 mg ağırlığındaki doku örnekleri havanda 
dövüldükten sonra 1 ml PBS (pH 7,4) tamponu içinde teflon uçlu doku 
homojenizatörü (TRI-R STIR-R, Model K43) ile buz içinde homojenize edilmiştir. 
Homojenatlar 10.000 g'de 20 dk santrifüj edildikten sonra elde edilen süpernatanlar 
30 kDa’luk, ultrasantrifüj için uygun filtreler kullanılarak 100.000 g’de 1 saat daha 
santrifüj edilmiştir. Filtre edilen örnekler plate’e alınarak nitrat redüktaz enzimiyle 
oda ısısında 3 saat inkübasyona bırakılmıştır. 3 saat sonunda plate’e Griess reaktifleri 
eklenmiş ve 10 dk oda ısısında bekletildikten sonra 540 nm’de okunmuştur. Sonuçlar 
µM/g protein olarak ifade edilmiştir. 

 
3.2.6. iNOS ve eNOS Ekspresyonunun Tayini 

iNOS ve eNOS proteinlerinin analizi western blot yöntemine göre yapılmıştır. 
 
Reaktifler ve Kimyasallar 
 

1) %30’luk Akrilamid – Bisakrilamid karışım solüsyonu (Akrilamid, Merck, S-
4385430-552, Bisakrilamid, Merck-K-33932646-526) 

 
2) %10’luk Amonyum persülfat  (APS, Merck, K-34485101-530) 

 
3) TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin) (Merck, K-34460932-517) 

 
4) Redüklenmemiş Numune Tamponu (Loading Dye, Laemli, 5X konsantre)  
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Laemli tamponu hazırlanırken, 
10 ml Gliserol (Sigma, G-7757),  
10 ml %10 SDS (Sigma, L-4509),  
1.25 ml 1 M pH: 6.8 Tris (Merck, K-34776287-533),  
7.5 ml β-merkaptoetanol (Merck, S-4365840-544) ve brom fenol blue 
(Sigma, B-6896) karıştırılıp final hacim 50 ml olacak şekilde bidistile su ek-
lenmiştir.  
 

5) Elektroforez tamponu (5X konsantre Stok Solüsyon) 
Elektroforez tamponu hazırlanırken,  
15 gr Tris,  
72 gr Glisin (Merck, K-32710490-405)  
5 g SDS 1000 ml distile su içinde çözülmüştür.  
Elektroforez aşamasında bu stok solüsyon 1:5 oranında bidistile su ile dilüe 
edilmiştir. 
 

6) Blotlama Tamponu, (10X Konsantre Stok Solüsyon) 
12.11 g Tris (Merck, K-34776287-533) 
30 g Glisin (Merck,K-32710490-405)  
1 g Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA, ADR Lab. Chem. 139-13-9), 
1 L bidistile suda çözülmüştür. Blotlama aşamasında 10X stok solüsyon 1:10 
oranında bidistile su ile dilüe edilmiş, kullanım esnasında %10 metanol 
(Merck, K34212908-503) eklenmiştir. 
 

7) TBS Stok Solüsyon (Tris Buffer Salin, 10X Konsantre Stok Solüsyon) 
TBS solüsyonu hazırlamak için 60.55 g Tris, 87.66 g NaCl 800 ml distile su-
da çözünmüş, pH, HCl ile 7.4’e ayarlanmış ve. final hacim 1000 ml olacak 
şekilde bidistile su eklenmiştir. Kullanım esnasında 10X stok solüsyon 1:10 
oranında bidistile su ile dilüe edilmiştir.  
 

8) TBS-T Solüsyonu (Tris Buffer Salin-Tween 20) 
TBS-T solüsyonunu hazırlamak için, TBS stok solüsyondan (10X), 100 ml 

 alınıp, bidistile su ile 1 L’ye tamamlanmıştır. Solüsyona 1 ml Tween-20 
 (Merck, S4393684-601)  eklenerek iyice karıştırılmıştır. 

 
9) iNOS  Primer Antikoru (Sigma, N7782) 

Kullanım esnasında 1:100 oranında dilüe edilmiştir. 
 

10) eNOS Primer Antikoru (Cell signal, 9572) 
Kullanım esnasında 1:100 oranında dilüe edilmiştir. 
 

11) Beta Aktin Primer Antikoru (Cell signal) 
Kullanım esnasında 1:500 oranında dilüe edilmiştir. 
 

12) Peroksidaz Konjuge Sekonder Antikor (Chemicon, AP132P) 
Kullanım esnasında 1:2000 oranında dilüe edilmiştir. 
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 Doku Örneklerinin Hazırlanması 
iNOS ve eNOS proteinlerinin tayini için mideden alınan ve sıvı nitrojen tan-

kının içinde saklanan örnekler daha etkili bir sonikasyon için, buz üstünde küçük 
parçalara ayrılmıştır. 0.2 g doku için 600 µl lysis tamponu ve lysis tamponunun her 1 
ml’si için 50 µl olacak şekilde protein inhibitör kokteyli (Sigma-9417) karışımı doku 
üzerine eklenmiştir. Buz içinde 30 dk bekletildikten sonra 15000 rpm’de, 4°C de, 25 
dk santrifüj edilmiştir. Süpernatanlar hemen buz kalıbına alınmış ve protein değerleri 
ölçülmüştür. Örnekler SDS jele yüklenmeden önce laemli ile karıştırılarak 5 dk kay-
natılmış ve yüklemeye hazır hale getirilmiştir.   

 
 Elektroforez ve Antikorların Uygulanması 

Örnekler içerdikleri proteinlerin molekül ağırlıklarına göre ayrışmaları için 
%7,5’lik Sodyum dodesil sülfat (SDS) poliakrilamid jele yüklenmiştir. Her örnek 
200 µg/ml protein içerecek şekilde hazırlanmıştır. Moleküler ağırlık standartı 
(Fermentas SM1811) ve numuneler jele yüklendikten sonra 2 saat süresince 80V da 
elektroforez edilmiştir (BioRad, PowerPac-300). Jeldeki proteinler nitroselüloz 
membrana aktarıldıktan sonra, membran, %5’lik süttozu (Biorad-170-6404) içeren 
TBS-T tamponunda, oda ısısında, 1 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında 
TBS-T ile 10 dk yıkanan membran, TBS-T ile hazırlanmış primer antikorlar ile 
4°C’de, çalkalayıcı üzerinde 1 gece inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası 
membran TBS-T ile 3 kez 10’ar dakika yıkanarak fazla antikorlar uzaklaştırılmış, 
ardından membran, TBS-T ile hazırlanan 1:2000 oranında dilüe edilmiş sekonder 
antikor ile oda ısısında,1 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası TBS-T ile 3 kez 
10’ar dk yıkama yapılmış ve membranlar görüntüleme aşaması için hazır hale geti-
rilmiştir.  

 
 Görüntüleme ve Değerlendirme 
 Sekonder antikorla konjuge peroksidaz enziminin, kemiluminisans oluşturan 
ürünü için substrat içeren ECL reaktifleri (Cemilucent detection system, Chemicon-
2600) 1:1 oranında karıştırılarak membranların üzerine uygulanmış ve membranlar 
karanlıkta 5 dk inkübe edilmiştir. Bekleme süresi sonrasında membranların üzerin-
deki fazla ECL solüsyonu kurutma kağıdı ile alınarak membranlar ve fotoğraf filmi 
kasete (Autoradiography casette, 24x30 cm; Amersham, RPN11643) yerleştirilmiş 
ve membrandaki antikor bağlanmalarının görüntüsü fotoğraf filmine 
(Hyperfilm,18x24 cm; Amersham, RPN21034) aktarılmıştır. 
 
 Görüntülerin yarı kantitatif analizi için filmler tarayıcı aracılığıyla bilgisayar 
ortamına aktarılmış ve image J paket programı ile bantların yoğunlukları hesaplan-
mıştır. Sonuçlar her grup için, iNOS/β aktin ve eNOS/β aktin oranı şeklinde ifade 
edilmiştir. 

 
3.3.  İstatistiksel Analiz 
 İstatistiksel değerlendirmeler GraphPad (Prism 5) paket programı kullanılarak 
yapılmıştır. Gruplar arasındaki farklar için Kruskal-Wallis Varyans Analizi ve grup-
ların ikili karşılaştırılmalarında Dunn’s Çoklu Karşılaştırma Testi kullanılmıştır. So-
nuçlar ortalama ± standart hata şeklinde ifade edilmiştir. Bütün analizlerde p<0,05’i 
sağlayan değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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BULGULAR 
 
 
4.1. Oreksin-A Etkin Dozunun Belirlenmesi 
 Mide asit sekresyonunun stimülasyonunda etkili olduğu bilinen 100, 200 ve 
500 pmol/kg/dk’lık OXA dozları ile yapılan deneyler sonucunda, çalışmamızda kul-
lanılacak en etkin OXA dozu belirlenmiştir. Bu ön çalışmada, kullanılan OXA dozla-
rının mide lezyon indeksi ve mide mukozal kan akımı üzerine olan etkileri değerlen-
dirilmiştir.  
 
 Lezyon indeksi çalışmasında 200 ve 500 pmol/kg/dk dozlarda OXA’nın 
I/R’nin neden olduğu mukozal hasarı (10,09 ± 1,24 mm2) önemli ölçüde azalttığı 
bulunmuştur  (sırasıyla; 3,46 ± 0,62; p<0.01 ve 3,82 ± 0,49 mm2; p<0.001) (Şekil 
4.1.).  
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 Şekil 4.1. Farklı dozlarda OXA uygulamasının lezyon indeksine etkileri 
 
 ++ p<0,01, +++ p<0,001 SF grubu ile karşılaştırma    
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Kontrole göre yüzde olarak hesaplanmış olan mide mukozal kan akımı sonuç-
ları, 500 pmol/kg/dk’lık OXA dozunun I/R grubunda % 60,40 ± 5,97 olan mukozal 
kan akımı değerini % 94,40 ± 7,10 düzeyine çıkardığı gözlenmiştir (p<0,01) (Şekil 
4.2.).  
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 Şekil 4.2. Farklı dozlarda OXA uygulamasının mukoza kan akımına etkileri 
 
 ++ p<0,01 SF grubu ile karşılaştırma    

 
  

Her iki değişkene ilişkin sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde, 500 
pmol/kg/dk’lık OXA dozunun en etkin doz olduğuna karar verilmiş ve çalışmanın 
devamında OXA uygulamaları için bu doz kullanılmıştır.  
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4.2. Lezyon İndeksi 
 3,5 saatlik I/R uygulaması mide mukozasında 10,09 ± 1,24 mm2’lik lezyon 
alanının oluşmasına neden olmuştur. 500 pmol/ml/dk’lık OXA infüzyonu, lezyon 
alanının 3,82 ± 0,49 mm2’ye düşmesini sağlamıştır (p<0,01). L-NAME uygulaması 
tek başına mide hasarı üzerine önemli bir etki göstermemiş, L-NAME + OXA uygu-
lanan grupta OXA’nın I/R hasarına karşı koruyucu etkisinin ortadan kalktığı göz-
lenmiştir (10,47 ± 0,83 mm2) (p<0,01).  
 
 Benzer şekilde, sadece kapsaisin ve vagotomi uygulanan gruplarda mide lez-
yon indeksi SF grubuna göre önemli bir fark göstermemiş, Kapsaisin + OXA ve 
Vagotomi + OXA gruplarında OXA’nın mide hasarını önleyici etkisinin önemli 
oranda ortadan kalktığı görülmüştür (sırasıyla 10,08 ± 0,64 mm2; p<0,01 ve 9,61 ± 
0,89 mm2; p<0,01) (Şekil 4.3.). 
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Şekil 4.3. Lezyon indeksi 
A.  L-NAME (30 mg/kg; i.v) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
B.  Kapsaisin (125 mg/kg;s.c.) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
C.  Bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
 
++ p<0,01 SF grubu ile karşılaştırma 
** p<0,01 OXA grubu ile karşılaştırma    

 
 



 44 

4.3. Mukoza Kan Akımı 
 SF grubundaki hayvanlarda % 60,40 ± 5,97 olarak saptanan mide mukozal 
kan akımı OXA uygulanan grupta % 94,40 ± 7,10 düzeyine çıkmıştır (p<0,05). L-
NAME, Kapsaisin ve Vagotomi gruplarında kan akımı değerleri SF grubuna göre 
farklı bulunmamıştır. L-NAME + OXA ve Vagotomi + OXA gruplarında ise 
OXA’nın kan akımını artırıcı etkisi önemli ölçüde azalmıştır (sırasıyla % 56,18 ± 
4,06; p<0,05 ve % 51,61 ± 3,15; p<0,01).  Kapsaisin + OXA grubunda gözlenen kan 
akımındaki azalma ise OXA grubuna göre istatistiksel olarak önemli bulunmamıştır 
(Şekil 4.4.).  
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Şekil 4.4. Mukoza kan akımı değerleri 
A.  L-NAME (30 mg/kg; i.v) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
B.  Kapsaisin (125 mg/kg;s.c.) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
C.  Bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
 
+ p<0,05 SF grubu ile karşılaştırma 
** p<0,01 OXA grubu ile karşılaştırma    
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4.4. MPO Aktivitesi 
 Mide dokusunda nötrofil infiltrasyonunun göstergesi olan MPO enziminin 
aktivitesi sham grubunda 9,97 ± 0,42 U/g protein olarak ölçülmüştür. I/R uygulanan 
SF grubunda enzim aktivitesi 21,01 ± 0,80 U/g protein değerine ulaşmıştır (p<0,01). 
OXA infüzyonu, MPO aktivitesininin I/R’a bağlı artışını önemli ölçüde azaltmıştır 
(10,28 ± 0,30 U/g protein; p<0,01). L-NAME, Kapsaisin ve Vagotomi gruplarında 
MPO aktivitesi SF grubundan farklı bulunmamıştır. L-NAME,  kapsaisin ve 
vagotominin OXA ile birlikte uygulandığı gruplarda, OXA’nın MPO aktivitesine 
etkisi ortadan kalkmıştır (sırasıyla 19,16 ± 0,66 U/g protein, 20,65 ± 0,80 U/g protein 
ve 21,08 ± 0,61 U/g protein; p<0,05) (Şekil 4.5.).  
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Şekil 4.5. MPO aktivitesi 
A.  L-NAME (30 mg/kg; i.v) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
B.  Kapsaisin (125 mg/kg;s.c.) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
C.  Bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
 
## p<0,01, ### p<0,001 Sham grubu ile karşılaştırma 
++ p<0,01, +++ p<0,001 SF grubu ile karşılaştırma 
* p<0,05 OXA grubu ile karşılaştırma    
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4.5. CGRP Düzeyleri 
 I/R uygulanan SF grubundaki hayvanların mide dokusunda  bulunan CGRP 
(23,33 ± 1,80 ng/g protein), Sham grubuna göre (58,69 ± 1,76 ng/g protein) önemli 
ölçüde azalmıştır (p<0,01). OXA infüzyonu CGRP düzeyini SF grubuna göre anlam-
lı miktarda artırmıştır (79,84 ± 5,16 ng/g protein; p<0,001). L-NAME, kapsaisin ve-
ya vagotomi uygulanması mide dokusunda bulunan CGRP miktarını değiştirmemiş, 
L-NAME + OXA (36,00 ± 3,30 ng/g protein), Kapsaisin + OXA (21,55 ± 2,25 ng/g 
protein) ve Vagotomi + OXA (39,55 ± 1,81 ng/g protein) gruplarında CGRP düzey-
leri OXA grubuna göre anlamlı düzeyde düşük bulunmuştur (p<0,01) (Şekil 4.6.).   
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Şekil 4.6. CGRP düzeyleri 
A.  L-NAME (30 mg/kg; i.v) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
B.  Kapsaisin (125 mg/kg;s.c.) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
C.  Bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 

 
## p<0,01 Sham grubu ile karşılaştırma 
+ p<0,05, +++ p<0,001 SF grubu ile karşılaştırma 
** p<0,01 OXA grubu ile karşılaştırma    
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4.6. NOx Değerleri 
 Mide dokusunda bulunan NO miktarı sham grubunda 0,17 ± 0,01 µmol/g 
protein iken I/R uygulaması SF grubunda önemli bir artışa neden olmuştur (0,43 ± 
0,03 µmol/g protein) (p<0,001). OXA infüzyonu önemli bir değişiklik yapmamış, L-
NAME grubunda ise NO değeri (0,20 ± 0,02 µmol/g protein) SF grubuna göre önem-
li oranda azalmıştır (p<0,05). L-NAME + OXA ve Kapsaisin + OXA gruplarında 
ölçülen NO miktarları (sırasıyla 0,24 ± 0,02 µmol/g protein; p<0,01 ve 0,30 ± 0,03 
µmol/g protein; p<0,05) OXA grubundan (0,62 ± 0,05 µmol/g protein) düşük bu-
lunmuştur (Şekil 4.7.).  
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Şekil 4.7. NOx değerleri 
A.  L-NAME (30 mg/kg; i.v) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
B.  Kapsaisin (125 mg/kg;s.c.) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
C.  Bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
 
### p<0,001 Sham grubu ile karşılaştırma 
+ p<0,05 SF grubu ile karşılaştırma 
* p<0,05, ** p<0,01 OXA grubu ile karşılaştırma    
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4.7. iNOS Protein Ekspresyonu 
 Sham grubunda 0,28 ±0,06 olarak belirlenen iNOS/β-aktin oranı SF grubunda 
önemli oranda artmıştır (0,78 ± 0,04) (p<0,05). OXA uygulaması iNOS protein eks-
presyonunda, SF grubuna göre önemli bir düşüşe neden olmuştur (0,29  ± 0,06) 
(p<0,05). L-NAME grubunda iNOS/ β-aktin oranının SF grubuna göre önemli dü-
zeyde azalmış olduğu tespit edilmiştir (0,30 ± 0,07 ve 0,28 ± 0,06) (p<0,05). L-
NAME ve OXA’nın birlikte uygulandığı grupta iNOS/ β-aktin oranı OXA ve L-
NAME grubundan farklı bulunmamıştır. Kapsaisin (0,55 ± 0,12) ve vagotomi (0,69 ± 
0,09) gruplarında SF grubuna göre, Kapsaisin+OXA (0,49 ± 0,06) ve L-
NAME+OXA (0,62 ± 0,10) gruplarında da OXA grubuna göre iNOS düzeylerinde 
önemli bir fark saptanmamıştır (Şekil 4.8.). 
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Şekil 4.8. iNOS protein ekspresyonu düzeyleri 
A.  L-NAME (30 mg/kg; i.v) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
B.  Kapsaisin (125 mg/kg;s.c.) uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
C.  Bilateral subdiyafragmatik vagotomi uygulanan gruplarla SF ve OXA gruplarının karşılaştırılması 
 
# p<0,05 Sham grubu ile karşılaştırma 
+ p<0,05 SF grubu ile karşılaştırma 

 
 

4.8. eNOS Protein Ekspresyonu 
 Sham grubunda 0,64 ± 0,03 olarak belirlenen eNOS/β-aktin oranı I/R uygu-
lamasıyla birlikte önemli oranda azalmıştır (0,25 ± 0,04) (p<0,05). I/R ile eşzamanlı 
olarak uygulanan OXA; eNOS protein ekspresyonunda istatistiksel olarak önemli bir 
artışa neden olmamıştır (0,47 ± 0,08). L-NAME (0,20 ± 0,05) ve L-NAME + OXA 
(0,21 ± 0,05) gruplarında ölçülen eNOS düzeyleri sırasıyla SF ve OXA gruplarından 
farklı bulunmamıştır (Şekil 4.9.). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Şekil 4.9. eNOS protein ekspresyonu düzeyleri 
# p<0,05 Sham grubu ile karşılaştırma 
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TARTIŞMA 
 
 Mide mukozasında I/R hasarına karşı, OXA’nın koruyucu etki mekanizmasını 
konu alan çalışmamızda, NO, kapsaisine duyarlı duysal sinirler ve N. vagus’un rolü 
araştırılmıştır. Yapılan ön çalışmada infüzyon yoluyla verilen farklı dozlarda 
OXA’nın, midedeki mukoza hasarını önleyici etkin dozunun 500 pmol/kg/dk olduğu 
saptanmıştır. OXA’nın, I/R hasarına karşı mide mukozasını koruduğu gösterilmiş 
olup, NO sentezinin engellenmesi, kapsaisin ile duysal sinirlerin denervasyonu ve 
bilateral subdiyafragmatik vagotomi yapılması durumunda bu koruyucu etkinin orta-
dan kalktığı gösterilmiştir. OXA’nın mukozal kan akımını ve CGRP salınımını artı-
rarak, nötrofil infiltrasyonunu baskılayarak, bunun yanı sıra iNOS ekspresyonunu 
azaltıp, eNOS ekspresyonunu artırarak mide mukozasını I/R hasarına karşı korumuş 
olabileceği düşünülmüştür.  
 
 I/R hasarı mikrovasküler fonksiyon bozukluğu, nötrofil aktivasyonu ve 
ROS’ların aşırı miktarda yapımı ile ortaya çıkan akut mide lezyonları için iyi bilinen 
bir modeldir [13, 192, 193]. Yapılan çalışmalarda kısa süreli iskemi periyodlarının 
bile, inflamasyon sürecine ait çeşitli mediatörlerin salınımına ve lökosit aktivasyonu-
na neden olduğu gösterilmiştir. Çöliak arterin klemplenmesi ile oluşturulan iskemi, 
mide mukozal bariyerini zayıflatıp, mukozadan asit geri emilimini artırarak mukoza-
yı daha kolay tahrip edilebilir duruma getirmektedir. Reperfüzyon sonucu dokunun 
yeniden kanlanması ile oluşan ROS ve nötrofil aktivasyonu, lipid peroksidasyonunu 
artırarak mide asidinin zararlı etkisi ile birlikte hücre ölümüne ve mukozal hasara 
neden olmaktadır. Reperfüzyonun başlangıcında yüzeysel kanama şeklinde oluşan 
lezyonlar, dokuda nötrofil birikimi ile birlikte ülserleşmiş lezyonlar haline dönüş-
mektedir [183, 194, 195].  
 
 Kolesistokinin, gastrin, leptin ve ghrelin gibi iştah peptidlerinin mide mukoza 
bariyerini güçlendirerek ülser oluşumunu engelledikleri, aynı zamanda ülser iyileş-
mesinde önemli roller üstlendikleri önceki çalışmalarda gösterilmiştir [133, 192, 196-
199]. Bu çalışmada, ekzojen OXA’nın I/R ile oluşan mide lezyonlarına karşı koruma 
sağladığı gösterilmiş olup, bu bulgu daha önceki çalışmamızı [95] desteklemektedir. 
OXA’nın mide korunmasında önemli rolü olduğuna ilişkin bulgularımız, sindirim 
sistemindeki sinir ve endokrin hücrelerin OXA immunoreaktivitesi gösterdiğine iliş-
kin mevcut kanıtlarla da uyum içerisindedir [3, 4]. 
 
 Bulgularımıza göre midede I/R hasarına karşı OXA’nın koruyucu etkisinin 
önemli bir bileşeninin mukozal kanlanma artışı olduğu söylenebilir. Vazodilatör etki-
leri nedeni ile kanlanmayı artırdıkları bilinen NO’nun ve CGRP’nin yapımının ve 
salınımının inhibe edilmesi, aynı zamanda vagotomiye bağlı olarak OXA’nın mide 
mukozasını koruyucu etkisinin ortadan kalkmış olması bu görüşümüzü desteklemek-
tedir. OXA’nın IR’nin neden olduğu kan akımı azalışını önlemesi ve mide kanlan-
masını artırarak sağladığı koruma diğer iştah peptidleri ile yapılan çalışmalarla 
uyumludur [192, 193].  
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 Mide mukozasının zararlı etkilere karşı korunma mekanizmasında kanlanma 
önemli yer tutmaktadır. Mukozal mikrodolaşım, oksijen ve besinlerin hücrelere 
ulaşması, aynı zamanda toksik maddelerin ortamdan uzaklaştırılması için gereklidir 
[122]. Mide mukozasının irritan maddelerle karşılaşması veya asit geri emilimi ol-
ması halinde mukozal kan akımı hızlı bir şekilde artar [130]. Kan akımının artışı, geri 
emilen asitin veya zararlı ajanların dilüsyonu veya tamamen uzaklaştırılmasını sağ-
lar. Bu cevap mukozal savunma için gereklidir. Kan akımının mekanik olarak kısıt-
lanması ile, gerekli durumlarda kan akımı artışının sağlanamaması nekroza yol açar 
[130, 131]. Mide mukozasında zararlı etkenlerin varlığına bağlı olarak hiperemik 
yanıtın oluşumunda duysal sinirlerin rol aldığı gösterilmiştir [14, 16]. 
 
 Yapılan çalışmalarda akut mide hasarına karşı mide mukozasının korunma 
mekanizmasında kapsaisin’e duyarlı duysal sinirlerin aktivasyonu sonucu salgılanan 
CGRP’nin vazodilatör etkisinin önemli olduğu gösterilmiştir [17, 133]. Midedeki 
duysal nöronlara ait çalışmalarda kapsaisin’in etkisinin doza bağlı olarak değişebile-
ceği ortaya konmuştur. Kapsaisin’in düşük dozda uygulandığı zaman, nöronlar üze-
rine stimülan etki gösterdiği, mide mukozasını pilor ligasyonu, etanol veya aspirin 
gibi ülserojenler tarafından oluşturulan lezyonlara karşı koruduğu gösterilmiştir [200, 
201]. Bu etki mide mukozasında kapsaisin’e duyarlı duysal sinirlerden salınan CGRP 
gibi vazodilatör peptidlerin artışına bağlanmıştır [190, 200]. Diğer taraftan bizim de 
çalışmamızda kullandığımız 125 mg/kg’lık yüksek doz kapsaisin’in uygulanması 
halinde duysal sinirlerin fonksiyonel denervasyonu sağlanmış ve lezyonların daha da 
arttığı gözlenmiştir [202, 203]. Duysal sinirlerden CGRP salınması, kan akımını ve 
ülser iyileşmesini arttırıcı etkisi nedeniyle mukozal bütünlüğün sağlanmasında önem-
lidir. Bu sinirlerin fonksiyonel denervasyonu, CGRP miktarında ve buna bağlı olarak 
PGE2 ve NO miktarındaki azalma ile birlikte ülserojenler ile oluşturulan mide lez-
yonlarında artışa neden olur [202, 203]. Çalışmamızda da bu çalışmaları destekler 
nitelikte, kapsaisin ile duysal sinirlerin denerve edilmesi durumunda OXA’nın kan 
akımını artırıcı etkisi istatistiksel olarak anlamlı çıkmamış olsa da %30 oranında 
azalmıştır ve bu azalışın kapsaisin ile denervasyon sonucu OXA’nın mide lezyonla-
rını azaltıcı etkisinin bozulmuş olmasına eşlik ettiği görülmüştür. Midede akut 
mukozal tahribata cevap olarak salgılanan CGRP, NOS aktivasyonu yaparak NO 
salınımını artırmaktadır. NO vazodilatör etkisi nedeniyle mukozal kanlanmayı artıra-
rak mukozal bariyeri güçlendirmektedir. Çalışmamızda da gösterdiğimiz gibi NOS 
inhibitörü kullanarak NO yapımının baskılanması, mukozal kanlanmayı azaltmakta 
ve lezyon indeksini artırmaktadır. Bulgularımız OXA’nın mide koruyucu etkisinde 
vagal yolağın da önemli olduğunu göstermiştir. N. vagus’un bütünlüğünün bozulması 
durumunda OXA’nın kan akımını artırıcı ve mukozayı koruyucu etkisinin ortadan 
kalktığı tespit edilmiştir.  
 
 Midede I/R hasarı mikrovasküler fonksiyon bozukluğunun yanı sıra, nötrofil 
aktivasyonu ve ROS’ların aşırı yapımının bir sonucudur. I/R hasarına yol açan 
ROS’ların esas kaynağı polimorfonükleer lökositlerdir. MPO nötrofillerin azurofilik 
granüllerinde bulunan hem içeren bir enzimdir ve bu enzimin aktivitesi dokudaki 
nötrofil infiltrasyonunun bir göstergesidir. Damar endotel hücrelerine lökositlerin 
yapışması, etanol, aspirin, hemorajik şok, iskemi-reperfüzyon gibi çok sayıda etkenle 
ortaya çıkan akut mide lezyonlarının patogenezinde önemli yer tutmaktadır [204]. 
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Lökositler mikrodamarları tıkayarak mide kan akımını azaltırlar, aynı zamanda 
lökotrienler, trombosit aktive edici faktör gibi mediatörleri salgılayarak mide muko-
zasının tahribatına neden olurlar [201]. Daha önceki çalışmamızda da gösterdiğimiz 
gibi OXA, I/R ile artan MPO aktivitesini belirgin şekilde azaltmaktadır [95]. 
OXA’nın bu etkisi NO yapımı inhibe edilerek, duysal sinirlere denervasyon yapıla-
rak veya subdiyafragmatik vagotomi ile ortadan kaldırılmıştır. OXA’nın nötrofil 
infiltrasyonunu engelleyici etkisinin NO, CGRP ve N. vagus aracılı olduğunu göste-
ren bulgularımız, NO ve duysal sinir uçlarından salınan CGRP’nin nötrofil aktivas-
yonunu baskıladığını gösteren çalışmalarla uyum içindedir [205]. Ancak N. vagus’un 
mide dokusunda nötrofil infiltrasyonuna etkisi ile ilgili herhangi bir çalışmaya rast-
lanmamıştır. Vagotomi, I/R uygulanan sıçanların mide mukozasında OXA’nın etkisi 
ile gözlenen MPO aktivitesindeki düşüşü engelleyerek kontrol düzeyinde kalmasına 
neden olmuştur. N. vagus sindirim siteminin ekstrinsik innervasyonunun önemli bir 
parçasıdır. Farklı tiplerde efferent ve afferent lifler (kolinerjik, katekolaminerjik, 
non-adrenerjik-non-kolinerjik) içeren sinirin, sindirim sistemine etkisi çok karmaşık-
tır. Yapılan çalışmalarda sindirim sisteminin zararlı etkenlere karşı direnç göstere-
bilmesi ve mukozanın korunabilmesi için N. vagus’un fonksiyonu gereklidir [206]. 
N. vagus’un mide mukozasına koruyucu etkisinde mukozal kan akımına yaptığı kat-
kının yanı sıra, nötrofil infiltrasyonunu engellemesi de önemli rol oynayabilir. Mide-
ye olan merkezi parasempatik akışın periferal OXA tarafından artırılabileceği ve bu 
peptidin periferik uygulamasının neden olabileceği mide korumasında vagal efferent 
sinirlerin de katkısının olabileceği ihtimali göz ardı edilmemelidir. OXA’nın mide 
asit sekresyonu üzerine stimülatör etkisi için vagal yolağa gereksinim duyduğu, çün-
kü vagotominin, merkezi olarak uygulanan OXA tarafından indüklenen mide asit 
sekresyonundaki artışı inhibe ettiği ileri sürülmektedir [8]. Ayrıca Kobashi ve ark. 
[93], vagotominin sıçanlarda OXA’nın indüklediği fazik kontraksiyonu ve proksimal 
mide gevşemesini zayıflattığını göstermişlerdir. Bizim çalışmamızda da vagotomi, 
OXA’nın mide mukozasını koruyucu etkisini zayıflatmış ve bu zayıflamaya eşlik 
ettiği görülen mide kan akımı artışı da intakt N. vagus’un OXA’nın neden olduğu 
koruma ve hiperemide önemli bir rolünün olduğunu göstermiştir. Dolayısıyla I/R ile 
oluşturulan hasara karşı OXA’nın koruyucu etkisinin en azından kısmen de olsa be-
yin-bağırsak ekseninin ve vagal kolinerjik yolakların stimülasyonunun, afferent duy-
sal sinirlerden salınan endojen CGRP’nin koruyucu etkisine katkıda bulunduklarını 
söylemek mümkündür. 
  
 Mide mukozası ve submukozal damarlar primer afferent duysal sinirler ile 
innerve edilmiştir. Yüzey epitel hücrelerinin yakınında sonlanan bu sinir liflerinin 
uçları lümen içeriğine ve asite duyarlı kanallar aracılığı ile mukozaya geri dönen 
asite duyarlıdır. Midedeki duysal sinirlerin stimülasyonu büyük submukozal damar-
ların yakınında veya duvarında sonlanan sinir uçlarından CGRP, SP gibi 
nörotransmitterlerin salınımına neden olur [16]. Duysal liflerin aktivasyonu sonucu 
salınan CGRP, submukozal arteriollerin tonusunu etkileyerek mukozal kan akımını 
artırır [14].  
 
 Çalışmamızdan elde ettiğimiz bulgulara göre, OXA’nın mide mukozasını 
koruyucu etkisinin, duysal sinir aktivasyonuna da bağlı olabileceği ortaya çıkmakta-
dır. I/R sonucu %60,35 oranında azalmış olan mide mukozasındaki CGRP miktarı, 
OXA infüzyonu ile sham grubuna göre daha yüksek bir değere ulaşmıştır. Bulgula-
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rımız OXA’nın bu etkisinin NO aracılı olabileceğini göstermektedir. NOS inhibitörü 
olan L-NAME uygulaması ile NO sentezinin baskılanması durumunda OXA’nın 
CGRP salınımını artırıcı etkisi bozulmuştur. Bu bulgumuz, NO sentaz inhibitörleri-
nin hem kapsaisin’e hem de CGRP’ye olan gastrik hiperemik reaksiyonu azalttığını 
gösteren çalışmalarla uyumludur [20, 207]. NO’nun CGRP salınımını artırıcı etkisi 
bilinmemektedir. Ancak Jenkins ve ark. [208] PGE2’nin trigeminal nöron kültürle-
rinde EP2 ve EP4 reseptörlerine bağlanarak CGRP salınımını arttırdığını göstermiş-
lerdir. NO, COX-1 enziminin aktivitesini artırarak PG sentezini artırmaktadır [190]. 
Buna göre OXA etkisi ile oluşan NO’nun PGE2 sentezini, PGE2’nin de CGRP 
salınımını arttırdığı düşünülebilir. Vagotomi de NO sentezinin baskılanmasına ben-
zer şekilde mide dokusundaki CGRP miktarını azaltmıştır. Afferent sinir liflerinin 
midede mukozal savunmayı güçlendirici etkisinin vagal efferentler tarafından 
stimüle edildiği bilinmektedir. TRH’ın intrasisternal uygulanması ile vagus sinirin-
deki kolinerjik efferent liflerin aktivasyonu sonucu kapsaisin’e duyarlı afferent nö-
ronlardan CGRP salınımı olması, N. vagus’un mide mukozasını koruyucu etki me-
kanizmasında duysal sinirlerin de rol aldığını göstermektedir [14, 162, 209].  
 
 Duysal nöronların mide mukozası üzerine regülatör etkilerinin CGRP’nin 
yanı sıra NO aracılığıyla olduğu bilinmektedir [14]. NO, NOS enzimi tarafından 
elektron oksidasyon reaksiyonu ile L-arjininden sentezlenen küçük biyoaktif bir mo-
leküldür. NOS izoformlarından, nNOS ve eNOS Ca++’a bağlı yapısal formlar olup 
(cNOS), doku homeostasisinden sorumludur. Ca++’a bağlı olmayan indüklenebilir 
NOS formu ise iNOS’tur [168, 170]. 
 
 Yapısal NOS’lar normal koşullarda dokularda az miktarda (pmol/L) NO 
yapmakla görevlidir. Sindirim sisteminde nNOS ie oluşan NO’nun ana rolü düz kas-
ların gevşemesinin kontrolüdür. eNOS, trombositler ve endotel hücrelerinde bulun-
maktadır. eNOS mide mukozal kan akımı, epitel sekresyonu, bariyer fonksiyonunu 
düzenleyerek sindirim sistemi mukozasının bütünlüğünün korunmasında rol oynar. 
Aynı zamanda, eNOS kökenli NO, lökosit, trombosit ve mast hücre adezyonunun 
inhibisyonundan sorumludur [170].  
 
 eNOS ve nNOS aktivasyonu Ca ve CaM konsantrasyonundaki artışa bağlıdır.  
Özellikle eNOS, protein kinaz Akt ile fosfotazları ve kinazları regüle eder. Diğer 
taraftan iNOS aktivitesi, transkripsiyonel düzeyde regüle edilir. iNOS izoformunun 
ekspresyonu, sitokinler gibi stimulan faktörlerle oluşur ve iNOS aracılı NO yapımı 
nmol/L düzeyindedir. iNOS izoformu endotel hücreleri, düz kas hücreleri, nötrofiller 
ve makrofajlarda bulunmaktadır. iNOS sindirim sistemini etkileyen patolojik olay-
larda (özellikle I/R gibi inflamatuar süreçlerde) büyük miktarda NO yapımına neden 
olur [210, 211]. 
 
 Mide mukozasındaki nitrit/nitrat konsantrasyonu (NOx), mide mukozasındaki 
iNOS ve/veya cNOS’a bağlı NO yapımının bir göstergesi olarak düşünülebilir. Çün-
kü dokuda NOS etkisi ile yapılan NO hızla nitrit ve nitrata parçalanır. Dokuda NOS 
aktivitesinin inhibisyonu ise nitrit ve nitrat miktarını azaltır [212, 213].  
 
 Çalışmamızda I/R uygulanan sıçanlarda OXA infüzyonu ile mukozal kan 
akımı artışı, CGRP düzeyinin artışı, nötrofil infiltrasyonunun azaldığını gösteren 
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parametreleri destekler nitelikte mide dokusunda NO yapımının %44,18 oranında 
arttığı gözlenmiş, ancak bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Beklen-
timize uygun olarak L-NAME kullanımı I/R uygulanan sıçanların mide dokusunda 
NO yapımını azaltmış, aynı zamanda infüze edilen OXA’nın NO yapımı üzerine olan 
etkisini önlemiştir. Daha önce yapılan çalışmalara paralel şekilde, duysal sinirlerin 
kapsaisin ile denervasyonu da NO yapımında azalmaya neden olmuştur [197]. CGRP 
reseptörlerinin mide arteriyollerinin endotel hücreleri üzerindeki lokalizasyonu, 
CGRP’nin NO sentezini stimüle etmek için primer olarak endotel hücreleri üzerine 
etki ettiğini göstermektedir [20, 207].  Kapsaisin OXA’nın NO yapımını arttırıcı et-
kisini de azaltmıştır. Buna karşın vagotomi NOS aktivasyonu ve NO yapımını etki-
lememiştir. 
 
 Mideye uygulanan I/R, daha önce yapılan çalışmaların bulgularına paralel 
olarak [194, 214] iNOS ekspresyonunu belirgin şekilde artırmış, eNOS ekspresyo-
nunda ise azalmaya neden olmuştur. Bu bulgu, eNOS ile sınırlı düzeyde yapılan 
NO’nun I/R hasarına karşı koruyucu olduğu, I/R sırasında artmış olan iNOS tarafın-
dan fazla miktarda yapılan NO’nun mukozada lezyon oluşumunu artırıcı etkiye sahip 
olduğu fikrini vermektedir. Ohta ve ark. [213] iNOS’un spesifik inhibitörü olan 
aminoguanidin ile mukozal lezyon oluşumunun önlendiğini göstermişler, iNOS akti-
vitesi ile NOx arasında pozitif korelasyon tespit etmişlerdir. Ohta ve ark. ve diğer 
araştırmacılar, iNOS aracılığıyla yapılan NO’nun lipid peroksidasyonu ve protein 
olmayan sülfidril oksidasyonuna neden olduğunu ileri sürmektedirler [213, 215-218]. 
Dokuda oluşan NO ve O2

. radikallerinin oluşturduğu ONOO-, lipid peroksidasyonu 
ve diğer moleküllerin oksidasyonu ile lezyon oluşumuna neden olmaktadır [217, 
219]. Dokuda oluşan az miktarda NO tek başına düşünüldüğü zaman vazodilatör, 
endotele nötrofil yapışmasını engelleyici etkisi nedeni ile koruyucudur. NO’nun 
süperoksit radikali ile birleşmesi sonucu oluşan ONOO-’in, lipid peroksidasyonu 
nedeniyle mide mukozası üzerine olan zararlı etkileri gösterilmiştir [170].  
 
 Her iki bulguyu birlikte değerlendirdiğimizde, I/R sonrası mide dokusunda 
tespit ettiğimiz yüksek NO konsantrasyonunun iNOS ekspresyonuna bağlı olduğu 
ortaya çıkmaktadır. OXA infüzyonu, I/R uygulanan mide dokusunda iNOS ekspres-
yonunun artışını engellemiş, istatistiksel olarak anlamlı olmasa da eNOS ekspresyo-
nunda artışa neden olmuştur. OXA grubunun mide dokusundaki NO miktarında göz-
lenen %44,18’lik artışa paralel şekilde eNOS ekspresyonu da %88 oranında artmıştır. 
OXA’nın mide mukozasındaki koruyucu etkisine muhtemelen eNOS tarafından yapı-
lan NO’nun aracılık ettiği düşünülmektedir. L-NAME uygulaması, iNOS ve eNOS 
ekspresyonunu baskılamıştır. OXA ile birlikte L-NAME verilmesi, OXA ile birlikte 
duysal sinirlerin denervasyonu veya OXA ile birlikte vagotomi uygulaması mide 
dokusunun iNOS ve eNOS ekspresyonunda bir değişikliğe neden olmamıştır. 
 
 Sonuç olarak bu çalışmada; OXA’nın mide mukozasındaki I/R hasarına karşı 
koruyucu etkisi ve bu etki mekanizmasında kapsaisin’e duyarlı duysal afferent sinir-
lerin ve NOS-NO sisteminin rolü olduğu gösterilmiştir.
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SONUÇLAR 
 
 

1. 500 pmol/kg/dk dozda uygulanan OXA’nın I/R ile oluşan mide hasarına karşı 

mide mukozasını koruduğu, kan akımında belirgin bir artış sağladığı, mide 

mukozasındaki lezyon alanlarını ve mukozaya nötrofil infiltrasyonunu azalt-

tığı gösterilmiştir. 

 

2. OXA infüzyonunun L-NAME, kapsaisin ve vagotomi ile beraber uygulanma-

sı OXA’nın koruyucu etkisini ortadan kaldırmıştır. Bu ajanların uygulandığı 

gruplarda lezyon indeksi ve MPO aktivitesinin sadece OXA uygulanan gruba 

göre yüksek olduğu ve mukoza kan akımı değerlerinin de önemli ölçüde 

azaldığı gözlenmiştir. Bu bulgular OXA’nın koruyucu etkisinde NO’nun ve 

duysal sinirlerin rol oynadığını göstermektedir. 

 

3. Duysal nöronların regülatör etkilerinin CGRP ve NO aracılığı ile olduğu bi-

linmektedir. NO ve duysal sinir uçlarından salınan CGRP miktarlarının OXA 

uygulamasıyla birlikte arttığı gözlenmiştir. Dolayısıyla NO ve CGRP’nin 

OXA infüzyonu ile birlikte gözlenen kan akımı artışı ve nötrofil 

infiltrasyonunun azalmasına aracılık ettikleri düşünülmüştür. 

 

4. I/R uygulaması inflamasyon ve hasar oluşumuyla ilişkili olduğu bilinen iNOS 

ekspresyonunda artışa, mukozal damarların dilatasyonunda önemli role sahip 

olan eNOS ekspresyonunda ise azalmaya neden olmuştur. OXA infüzyonu 

iNOS ekspresyonunu belirgin şekilde azaltmış, fakat eNOS ekspresyonunda 

önemli bir değişikliğe neden olmamıştır. 
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PROSTAGLANDINS, CAPSAICIN-SENSITIVE SENSORY NERVES 
AND NEUTROPHIL INFILTRATION, BUT NOT NITRIC OXIDE, 

CONTRIBUTE TO COLD RESTRAINT STRESS-INDUCED 
GASTRIC ADAPTATION IN RATS
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SUMMARY

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

2. Wistar rats were exposed to single or repeated cold
restraint stress for 3.5 h every other day for up to 4 days. Prior
to repeated stress, rats were pretreated with N G-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME; 10 mg/kg, s.c.), indomethacin (10 mg/kg,
s.c.) or capsaicin (125 mg/kg, s.c.). The extent of gastric mucosal
lesions was evaluated histologically and myeloproxidase (MPO)
activity, PGE2, NO and calcitonin gene-related peptide (CGRP)
levels were measured in gastric tissue.

3. Cold restraint stress produced haemorrhagic lesions and
reduced PGE2 and CGRP levels in the stomach, with an increase
in MPO activity and NO levels. Repeated stress insults reduced
stress-induced gastric damage, NO production and MPO activ-
ity, with an increase in PGE2 and CGRP levels compared with
rats exposed to single cold restraint stress. Adaptation to cold
restraint stress was prevented by indomethacin and capsaicin
pretreatment, but not by L-NAME.

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

Key words: calcitonin gene-related peptide, capsaicin, cold
restraint stress, gastric adaptation, nitric oxide, prostaglandin E2.

INTRODUCTION

Gastric adaptation is a special feature of the stomach to resist the
damage caused by repeated exposure to strong mucosal irritants.
Gastric adaptation was originally observed in rats exposed to non-
steroidal anti-inflammatory drugs,1 but has also been observed in
stomachs exposed to topical irritants including 70% ethanol,2

0.2 mol/L NaOH,3 hypertonic NaCl4 and stress.5

It is well known that stress produces acute haemorrhagic lesions
in the gastric mucosa of experimental animals.6–8 Cold restraint
stress is a commonly used and clinically relevant experimental
model for acute gastric damage.7,9 A sudden reduction of blood
flow to the gastric mucosa and increased free radical formation
due to leucocyte activation play fundamental roles the formation of
ulcers.9,10 Repeated stress insults have been found to increase
the tolerance of the gastric mucosa to stress ulcerogenesis and to
attenuate the formation of acute gastric lesions.11–13

The release of vasoactive mediators is crucial for the gastric
mucosa to resist the continual onslaught of agressive factors.
Previous findings have suggested that there are interactions between
vasodilator mediators, including prostaglandins (PG) that can
regulate gastric mucosal microcirculation and integrity and the highly
labile humoral vasodilator substance nitric oxide (NO).14,15 However,
the sensory nerves play an important role in gastroprotection against
harmful effects, probably via release of sensory neuropeptides, such
as calcitonin gene-related peptide (CGRP), which mediates vascular
relaxation.16

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

METHODS

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

General procedures

Animals were divided into control (n = 12) and experimental (n = 52) groups.
The experimental group was divided into five groups, consisting of one group
receiving a single exposure to cold restraint stress and four groups receiving
multiple exposures (n = 10 in each group; Table 1) to repeated cold restraint
stress for 4 consecutive days. The single exposure group was put into
individual loose-fitting tubular restraint cages made of wire mesh and were kept
there for 3.5 h at 4∞C.17 The multiple exposure groups were treated similarly
except that after the stress period animals were removed from the cages,
placed at room temperature and rechallenged with cold restraint stress for
3.5 h the next morning.18 Animals were killed after 4 consecutive days. The
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multiple exposure groups were pretreated with either saline (0.5 mL/100 g,
s.c.), indomethacin (10 mg/kg, s.c.), NG-nitro-l-arginine methyl ester
(l-NAME; 10 mg/kg, s.c.) or capsaicin (125 mg/kg, s.c.) 0.5 h before
each of the four exposures to cold restraint stress.19 Indomethacin was used
a non-selective cyclo-oxygenase (COX) inhibitor and l-NAME was used
as a non-selective NO synthase (NOS) inhibitor.

Denervation of primary sensory nerves by capsaicin

Ablation of capsaicin-sensitive afferent neurons was accomplished by high-
dose capsaicin administration, as described previously.20,21 Rats received a
total dose of 125 mg/kg capsaicin administered in divided over 3 days with
25 mg/kg on the 1st day, 50 mg/kg on the 2nd day and 50 mg/kg on the 3rd
day. All injections of capsaicin or its vehicle (see below) were performed
with the rats under light ether anaesthesia. After 10 days, both capsaicin-
and vehicle-treated rats were used for the study of gastric adaptation to 3.5 h
cold restraint stress and underwent the same schedule of repeated stress
insults. One day before the first exposure to cold restraint stress, the effective-
ness of capsaicin treatment was checked by instilling a drop of 0.001%
capsaicin in saline into one eye of each rat that were then observed for any
protective wiping movements. Those capsaicin-treated rats that showed any
wiping movement were excluded from the study.

Preparation of drugs

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

Measurement of gastric lesions

At the end of the experimental period, the animals were anaesthetized by
ether and exsanguinated via the abdominal aorta. Their stomachs were
removed, opened by an incision along the greater curvature and pinned onto
a platform. Lesion areas were examined with a ruler under a stereoscopic
microscope (Stemi SV 11; Zeiss, Jena, Germany; ¥20) and the total area of
haemorrhagic erosions was determined to be the lesion index (in mm2), as
described previously.22

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

nitrite/nitrate (NOx) and PGE2 determination. Each piece contained all
anatomical parts of the stomach assigned to each measurement protocol.

Measurement of gastric MPO activity

Leucocyte infiltration in the gastric mucosa was assessed by determining
gastric MPO activity using a modification of the method described by Krawisz
et al.23 Briefly, stomach segments were weighed and suspended in 5 mL of
50 mmol/L phosphate buffer (pH 6.0) containing 1% hexadecyltrimethylam-
monium bromide. Samples were then homogenized and the homogenate was
sonicated and stored in a deep freezer at -80∞C until the assay. Samples were
centrifuged at 4500 g for 30 min at 4∞C. Aliquots (0.1 mL) of supernatant
to be measured were then mixed with 0.55 mL reaction buffer (50 mmol/L
phosphate, pH 6.0, containing 0.0005% hydrogen peroxide and 1.25 mg/mL
o-dianisidine dihydrochloride). The change in absorbance at 460 nm over a
6.5 min period was measured in a spectrophotometer (UV 1600; Shimadzu,
Kyoto, Japan). One unit (U) of MPO activity was defined as the amount of
enzyme causing a change in absorbance of 0.001/min. Results are expressed
as U/g protein.

Determination of gastric PGE2 levels

The gastric PGE2 assay was performed according to the methods described
by Cockrell and Ellis.24 The PGE2 content of the gastric mucosa was meas-
ured using a Varian HPLC (model 5000; Varian Instrument Group, Walnut
Creek, CA, USA). The mucosa of gastric segments was scraped rapidly
with a glass slide. Mucosal scrapings were weighed and placed in a Kreb’s
solution containing 128 mmol/L NaCl, 4.7 mmol/L KCl, 3.3 mmol/L CaCl2,
1.2 mmol/L KH2PO4, 14.3 mmol/L NaHCO3, 11.1 mmol/L glucose and
28 mmol/L indomethacin (to prevent any neo-formation of PG during the
extraction process). The tissue sample was then homogenized with a tissue
homogenizer (TRI-R, STIR-R, model K43; TRI-R Instruments, New York,
NY, USA) for 20 s under ice-cold conditions, followed by centrifugation
at 15 000 g for 20 min at 4∞C. The supernatant was stored at -20∞C until
the assay.25 A sample (2 mL) from each supernatant was added to 2 mL
chloroform. After being vortexed for 1 min, the extracts were evaporated
under azot and dissolved in 1 mL mobile phase composed of
water : acetonitril : benzene : acetic acid (767 : 230 : 2 : 1, v/v/v/v) and
loaded onto a reverse-phase column (SP C18; 150 ¥ 4 mm; 3 mm particle
size; Varian Instrument Group, Walnut Creek, CA, USA) with a mobile
phase flow rate of 1 mL/min. Eluted mucosal extracts were detected by UV
absorbance at 280 nm at 28∞C. Quantitative integration of chromatographic
separations was performed using a Varian integrator (model 4290; Varian
Instrument Group) and PGE2 standard as a reference.

Measurement of NOx in gastric tissue

Stomach segments were weighed and suspended in 2 mL of 0.1 mol/L phos-
phate buffer (pH 7.4). Samples were then homogenized for 20 s under ice-
cold conditions. After deproteinization and centrifugation (5000 g, 10 min),
nitrite was measured by a colourimetric assay using the Griess method.26

Equal volumes of Griess reagents (1% sulphanilamide in 5% phosphoric acid
and 0.1% naphthyl ethylenediamine dihidrochloride) were mixed and incub-
ated with the samples for 10 min at room temperature and absorbance was
measured at 540 nm. An aliquot of sodium nitrite solution (5 mmol/L) was
used as a standard, in accordance with the detectable biological concentra-
tion. Nitrate levels were measured by an enzymatic one-step methodology
based on the reduction of nitrate to nitrite by nitrate reductase from Aspergil-
lus in the presence of b-NADPH.27 A 100 mL aliquot of the sample was incu-
bated with 250 mL potassium phosphate buffer (100 mmol/L pH 7.5), 50 mL
distilled water, 50 mL flavin adenine dinucleotide (FAD; 0.2 mmol/L) and
10 mL b-NADPH (12 mmol/L). Tubes were equilibrated to 25∞C the enzy-
matic reaction was started by the addition of 40 mL nitrate reductase (500 U/L).
The reaction was allowed to develop in the dark because of the photolabil-
ity of FAD. After 45 min precisely, absorbance was recorded at 340 nm
and the nitrate concentration in the sample was calculated as described
previously.27 Nitrite + nitrate (NOx) levels are expressed as mmol/g tissue.

Table 1 Experimental groups

Group n

Control 12
Experimental groups

Single exposure 12
Multiple exposure

Vehicle 10
Indomethacin (10 mg/kg, s.c.) 10
l-NAME (10 mg/kg, s.c.) 10
Capsaicin (125 mg/kg s.c.) 10

l-NAME, NG-nitro-l-arginine methyl ester.
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Determination of gastric CGRP levels

Gastric CGRP levels were determined by a modification of methods
described previously.21,28 Stomach segments were weighed and then homog-
enized in 1 mL of 2 mol/L acetic acid. The homogenates were bathed in 95∞C
water for 10 min and then centrifuged at 20 000 g for 45 min. Calcitonin
gene-related peptide was extracted from the supernatant by using reverse-
phase C18 columns (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) after diluting
the supernatant 1 : 4 with 4% acetic acid. Columns were activated by first
passing 5 mL methanol, 10 mL of 8 mol/L urea and then 10 mL bidistilled
water through the column before use. A 1 mL aliquot of the sample was
applied to the column, followed by washing with 10 mL of 4% acetic acid.
Calcitonin gene-related peptide was eluted with 3 mL methanol : water with

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

Statistics

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

RESULTS

Lesion Index

As shown in Fig. 2, the total area of the lesions was expressed a
morphological index of gastric injury. In contrast with the normal colour
and appearance of the gastric mucosa of control rats, exposure of
rats to 3.5 h cold restraint stress caused numerous haemorrhagic
lesions in the stomach, the lesion score being 5.30 ± 0.99 mm2.
Repeated stress for 4 days significantly reduced the lesion area to
1.06 ± 0.13 mm2. The effect of repeated stress was significantly
reversed when animals were pretreated with indomethacin
(5.26 ± 0.68 mm2) or capsaicin (3.34 ± 0.30 mm2). The administra-
tion of l-NAME did not prevent the adaptation of the gastric mucosa
to repeated stress (1.87 ± 0.46 mm2).

Gastric MPO Activity

Myeloperoxidase activity in the gastric mucosa, an index of tissue
neutrophil infiltration, was significantly higher in the single exposure

Fig. 1 Comparisons of vehicle-
treated groups treated with saline,
saline + Tween 80 or saline + Tween
80 + ethanol in terms of (a) lesion index,
(b) myeloperoxidase (MPO) activity and
(c) prostaglandin (PG) E2 and (d) NOx

levels. Data are the mean±SEM.

Fig. 2 Lesion areas of the gastric mucosa. Gastric mucosal injury was
induced by 3.5 h cold restraint stress in a single exposure group and repeated
for 4 days in the multiple exposure groups. Indomethacin (10 mg/kg, s.c.)
or NG-nitro-l-arginine methyl ester (l-NAME; 10 mg/kg, s.c.) was
administered 0.5 h before each of the four exposures to cold restraint stress.
Functional denervation of capsaicin-sensitive sensory nerves was induced by
s.c. injection of capsaicin once daily for 3 consecutive days (total dose
125 mg/kg) 10 days before the experiment. Data are the mean±SEM.
*P < 0.001 compared with control; †P < 0.001 compared with single
exposure; ‡P < 0.01, ‡‡P < 0.001 compared with vehicle.
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group compared with the control group (3.67 ± 0.34 and
0.63 ± 0.09 U/g protein, respectively). In the vehicle-treated mul-
tiple exposure group, MPO activity was reduced to 2.50 ± 0.09 U/g
protein. Pre-administration of indomethacin (3.73 ± 0.38 U/g
protein) and capsaicin (3.61 ± 0.36 U/g protein) suppressed the effect
of repeated stress on MPO activity, whereas the administration of
l-NAME had no effect (1.93 ± 0.13 U/g protein; Fig. 3).

Mucosal levels of PGE2

The PGE2 levels in the intact gastric mucosa were found to be
31.07 ± 1.84 pmol/L per g tissue but, when cold restraint stress
was applied once, PGE2 generation decreased significantly to
6.38 ± 1.07 pmol/L per g tissue weight. In the vehicle-treated
multiple exposure group, PGE2 levels increased significantly, reaching
13.60 ± 1.37 pmol/L per g tissue weight. Although PGE2 levels were
significantly reduced in the indomethacin- and l-NAME-pretreated

multiple exposure groups (1.23 ± 0.29 and 4.70 ± 0.50 pmol/L
per g tissue, respectively), the reduction in PGE2 levels in the
capsaicin-pretreated multiple exposure group was not significant
(9.03 ± 2.73 pmol/L per g tissue; Fig. 4).

Gastric tissue levels of NOx

The gastric tissue NOx levels of the control group were
319.96 ± 31.13 mmol/g tissue. Cold restraint stress increased NOx

levels within 3.5 h to 489.88 ± 35.99 mmol/g tissue. In the vehicle-
pretreated multiple exposure group, NOx levels were significantly
reduced and values reached those seen in the control group
(391.37 ± 40.48 mmol/g tissue). In the indomethacin-, l-NAME- and
capsaicin-pretreated multiple exposure groups, NOx levels were much
lower than those observed in the vehicle-treated multiple exposure
group (256.30 ± 32.80, 231.23 ± 27.45 and 281.35 ± 23.46 mmol/g
tissue, respectively; Fig. 5).

Fig. 3 Changes in gastric mucosal myeloperoxidase (MPO) activity in
single exposure and multiple exposure groups. Indomethacin (10 mg/kg, s.c.)
or NG-nitro-l-arginine methyl ester (l-NAME; 10 mg/kg, s.c.) was
administered 0.5 h before each of the four exposures to cold restraint stress.
Functional denervation of capsaicin-sensitive sensory nerves was induced by
s.c. injection of capsaicin once daily for 3 consecutive days (total dose
125 mg/kg) 10 days before the experiment. Data are the mean±SEM.
*P < 0.001 compared with control; †P < 0.01 compared with single
exposure; ‡P < 0.05, ‡‡P < 0.01 compared with vehicle.

Fig. 4 Changes in gastric mucosal levels of prostaglandin (PG) E2 in single
exposure and multiple exposure groups. Indomethacin (10 mg/kg, s.c.)
or NG-nitro-l-arginine methyl ester (l-NAME; 10 mg/kg, s.c.) was
administered 0.5 h before each of the four exposures to cold restraint stress.
Functional denervation of capsaicin-sensitive sensory nerves was induced by
s.c. injection of capsaicin once daily for 3 consecutive days (total dose
125 mg/kg) 10 days before the experiment. Data are the mean±SEM.
*P < 0.01 compared with control; †P < 0.01 from single exposure; ‡P < 0.01
compared with vehicle.

Fig. 5 Changes in gastric mucosal nitrite/nitrate (NOx) concentration in
single exposure and multiple exposure groups. Indomethacin (10 mg/kg, s.c.)
or NG-nitro-l-arginine methyl ester (l-NAME; 10 mg/kg, s.c.) was
administered 0.5 h before each of the four exposures to cold restraint stress.
Functional denervation of capsaicin-sensitive sensory nerves was induced by
s.c. injection of capsaicin once daily for 3 consecutive days (total dose
125 mg/kg) 10 days before the experiment. Data are the mean±SEM.
*P < 0.001 compared with control; †P < 0.05 compared with single
exposure; ‡P < 0.05, ‡‡P < 0.01 compared with vehicle.

 

Fig. 6 Changes in gastric mucosal levels of calcitonin gene-related peptide
(CGRP) in single exposure and multiple exposure groups. Indomethacin
(10 mg/kg, s.c.) or NG-nitro-l-arginine methyl ester (l-NAME; 10 mg/kg,
s.c.) was administered 0.5 h before each of the four exposures to cold restraint
stress. Functional denervation of capsaicin-sensitive sensory nerves was
induced by s.c. injection of capsaicin once daily for 3 consecutive days (total
dose 125 mg/kg) 10 days before the experiment. Data are the mean±SEM.
*P < 0.01 compared with control; †P < 0.05 compared with single exposure;
‡P < 0.01 compared with vehicle.
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Gastric tissue levels of CGRP

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

DISCUSSION

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

The major factors implicated in the pathogenesis of stress ulcera-
tions include an increase in aggressive factors, such as acid–pepsin
secretion and gastric motility, decreased blood flow to the mucosa,
activation of neutrophils and increased free radical generation,
resulting in increased lipid peroxidation.29,30

In a cold restraint stress model, gastric ulcer formation was associ-
ated with MPO activity.31,32 Because MPO is mainly produced by
neutrophils, MPO activity is considered an index of neutrophil infil-
tration.33 Because activated neutrophils produce many enzymes and
free radicals that damage the gastric mucosa, neutrophil infiltration
is considered as an aggressive factor in ulcer formation.31–33

Gastric mucosa exposed to a hostile environment is capable of
adapting to repeated exposures to various noxious agents.30 Gastric
adaptation that occures to repeated cold restraint stress has been stud-
ied little. Guth and Mendick34 observed that the incidence of gastric
mucosal ulceration in animals subjected to chronic restraint stress
was markedly reduced compared with a single exposure to stress. We
demonstrated that the severity of stress-induced gastric lesions decreased
with repeated stress and this gastric adaptation to stress is accompanied
by an increase in gastric PGE2 and CGRP levels and a decrease in gastric
MPO activity. It is known that PGE2 has an inhibitory effect on
neutrophil functions, including chemotaxis.35,36 We confirmed that
pretreatment with indomethacin to suppress the mucosal biosynthesis
of endogenous PG almost completely abolished the gastric adapta-
tion to repeated stress insults. Inhibition of PG synthesis prevented
the reduction in both lesion index and MPO activity in the gastric
mucosa during the development of adaptation. These data suggest that
endogenous PG are involved in the gastric adaptation to cold restraint
stress.

Previous studies confirmed that NO has a cytoprotective activity
in the gastric mucosa.37–39 However, the present data demonstrate that
increased gastric NOx concentrations were associated with increased
lesion index after a single stress insult compared with no insult; in
addition, the dose of l-NAME (10 mg/kg) used in the present study,
which caused 40% inhibition of NO synthesis, was not related to
gastric MPO activity. Previous studies have shown that, in water
immersion and restraint stress, increases in NO concentration are
accompanied with increases in inducible NOS (iNOS) activity and

decreases in constitutive NOS (cNOS) activity.15,40 Such findings
reflect two ideas: limited concentrations of NO produced by cNOS
have a protective effect against stress, whereas high concentrations
of NO produced by iNOS during stress augment lesion forma-
tion.15,40 It has been reported that infiltration of neutrophils into
gastric mucosal tissue largely contributes to gastric mucosal lesion
development in rats with stress.15,35,40

It has been indicated that NO exerts an inhibitory action on
neutrophil infiltration into tissues.15,40 In addition, in rats exposed to
water immersion and restraint stress, a decrease in cNOS activity in
gastric mucosal tissue could contribute to increased neutrophil infil-
tration into gastric mucosal tissue, resulting in the development of
gastric mucosal lesions.15,41 It has also been suggested that activated
neutrophils that have infiltrated the gastric mucosal tissues of
stressed rats could be one of the sources of increased iNOS in the
tissue.15,40,41 Consequently, we conclude that NO has no discernable
role in the gastroprotective mechanism of the adaptation process
against cold restraint stress.

The other finding of the present study is the observation that
deactivation of capsaicin-sensitive sensory neurons by systemic pre-
treatment with capsaicin partially abolished adaptation of the gastric
mucosa.16,30 Previous studies have demonstrated that capsaicin has
a dual action on the stomach. When administered orally in low doses,
capsaicin protects the mucosa against the formation of gastric
lesions. This action has been attributed to CGRP released from
capsaicin-sensitive sensory nerves in the gastric mucosa. Conversely,
systemic administration of large doses of capsaicin (125 mg/kg, s.c.)
cause functional ablation of afferent capsaicin-sensitive sensory
neurons.37 The release of CGRP from the capsaicin-sensitive sensory
nerves has also been implicated in the maintenance of mucosal
integrity, because functional ablation of these neurons results in a
decrease in immunoreactive CGRP in the mucosa and leads to an
aggravation of gastric lesions induced by various ulcerogens.16,37

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

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

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