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Histamin H3 Reseptorlerinin Rat Gastrik Fundusundaki Kasilma Yamtlar

Uzerine Etkisi
Askin Hekimoglu*, Ramazan Cigek*

OZET

Yapiulan calismada amacimiz histamin reseptorlerinin  mide diiz kas kasilmalart
iizerine olan etkilerini incelemek ve bu etkiler iizerinde histamin H3 reseptirlerinin
roliinii gozlemlemek. Bu amacla izole edilen rat mide fundus preparatlari izole organ
banyosun asiarak ortama histamin agonist ve antagonistleri ilave edildi ve doku
orneklerinin elektriksel alan stimiilasyonuna verdikleri kasilma yanitlart incelendi.
Calisma gruplarimizda histamin H1, H2, H3 reseptirlerinden birini bloke ettikten
sonra elektriksel stimiilasyona verilen kasilma yanitlarin ne yonde degisecegini
gozlemlemek amaciyla diger reseptorlerin biri veya her ikisi bloke edilerek kasima
yanitlarindaki degisiklikler izlendi. Histamin reseptiorlerini bloke etmek amaciyla H1
reseptor blokorii olarak pirilamin (1 0° m), H2 reseptor blokorii olarak famotidin (10
6.M) ve H3 vreseptor blokorii olarak tiyoperamid (10'5M) ve bunlarin cesitli
kombinasyonlari kullanildi. Tiim gruplara H3 reseptor agonisti (R)-a-metilhistaminl(
8107, 10° ve 10° molar derisimlerinin etkileri kiimiilatif olarak incelendi. Bu calisma
sonucunda elde edilen sonuclar Histamin H3 reseptoriiniin rat mide fundus diiz
kasinda bulundugunu ve kas kontraksiyonunun inhibisyonuna aracilik ettigini
gostermigstir. Bu sonug cesitli bulgularla desteklenmistir. 1)Selektif H3 agonisti R-(a)-
metilhistamin kontraktil yanitlarda belirgin bir azalmaya neden olmustur.2) R-(a)-
metilhistamin’in kontraktil yamitlar iizerindeki azaltict yondeki etkileri yine selektif H3
reseptor antagonisti tiyoperamid tarafindan artirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Histamin H3 Reseptor, Mide Fundus, (R)-A-Metilhistamin

The Effects of Histamine H3 Receptors on Contractile Responses on Rat Gastric
Fundus

SUMMARY

The aim of this study is to determine the effects of histamine receptors on the
gastrointestinal system smooth muscle contractions and the role of histamine H3
receptors on these effects. Isolated rat gastric fundus preparations were hanged on
isolated organ bath and histamine receptor agonist and anthagonists were added to
the bath solution and the electrical field stimulation-induced contractile responses
were evaluated.

In our study groups after blocking one of the histamine receptors HI1, H2,H3;
contractile responses were observed. Then, other two receptors were blocked one by one
or combination of them to observe the changes on the contractile responses given to the
electrical stimulation .To blocke histamine receptors pyrilamine (1 0°m) as HI receptor
blocker, famotidine (1 0'6M) as H?2 receptor blocker and thioperamide (1 0°m) as H3
receptor blocker and various combination of them were used. All groups were treated
with H3 receptor anthagonist thioperamide (1 0°m) and agonist (R)-a-methylhistamine
(RIMHA on 10'8, 1 0'7, 10° ve 107 molar concentrations cumulatively to observe its
mediator effects on contractile responses. We suggested that (R)-a-methylhistamine
mediates the inhibition on the contractile effects of rat gastric fundus. This conclusion
was supported by these findings: a) the selective agonists (R)YMHA caused a dumping
of the contractile effect of acetylcholine; b) the effect of (R)MHA was prevented by the
selective H; receptor antagonist thioperamide.
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A. Hekimoglu ve R.Cigek

GIRIS

Histamin, histaminerjik ndronlar ve mide
mukozasindaki enterokromafin benzeri hiicre-
lerde primer ndrotransmiter ve néromodiilator
olarak rol oynar ve sistemik etkilerinin yani
sira noronal olaylara da aracilik eder (1, 2).

Histamin reseptorlerinin H;, H, ve Hj
olmak iizere li¢c alt tipi ayirdedilmistir (3).
Sigcan mide fundusunda bu {i¢ tip reseptdriin de
bulundugu gosterilmistir(4,5). Gastrointestinal
sistemde barsak duvarlari, mast hiicreleri ve
bazofillere yerlesmis olan histamin (6) sigan
ince barsaginda longitudinal diiz kaslar1 kasar
ve bu etki bir H; reseptéor blokdrii olan
mepiramin tarafindan antagonize edilir (7).

Santral sinir sisteminde kisith bir dagilim
gosteren histaminin presinaptik H; reseptorleri
uyararak noronlardan noérotransmitter madde
saliverilmesini inhibe etti§i gosterilmistir.
Daha sonra ayni etkinin ileti solunum yollarin-
da, gastrointestinal sistemde de varligi tesbit
edilmistir. Norotransmisyonu azaltici yonde bir
fonksiyonla ~H3  reseptdrleri  myenterik
pleksusun kolinerjik ve non adrenerjik non
kolinerjik néronlarinda bulunur (8). Yapilan
caligmalarda diiz kaslarda cesitli kontraktil
ajanlari modifiye edememesi nedeniyle H3
reseptorlerinin néronal seviyede bulunduklar
iddia edilmigse de, daha sonra yapilan ¢aligma-
lar H3 reseptorlerinin hava yollar1 epitelyumun-
da ve diiz kaslarda kavsak sonrasi bolgelerde
bulunabilecegi gosterilmistir. (9,10,11).

Histamin H; ve H, reseptor antagonistleri
sican mide fundusunda elektriksel stimiilasyonla
uyarilan atropine direngli longitudinal kas
kasilmalarini inhibe eder. Bu inhibitor etki H;
ve H, reseptorlerinin digindaki reseptorler
araciligl ile gergeklestirilir. Histamin benzer
kosullarda eksojen bradikinin tarafindan
olusturulan kasilmalar1 inhibe etmediginden bu
inhibitor etkinin direkt olarak degil, enterik
noronlar aracilify ile gergeklestigi diistiniilmek-
tedir (12).

Histamin H; reseptorleri orijinal olarak
sigan serebral korteksinde histamin i¢eren sinir
terminallerinde inhibitdr otoreseptorler olarak
tanmimlanmistir (13). Ancak hem santral (14)
hem periferik dokularda (15) Hj; stimiilasyon
ile ¢esitli norotransmiterlerin saliverilmesinin
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inhibe edildigi de gosterildikten sonra kobay
gastrointestinal sisteminde Hj; ligandlarinin
baglanma bolgeleri tesbit edilmistir (16).

Amacimiz  sican  mide fundusundaki
kasilma yanitlarina histamin H3 reseptorlerinin
olasi etkileri incelenmigtir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda Dicle Universitesi Saglhk
Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezinden
(DUSAM) temin edilen her iki cinsten 60 adet
eriskin  Wistar albino si¢can (250-300g)
kullanildi.

Deneylerimizde anestezik madde olarak
eter kullanildi. Anestetize edilen sicanlar
eksanguinasyon ile sakrifiye edildi. Sakrifiye
edilen siganlarin karin bosluklart longitudinal
abdominal insizyon ile agilarak mide karin
boslugundan ¢ikarildiktan sonra mide fundusu
pilorik bdolgeden ayrildi ve iginde Tyrode
sollisyonu bulunan bir kaba konuldu. Vane
Yontemine (17) gore mide fundusu kiigiik
kurvaturdan kesilip acilarak transvers kesilerle
2-3 cm’lik stripler hazirlandi ve ayni giin
icinde kullanildi;; hemen kullanilamayan
stripler Tyrode Soliisyonu iginde +4°C' ta
saklandi.

Deney siiresince hayvan haklart ile ilgili
olarak NIH tarafindan belirlenen kriterlere
6zenle uyuldu.

Deneyde kullanilan Tyrode Soliisyonunun
bilesimi NaCl 139.2mmol/It, KCI1 2.7 mmol/lt,
NaH2PO4 0.4 mmol/It, CaCI2 1.8 mmol/lt
NaHCO3 11.9mmol/It, MgCI2 0.49 mmol/lt,
Glukoz 5.5 mmol/It

Deney siiresince sempatik sistem veya
prostaglandin kaynakli yanitlarin satagsmasini
onlemek amaciyla Tyrode Soliisyonu bilegimi-
ne 10° M propranolol ve 10° M indometasin
ilave edildi.

Dokular 10 ml Tyrode soliisyonu igeren
organ banyosuna asildi. Mide striplerine 1 g
gerilim uygulandi. Doku oOrnekleri iki adet
platin tel elektrod arasina yerlestirildi ve
elektrotlarin dokuya direkt olarak temas etmesi
saglandi. Banyo soliisyonu 37°C 1sida tutuldu
ve siirekli olarak havalandirildi. Ilag uygulan-
masindan oOnce 15’er dakikada bir lavaj
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yapilmak kosulu ile dokular 45 dakika
dinlendirilerek banyo ortamina adapte olmalar1
saglandi. Bir manivela aracilifiyla izotonik
kasilmalar isli kagida kaydedildi. Ortama gesit-
li agonist veya antagonist maddeler ilave edile-
rek doku orneklerinin elektriksel stimiilasyona
verdikleri yanitlar incelendi. Elektriksel alan
stimiilasyonu kare dalga, 75 mA, 1ms, 25 Hz,
15 sn seklinde uygulandi. Her bir uyaridan
sonra ii¢ dakika dinlendirilen doku striplerine
her seride ii¢ uyart uygulandi ve bu uyarilara
verilen yanitlarin ortalamalar elde edildi
Gruplar:
1.grup: a)EFS + Heksametonyum (3x107™
M) + Atropin (3x10° m)
2.grup: a) EFS + Pirilamin (10" m)
b)EFS + Famotidin (10 m)
¢)EFS + Pirilamin (10° m) +
Famotidin (107 m)
3.grup: a)Pirilamin (10 m) + Tiyoperamid
(107 )
b) famotidin (10°M) + tiyoperamid
(10° m)
¢) pirilamin (10 M) + famotidin
(10° M)+ tiyoperamid (10™ m)
4.grup: a) Pirilamin (10° M) + (R)-a-
metilhistamin ~ (10®-10°M)  derisimlerinin
etkileri kiimiilatif olarak incelendi.
b)Famotidin (10° M) + (R)-o-
metilhistamin (10'8—10'5M) derigsimlerinin etkileri
kiimiilatif olarak incelendi.
¢) Pirilamin (10° M) + Famotidin
(10° M) + (R)-o-metilhistamin (10°*-10°M)

derisimlerinin  etkileri  kiimiilatif  olarak
incelendi.

Elektriksel alan stimiilasyonu ile elde
edilen kasilma yanitlar1 iizerine (R)-a-
metilhistamin’in  inhibitor  etki  giiclinii
gostermek amaciyla ICs, degerleri lineer

regresyon kullanilarak saptandi.

Verilerin degerlendirilmesinde eslestirilmis
student’s t testi veya Kruskal Wallis testi
kullanildi; p< 0,05 ise gruplar  arasindaki
farkin anlamli oldugu kabul edildi.

BULGULAR

1.3x10™* M heksametonyum, referans yanit
olarak kabul ettigimiz, elektriksel alan
stimiilasyonuna verdigi yanitlar1 %25,8 £+ 3,2’e
diisiirdii (p< 0,05). Aymi dokuda ortama 3x10°

M atropin ilave edilmesi kasilma yanitlarinin
%13,8 *+ 3,2'e kadar diismesine neden oldu. (p
<0,05) (n= 6) (Grafik 1).
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Grafik 1. Heksametonyum ve atropin grubu
2.a) Histamin H; reseptor blokorii olan 107
M pirilaminin elektriksel alan stimiilasyonu
sonucu olusan kasilma yanitlarin1 %70,8 + 4,2
diizeyine diisiirdii (p<0,05) (n=6) (Grafik 2).
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Grafik 2. Pirilamin grubu.

b) Uygulanan 10° M famotidinden sonra
kasilma yanitlarinin referans yanitlar olarak
kabul edilen elektriksel alan stimiilasyonu
yanitlarmin %68,5 + 7,0’si olarak gergeklestigi
saptandi (p <0,05) (n=6) (Grafik 3).
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Grafik 3. Famotidin grubu.
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c) Elektriksel alan stimiilasyonu sonucu
olusan kasilma yanitlar1 iizerine 10° M
pirilamin + 10° M famotidin uygulanmasindan
sonra elektriksel alan stimiilasyonu ile referans
yanitin %61,0 £2,7°1 kadar bir kasilma yaniti
elde edildi (p<0,05) (n= 6) (Grafik 4).
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Grafik 4. Pirilamin ve famotidin grubu.

3. a) Mide preparatlarinda 10 M pirilamin
varliginda alinan referans kasilma yanitlar
ortama 10” M tiyoperamid ilave edilmesi ile
%137,0 £ 6,5 olarak gergeklesti (p<0,05) (n=
6) (Grafik 5).
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Grafik 5. Pirilamin ve tiyoperamid grubu.

b) Mide seritlerinden 10° M famotidin
varliginda alinan kasilma yanitlar1 ayn1 doku
lizerine 10° M tiyoperamid uygulanmasimndan
sonra %135,5 = 10,6 olarak gerceklesti (p
<0,05) (n= 6) (Grafik 6).

MIDE

200
150
100

50

H

% KASILMA

FAM FAM+TiYO

Grafik 6. Famotidin ve tiyoperamid grubu.
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¢) Mide seritlerinde 10° M pirilamin +10°°

M famotidin varhiginda elde edilen referans

yanitlardan sonra ortama 10° M  tiyoperamid

ilavesi ile kasilma yanitlar1 %140,0 + 17,0
olarak elde edildi (p<0,05) (n=6) (Grafik 7).
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Grafik 7. Pirilamin, famotidin ve tiyoperamid
grubu.

4 a) 10° M pirilamin uygulandiginda
olusan kasilma yanitlari R-(ot)-metilhistaminin
artan konsantrasyonlarinda kademeli olarak
inhibisyona ugradi (p<0,05) (n=6) (Grafik 8)
(Tablol).
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Grafik 8. Pirilamin ve R-(o)-metilhistamin
grubu

Tablo 1. Pirilamin grubundaki kullanilan
ilaglarin ~ konsantrasyonlarindaki ~ kasilma
yanitlari.
ILAC KASILMA
KONSANTRASYONU YANITI
R-(o)-metilhistamin 10° M %70,2 + 3,9
R-(o)-metilhistamin 10" M %54,8 +2,7
R-(o)-metilhistamin 10°M %432 +£32
R-(o)-metilhistamin 10°M  %39,6 + 5,4
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b) Mide fundus preparatlarinda 10° M
famotidinin varliginda olusan kasilma yanitlar
R-(a)-metilhistamin farkli konsantrasyonlarda
kiimiilatif olarak incelendiginde yanitlarda
kademeli olarak bir diisiis saptanmuistir.
(p<0,05) (n= 6) (Grafik 9) (Tablo 2).
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Grafik 9. Famotidin R-(a)-metilhistamin
grubu.

Tablo 2. Famotidin grubundaki kullanilan

Tablo 3. Pirilamin+Famotidin
kullanilan ilaglarin
kasilma yanitlart

grubunda
konsantrasyonlaridaki

ILAC KONSANTRASYONU KASILMA

YANITI
R-(o)-metilhistamin 10 M %76,8 £5,0
R-(a)-metilhistamin 107 M %65,2 +3,9
R-(a)-metilhistamin 10° M %55,5 +7,8
R-(o)-metilhistamin 10° M %47,8 +3,9

ilaglarin  konsantrasyonlarindaki ~ kasilma

yanitlari

ILAC KONSANTRASYONU KASILMA
YANITI

R-(o)-metilhistamin 10®*M % 70,5 £5,2

R-(o)-metilhistamin 10”7 M % 55,8 %59

R-(o)-metilhistamin 10°M % 41,752

R-(a)-metilhistamin 10°M % 32,5+6,2

¢)Mide fundus preparatlarinda 10° M
pirilamin + 10° M famotidin kombinasyonun-
da olusan referans yanit R-(o)-metilhistamin
farkli derisimlerinde tarafindan kademeli bir
sakilde inhibisyona ugradi (p<0,05) (n= 6)
(Grafik 10) ( tablo 3).
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Grafik 10. Pirilamint Famotidin ve R-(a)-
metilhistamin grubu

TARTISMA

H3 reseptorlerinin intestinal motilite tlizeri-
ne olan regiilator etkisini hipotez etmek giictiir
clinkill kontraktil yanitlar {izerinde rol oynayan
cok sayida, bilinen ve bilinmeyen ve oldukga
karmasik sistemlerin etkisi mevcuttur. Izole
intakt dokularda H3 reseptor aracili kasilma
yanitlari Gizerine olan etkileri ile ilgili ¢aligma-
lar son derece kisith ve yetersizdir. Biz bu
calismamizda histamin reseptorlerini ¢esitli
kombinasyonlar seklinde bloke ederek histamin
H3 reseptorlerinin agonist ve antagonistlerinin
histaminerjik reseptorler araciligi ile olusturdu-
gu olast etkileri arastirmay1 amagladik.

Ortamda siirekli indometasin ve propranol-
ol bulundurularak sistemi etkileyebilecek
sempatik stimiilasyon ve prostaglandinlerin
olasi etkileri 6nlenmeye ¢alisildi (18,19).

Calismamizda oncelikle kasilma yanitlari-
nin Ozelliginin belirlenmesi amaciyla bir
gangliyon blokdrii olan heksametonyum ile
gangliyon blokaji ve parasempatik sinir
stimiilasyonunun yaptigi etkiyi antagonize
eden antimuskarinik etkili atropin kullanildi.

Heksametonyum elektriksel uyar1 sonucu
olusan kasilma yanitlarinda azalmaya neden
oldu. Heksametonyum varliginda ortama ilave
edilen atropin kasilma yanitlarinda daha fazla
bir diisiis olusturdu. Bu bulgu yanitlarin
agirhiklt olarak muskarinik nitelikte oldugunu
gostermektedir. Gangliyonlarin ve muskarinik
reseptorlerin ~ bloke  edilmesine  ragmen
antagonize edilemeyen kiiclik bir kasilma
yamti varligint = siirdiirdi. Bu kasilmanin
asetilkolin ile uyarilan kasilma yanitlar1 Gtesinde
non-adrenerjik non-kolinerjik eksitatér bir
yanit oldugu veya direkt olarak diiz kas
hiicrelerinin elektriksel stimiilasyonuna bagl
bir yanit oldugu kanisina varildi .
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Kobay ilemunun longitudinal diiz kasina
elektriksel alan stimiilasyonu uygulandiginda
da noronal asetilkolin saliverilmesine bagl
olarak kasilma yanitlar1 saptanmustir (20). Ince
barsak segmentlerinin fizyolojik soliisyon i¢in-
de inkiibe edildigi zaman sinir pleksuslarinin
parasempatik sinir uglarindan asetilkolin
salgilandigt ve bu salmimin elektriksel
stimiilasyon sonucu arttigt ve bu artigin
adrenerjik ve kolinerjik reseptorler tarafindan
modiile edildigi belirlenmistir (21,22).

Elektriksel alan stimiilasyonu sonucu
saliverilen asetilkolin mast hiicrelerinden
histamin salgilamasini uyarir (23). Saliverilen
histamin asetilkolin ile indiiklenen kontraktil
yanitlart potansiyelize eder. Histaminin bu
katkist H; ve H, reseptorlerinin agonistleri
tarafindan taklid edilirken antagonistleri tarafin-
dan bloke edilir (7) H; ve H, reseptorlerinin
kobay gastrointestinal sisteminde de bulundu-
gu ve eksitator yanitlara aracilik ettigi bildiril-
mistir (24,25,26,7).

Histamin H1 ve H2 reseptdrlerini ayri ayri
bloke ettigimiz zaman kasilma yanitlarinda
beklenildigi gibi diislis saptandi. H1 ve H2
reseptorlerini ayni dokuda bloke ettigimiz
zaman kasilma yanitlarindaki diisliste artis
saptandi. Bu sonuca gore H2 reseptorlerinin
kasilma yaniti lizerinde H1 reseptorlerine gore
daha agirlikli bir etkisinin bulunabilecegi
kanisina varilmasina neden oldu.

Coruzzi ve arkadaglar1 kobay duodenu-
munda H, agonistleri tarafindan olusturulan
ancak H, reseptor blokorleri ile bloke edileme-
yen kasilma yanitlarinin anormal reseptorlere
veya non-spesifik mekanizmalara dayandirila-
mayacagini, bunun {igiincii ve yeni bir histamin
reseptor tipinden kaynaklanabilecegini bildir-
miglerdir (27). Bertaccini ve Zappia ise kobay
gastrointestinal sisteminde {igiincii bir histamin
reseptor alttipini tanimlamiglardir (28). H;
reseptorleri olarak tanimlanan bu reseptdrlerin
kobay beyin ve periferal dokularinin presinap-
tik sinir terminallerinde bulundugu; histamin
ve diger norotransmiterlerin sentez ve saliveril-
mesini negatif olarak kontrol ettigi gosterilmis-
tir (13,15,29).

Histamin H; ve H2 reseptorleri ayn
dokularda veya her ikisi ayn1 dokuda bloke
edildigi zaman tiyoperamidin kasilma yanitlari-
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n1 artirdig1 goriildii. Histamin H1 ve/veya H2
reseptor blokasyonunun kasilma yanitlarin
azaltmasi nedeniyle tiyoperamidin etkisinin
belirgin olarak goriildiigii; H, ve H, reseptorler
kapali iken Hj reseptdr blokajmin kolinerjik
desarja baghh kasilma yanitlarimi artirdigt
kanisina varild.

Yine histamin H; ve H2 reseptorleri ayri
dokularda veya her ikisi ayn1 dokuda bloke
edilerek H; reseptor agonisti bir bilesik olan R-
(a)-metilhistaminin  10®, 107, 10° ve 107
molar derisimlerinin etkileri kiimiilatif olarak
incelendi. R-(o)-metilhistamin artan derigim-
lerinde kasilma yanitlar1 {izerinde kademeli bir
azalma gosterdi.

Bu ¢alisma sonucunda elde edilen sonuglar
histamin H3 reseptoriiniin rat mide fundus diiz
kasinda bulundugunu ve kas kontraksiyonunun
inhibisyonuna aracilik ettigini gostermistir. Bu
sonu¢ cesitli bulgularla desteklenmigstir. 1)
Selektif H3 agonisti R-(o)-metilhistamin
kontraktil yanitlarda belirgin bir azalmaya
neden olmustur. 2) R-(o)-metilhistamin’in
etkileri yine selektif H3 reseptdr antagonisti
tiyoperamid tarafindan dnlenmistir.
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