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TESEKKUR

“Leptinin Sigan Detriisér Diiz Kas Kasilma Islevine Etkisi” isimli bu ¢alisma,
Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Ana Bilim Dali’nda

“Yiiksek Lisans Tezi” olarak hazirlanmistir.

Yiiksek Lisans tez danigmanligimi iistlenerek, gerek konu se¢imi gerekse
calismalarin ylriitilmesi ve degerlendirilmesi sirasinda 1ilgi ve yardimlarini
esirgemeyen Dog¢. Dr. Sibel Bayrak’a, laboratuvar ¢aligmalarim sirasinda gostermis
olduklar1 destek ve ilgiden dolayr Uzm. Dr. Asli San Daglh Giil’e ve Dr. Serkan
Karaismailoglu’na, tezin degerlendirilmesi ve gelistirilmesinde yardime1 olan degerli
jiiri tyeleri Hocalarima ve tez ¢alismam siiresince laboratuvar imkanlarindan
yararlanmami saglayan, maddi ve manevi imkanlarmi esirgemeyen Fizyoloji
Anabilim Dal1 Bagkan1 Prof. Dr. Z. Dicle Balkanci’ya tesekkiir ederim. Bu tezin
hazirlanmasi sirasinda bana her tiirlii destegi saglayan aileme minnet ve siikranlarimi

sunarim.



OZET

Demeli, M. Leptinin sican detriisor diiz kas kasilma islevine etkisi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2016. Leptin, enerji metabolizmasinin diizenlenmesiyle ilgili fonksiyonlar1 olan basta adipoz
doku, mide, plasenta, iskelet kas1 gibi organlardan sentezlenen ve salgilanan polipeptit
yapida bir hormondur. Insan ve sigan iirogenital sisteminde, bobrek, ovaryum, testis ve
mesane gibi farkli dokularda leptin reseptorlerinin varligi gosterilmistir. Esas fonksiyonu
besin alimi ve enerji metabolizmasini diizenlemesi olmakla birlikte vaskiiler diiz kas, uterus,
safra kesesi, kolon gibi dokularda diiz kas kasilma islevlerinde uyaricit veya inhibe edici
etkileri oldugu gosterilmigtir. Mesanenin idrar1 toplama ve depolama fonksiyonu igin
kolinerjik ve adrenerjik mekanizmalarin yani sira non-adrenerjik non-kolinerjik mekanizma
gorev alir. Bu caligmada leptinin sican detriisor diiz kas kasilma islevine etkisi olup
olmadigmi ve varsa bu etkiye katkida bulunan yolaklar1 in vitro olarak incelemeyi
amagladik. Sicanlardan elde edilen mesane seritlerinin 120 mM KCI ve elektriksel alan
stimiilasyonu (EAS) ile kasilmasi saglandi. EAS 3 dakikada bir 5 sn boyunca (100 V genlik -
0,15 ms siireli kare dalgalar) giderek artan frekanslarda (1-2-5-10-20-40-80 Hz) uygulandi.
EAS ile olusturulan kasilmalarda leptinin olas1 etkilerine aracilik eden yolaklar
belirleyebilmek amaciyla 10* M L-NAME, 10°® M atropin, 107 M prazosin ve 10* M
PPADS varliginda leptinin etkisi incelendi. Sonuglar her ilacin kendi kontroliiniin
maksimum kasilma degeri ile kargilastirildi. Leptin inkiibasyonu sonrasinda detriisér kas
spontan kasilma parametreleri 6lgiildii. Leptin, L-NAME ve leptintL-NAME inkiibasyonu
ile meydana gelen maksimum kasilma cevaplari sirasiyla 41,9 = 2,7 , 36,1 £ 5,9 ve 36,8 +
4,0 g/100 mg doku olarak bulundu, leptin EAS aracili kasilma cevabinda degisiklik
olusturmadi. Atropin ve atropin+prazosintPPADS inkiibasyonu ile meydana gelen
maksimum cevaplar sirastyla 19,2 + 1,3 ve 15,8 + 3,5 g/100 mg doku olarak olgiildii ve
leptin eklenmesiyle elde edilen kasilma cevaplari ile aralarinda fark bulunamadi. Leptin
spontan kasilma genlik ve frekansi lizerinde etki gostermedi. Caligmamizda, leptin, detriisor
diiz kas seritlerinin EAS aracili kasilma cevaplarinda direkt olarak veya olas1 etkisi ile ilgili

olarak kullandigimiz antagonistler varliginda degisiklik yaratacak etki gostermedi.

Anahtar Kelimeler: Leptin, Detriisér diiz kasi, Organ banyosu, Elektriksel alan
stimiilasyonu, Kasilma
Destekleyen Kurumlar: OYP Koordinatérliigi, Hacettepe Universitesi Bilimsel

Arastirmalar Birimi (TAY-2015-7599)
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ABSTRACT

Demeli, M. The effect of leptin on detrusor smooth muscle contractility in rat. Hacettepe
University Institute of Health Sciences Physiology Program,

Master of Science Thesis, Ankara, 2016. Leptin is a polypeptide hormone that is synthesized
and secreted mainly by adipose tissue as well as stomach, placenta and skeletal muscle tissues
and has a major role in energy homeostasis. Leptin receptors are expressed in different tissues
such as kidney, ovary, testis and bladder in rat and human urogenital systems. Although its major
function is associated with the regulation of energy metabolism, it was reported that leptin may
affect smooth muscle function in various tissues (e.g. vascular, uterus, gall bladder, large
intestine) producing vasorelaxation or vasoconstriction. In addition to cholinergic and adrenergic
pathways, non-adrenergic non-cholinergic mechanisms control micturition and continence
functions of urinary bladder. In this study, we aimed to investigate the possible effects of leptin
on in vitro detrusor smooth muscle contractility and the contributions of different pathways that
mediate detrusor contraction. The contractions of detrusor smooth muscle strips in response to
120 mM KCI and electrical field stimulation (EFS) were recorded. During EFS, square wave
pulses of 100 V intensity and 0,15 msec duration were applied through 5 sec of time at every 3
minutes. To determine the contributions of pathways that control bladder contraction, the effects
of leptin on the EFS-induced detrusor contractions were evaluated in the presence of 10 M L-
NAME, 10°° M atropin, 10”7 M prazosin and 10™* M PPADS. Contraction responses to all drugs
were calculated as the percentages of their corresponding controls. Amplitude and frequency of
spontaneous contractions of detrusor strips were measured following leptin incubation. The
maximum contraction responses obtained following leptin, L-NAME and leptin+L-NAME
incubations were measured as 41,9 + 2,7, 36,1 + 5,9 and 36,8 £ 4,0 (g/100 mg wet tissue weight),
respectively. Leptin did not cause any significant difference in the EFS-induced contraction
response. In another series of experiment, maximum EFS-induced contractions were 19,2 + 1,3
and 15,8 + 3,5 (g/100 mg wet tissue weight) in the presence of atropine and
atropine+prazosintPPADS, respectively. Both incubation protocols caused a decrease in the
EFS-induced contracions (P<0,05), which was not different from the decrease induced by
atropine+ leptin and atropine+prazosin+PPADS+ leptin. Leptin had no impact on the amplitude
and the frequency of spontaneous contractions. In our study, leptin did not produce any effects on
the EFS-induced contractions of detrusor strips directly or in the presence of different
antagonists.

Key Words: Leptin, Detrusor smooth muscle, Organ bath, Electrical field stimulation,
Contractility

Supported by Teaching Staff Training Program, Hacettepe University Research Foundation
(TAY-2015-7599)
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1. GIRiS

Leptin, ¢ogunlukla beyaz yag dokuda ve daha az miktarda kahverengi yag
dokuda tiretilen, polipeptid yapida bir hormondur. Yunancada zayif anlamina gelen
“lepthos” kelimesinden tiiretilen leptinin dolagimdaki seviyeleri viicut yag kitlesi ile
orantili olarak artar. Ayrica, leptin sentezi ve dolasimdaki seviyeleri beslenme
durumundaki degisikliklere gore degismektedir. Aclik durumunda dolasimdaki leptin
seviyesi azalirken, tokluk veya obezite durumlarinda leptin seviyeleri artmaktadir.
Viicut agirliginin ve enerji dengesinin diizenlenmesinde onemli etkileri olan leptin,
hipotalamusun kontrolii altinda besin alimini inhibe eder ve sempatik sinir sistemi
aktivasyonu araciligi ile enerji harcanmasini artirir. Bununla birlikte, yiliksek leptin
seviyelerinin goriildiigii obez kisilerde leptin direncine bagli olarak leptinin bu
etkileri gbzlenmez. Enerji homeostazisi ile ilgili etkilerinin yan1 sira leptin vaskiiler
diiz kas, solunum yollari, kolon, safra kesesi, uterus gibi farkli dokulardaki diiz
kaslarda kasicit ve gevsetici etkiler olusturmaktadir. Literatiirde mesane diiz kas
kasilma cevabi ile ilgili etkilerini gosteren bir calismaya rastlanmamistir. Son
zamanlarda yapilan g¢alismalarda yiiksek leptin seviyeleri ile asir1 aktif mesane
belirtileri arasinda iliski olabilecegi belirtilmektedir. Bu nedenle leptinin detriisor kas
kasilmasi iizerindeki etkilerinin belirlenmesi asir1 aktif mesane olusumu ile ilgili

olabilecek roliiniin anlagilmasi agisindan fayda saglayacaktir.

Belirtilen bilgiler dogrultusunda biz bu caligmada leptinin detriisér kas
kasilmasina etkisi olup olmadigin1 ve olasi etkisine katkida bulunan yolaklarin

belirlenmesini amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mesanenin Anatomisi

I¢i bos mesanenin bir tabani (fundus), bir boynu, bir tepesi (apeks) ve ayrica
bir iist ve 2 inferolateral olmak {izere 3 ylizeyi vardir. Viicudumuzda bir nevi
rezervuar olarak gorev yapan mesanenin boyutu, sekli ve pozisyonu periton ile olan
komsuluguna ve icinin doluluk durumuna gore degisiklik gosterir (1) (Sekil 2.1).
Kese bosaldiginda kiiciik pelviste yer alirken doldugunda anterosiiperior bosluga
dogru genisler (1,2). Mesane boynu, mesane ve rektumun varyasyonlarindan
bagimsiz bir sekilde sabit pozisyonda uzanan internal iiretral agikliktir (1). Yarik
benzeri iireterik agikliklar posterolateral trigonal agida yer alir. Bos mesanede
yaklasik 2,5 cm uzakta yer almaktadir. Internal iiretral agiklik, trigonal apekste yer

alir ve mesanenin en kii¢iik par¢asini olusturur (1).

Trigon, 2 iireter ve iiretranin agikliklarinin uglarinda goriilen {iggen yapidir.
Trigonu olusturan diiz kas 2 ayr1 tabakadan meydana gelir, ylizeyel trigonal kas ve
derin trigonal detriisor kas olarak da adlandirilir. Derin trigonal detriisor kas benzer
kas hiicrelerinden olusur ve detriisor kasin posteroinferior kismini olusturur. Yiizeyel
trigonal kas morfolojik olarak trigondan farkli bilesenlere sahip olup detriisoriin
aksine oldukca kiiciik boyuttaki kas demetlerinden meydana gelmis ince bir

tabakadan olugmaktadir (1).



Taban
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Sekil 2.1 Mesanenin anatomik yerlesimi. (3)

2.2. Mesanenin Histolojisi

Mesane igten disa dogru iirotelyum, lamina propria, muskularis propria ve

seroza olmak iizere dort tabakadan meydana gelir (Sekil 2.2).

Urotelyum, {iriner epitel ya da degisken epitel olarak isimlendirilen
ozellesmis epitel hiicrelerinden meydana gelmektedir. Gerilme durumunda hiicreler
sahip olduklar1 desmozomlar sayesinde pozisyonlarin1 degistirmeden diizlesebilir.
Dolayisiyla 4 ile 7 kat arasinda degisen hiicre tabakasindan meydana gelen
iirotelyum, mesane tamamen dolu oldugunda 2-3 katli hiicre tabakasi kalinliginda

gibi goriintir (1).

Lamina propria, kapiller, lenfatik damarlar ve sinir uglarindan zengin bag
dokudan olusur ve iirotelyumdan bazal membranla ayrilmistir. Elastik lifler ve

muskiilaris mukoza tabakasi da denen ince diiz kas lifleri icerir. Yiizeyde diizensiz



sik1 kollajen lifler yer alirken derinde kollajen ve elastik liflerden zengin daha gevsek

bir bag doku yer almaktadir (1).

Muskiilaris propria, mesane duvarinin esas kismini olusturan diiz kas
tabakasidir. Bu tabaka detriisor kas1 olarak da adlandirilmaktadir. Icte longitudinal,
ortada sirkiiler ve dista londitudinal sekilde diizenlenmis 3 tabakadan meydana
gelmektedir (1). Mesanenin ireterler ile birlestigi kisimlarda ortadaki sirkiiler
diizenlenmis detriisor kas lifleri tiretranin i¢ agikligindaki elastik dokuyla birleserek
burada internal sfinkter adi verilen yapiy1r olusturmaktadirlar (1,4). Hemen
komsulugunda iirogenital diyaframda ise sirkiiler olarak diizenlenmis iskelet kas

liflerinden olusan eksternal sfinkter yer almaktadir (4,5).

Seroza en distaki tabakayir olusturmakla beraber mesaneyi kismen
kaplamaktadir. Mezotel tarafindan distan ¢evrelenmis, genellikle muskiilaris
propriaya ve bazende lamina propriaya uzanan vaskiilarize adipoz dokudan ve elastik

liften zengin diizensiz siki bag dokudan meydana gelmektedir (1).

Mesane liimeni
Degisken =3
epitel

Lamina
propria

Kas
tabakasi
(Detriisor N
Kkasi) . Degisken
epitel

Bazal

Seroza membran

propria

Sekil 2.2 Mesanenin histolojik yapisi. (6)



2.3. Detriisor Diiz Kasin Ozellikleri

2.3.1. Mekanik Ozellikleri

Detriisor kas hiicreleri ig seklinde tek niikleuslu hiicreler olup bunlar bir
araya gelerek kas demetlerini olusturmaktadir (7). Diiz kas ozelligi tasiyan
detriisoriin kasilmasi diger kas tiplerinde oldugu gibi aktin ve miyozin arasindaki
etkilesim sonucunda meydana gelmektedir. Aktin ve miyozin filamanlar1 iskelet ve
kalp kasinda oldugu gibi sarkomer seklinde diizenli bir dizilim gdstermedikleri i¢in
diiz kaslarda ¢izgilenme goriilmez (8). Dolayisiyla sarkomerler arasinda goriilen Z
cizgisi de bulunmaz. Diiz kaslarda fonksiyonel olarak Z cizgilerine benzer yapida
yogun cisimler bulunur (9). Desmin ve vimentin gibi proteinleri iceren ara
filamanlarin araciligi ile hiicre iskeletine baglanirlar. Yogun cisimler a-aktinin gibi
yapisal proteinler ile aktin filamanlarina tutunarak (8-10) miyozin filamanlar1 i¢in
baglanma bdlgesi olustururlar (7). Bu yapisal proteinler c¢ogunlukla kasilma
mekanizmasindan elde edilen kuvvetin ¢evre hiicrelere ve matrikse iletilmesinde,

cesitli sinyal alma ve olusturma mekanizmalarinda gorev alirlar (11).

Diiz kaslar otonom sinir sistemi tarafindan uyarilmaktadir. Presinaptik
aksonda norotransmitterleri iceren vezikiillerin bulundugu akson sonlanmalarindaki
genislemis bolgelere varikozite denir. Bu bolgeler diiz kas membranina bir kag
nanometreden bir ka¢ mikrometreye varan uzaklikta bulunurlar. Icerdikleri
norotransmitterler diiz kasi ¢cevreleyen matrikse salinir ve diiz kas membrani boyunca
yaygin olarak bulunan reseptorlerine baglanirlar (4,10). Diiz kaslar, kasilma
davranigina gore tek tiniteli ve ¢ok tniteli olmak iizere ikiye ayrilir. Tek tiniteli diiz
kaslar, hiicrelerin yarik baglantilarla (gap junction) birlestigi kas demetlerinden
meydana gelmektedir. Bu baglantilar sayesinde elektriksel uyari bir hiicreden
digerine aktarilarak bir kasilma dalgasi olusturulur (9). Cok tniteli diiz kaslarda ise
hiicreler arasinda ¢ok daha az miktarda elektriksel baglanti vardir ve hiicreler
birbirinden bagimsiz olarak uyarilabilir (10,12). Benzer sekilde insanlarda mesane
diiz kas hiicreleri arasinda elektrotonik bir baglanti bulunmaz ve her bir sinir hiicresi
bir kas hiicresinde sonlanir. Ancak tek iiniteli diiz kaslarda oldugu gibi kasin

gerilmesiyle ile kasilma cevabi meydana gelir. Dolayisiyla insan mesane diiz kasi



yapisal olarak ¢ok tiniteli diiz kaslara benzerken fonksiyonel olarak tek iiniteli diiz

kaslara benzemektedir (7,12).

2.3.2. Dinlenim Zar Potansiyeli ve Uyarilma

Detriisor diiz kasinda elektriksel aktivite

Dinlenim kosullarinda bulunan biitiin hiicrelerin plazma zarlar1 lizerinde, zari
gecebilen iyonlar hiicre icini, disina gore negatif yapacak bir potansiyel farki
olustururlar. Bu potansiyele dinlenim membran potansiyeli denir (13). Elektriksel
olarak uyarilabilen ve aksiyon potansiyeli olusturabilme 6zelligine sahip detriisor
diiz kas hiicrelerinin dinlenim membran potansiyeli -40 ile -55 mV civarindadir
(14,15). Dinlenim membran potansiyelinin kontrolii, iyon kanallarindan ve Na'-Ca "
degistiricilerinden Ca™un giris  ve c¢ikisiin  diizenlenmesinde, aksiyon
potansiyellerinin baslatilabilmesinde ve spontan aktivitenin devam ettirilmesinde
6nemlidir (7). Aksiyon potansiyelinin depolarizasyon fazi baslica L tipi Ca”
kanallar1 aracihigi ile Ca™ iyonlarmin hiicre igine girisiyle meydana gelirken
repolarizasyon faz1 K iyonlarmin gesitli K* kanallar1 yoluyla hiicre disina ¢ikisiyla
meydana gelmektedir (16). Meydana gelen aksiyon potansiyelleri patlama seklinde

iretilir ve kasilma ile sonuclanir (7).

2.4. Mesanenin inervasyonu

Mesanenin idrar1 toplama ve depolama fonksiyonu sonucu ortaya c¢ikan
kontinans ve miksiyon olaylarinin meydana geldigi dongii, spinal kord ve beyin
tarafindan kontrol edilmektedir. Idrarin toplanmasi ve depolanmasi sirasinda
beyindeki kortikal ve suprapontin merkezler, detrlisor kasin ve sfinkterlerin
kasilmasini ve miksiyon refleksini kontrol eden pontin miksiyon merkezini inhibe
eder (4).

Mesanenin gerimiyle birlikte buradan kalkan afferent lifler mesanenin
doluluguyla ilgili bilgileri spinal kordun arka boynuzuna gonderir. Buradan iist
merkezlere iletilen aktivite, pontin miksiyon merkezi iizerindeki inhibisyonu

kaldirarak detriisore giden parasempatik (pelvik sinirler) efferent liflerin



aktiflesmesini ve sirasiyla internal ve eksternal sfinkterlere giden sempatik
(hipogastrik sinirler) ve somatik (pudendal sinirler) efferent liflerin inhibisyonunu
saglayarak miksiyonu baslatir (17). Detriisor kasin kasilmasi ve internal ve eksternal
sfinkterlerin gevsemesi ile miksiyon baslatilir ve idrar disar1 atilir (4). Mesane
bosaldiktan sonra dongii tersine doner ve afferent bilginin iletimi sonrasinda detriisor
kasin parasempatik inervasyonu inhibe edilerek, internal ve eksternal sfinkterlerin
kasilmasini saglayacak sekilde sempatik ve pudendal sinirler aktive edilir. Bu sekilde

idrarin depolanmast saglanmis olur ve istemsiz tirinasyon engellenir (17) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Mesanenin inervasyonu. (18)

Miksiyon refleksi basladiginda “kendi kendini uyaric1” 6zellige sahip mesanenin

ilk kasilmalar1 gerim reseptorlerinden kalkan duyusal impulslarin daha da artmasina



ve mesanede daha giiclii kasilmalara neden olur. Ayrica, istemli iirinasyonda istemli
abdominal kaslarin kasilmas1 mesane basincini artirmaya yardimci olarak mesanenin

tamamen bosaltilmasina katkida bulunurlar (4).

2.4.1. Afferent inervasyonu

Duyusal aksonlar mesane duvarmin detriisor diiz kasinda, tiretelyumun derin
tabakalarinda ve yine mesane duvarindaki kan damarlarinda yaygin bir ag
olusturmaktadirlar (19). Mesanede mekanoreseptorlerden kalkan gerim uyarilar1 ve
inflamasyon gibi diger uyarilar1 tasiyan afferent lifler sakral spinal kordun arka
boynuzunda yer alan interndronlarla sinaps yaptiktan sonra {ist merkezlere tasinir.
Mesane ile ilgili bu afferent bilgiler miyelinli A-delta ve miyelinsiz C lifleri ile
taginir (17). A-delta lifleri baglica detriisor diiz kas tabakasinda yerlesmistir ve
mesanenin dolumu sirasinda gerim ile uyarilir ve doluluk hissini iletir. C liflerinin ise
daha yaygin bir dagilimi vardir, detriisér diiz kasta, lamina propriada iiretelyuma
yakin olarak ve direkt olarak iiretelyal hiicrelerin komsulugunda yerlesim gosterir ve
mesane hacim degisiklikleri ile ilgili bilgileri iletirler (18). Bu liflerin aksiyon
potansiyeli iletim hizlar1 ve molekiiler 6zellikleri birbirinden farklilik géstermektedir

(20).

Normal mesane dolusu sirasinda aktiflesen ve 2,5-15 m/sn ileti hizina sahip
A-delta lifleri (21-23), basincin artistyla mesane duvarindaki mekanoreseptorlerden
aldiklar1 uyariy1 hipogastrik (lumbar viseral afferent), pelvik ve pudendal (sakral
viseral afferent) sinirler aracilifiyla spinal korda tasir (5,17,20). Pelvik afferentlerin
aksine hipogastrik afferentler mesanenin bosalmasiyla aktive olurlar (20). A-delta
liflerinin uyarilmasini saglayan esik basin¢ degeri mesanenin dolmaya baslama

hissinin olustugu 5-15 cmH,O degerleri arasindadir (24).

Nosiseptif tipteki C lifleri ise farkli olarak belirgin plastisite gosterirler ve
idrar potasyumu artisi, idrar pH’s1 azalisi ve kimyasal iritasyon ile olusan agri
impulslarin iletir. Baslica mukozanin kimyasal iritasyonu ve soguga cevap olarak

aktive olan bu liflerin uyarilmasi i¢in gerekli olan esik degeri daha ytiksektir (24).



Inflamasyon durumlarinda veya norolojik hasar sonrasinda afferent bilgiyi medulla

spinalise tagiyan en 6nemli yol haline gelirler (23,25).

Afferent sinir aktivitesi mesane kasilmasi siiresince goriiliir ve bosaltim
refleksi i¢in gereklidir. Ayrica iirotelyum, kimyasal ve mekanik uyaranlara cevap
olarak salgiladigi molekiillerle afferent aktiviteyi diizenler. Salgiladiklar1 ATP,
prostaglandinler (PG), sinir bliylime faktori, asetilkolin (ACh) ve nitrik oksit (NO)
iirotelyumun i¢inde veya yakininda bulunan afferent sinirleri uyarir veya inhibe eder

(25).

2.4.2. Merkezi Sinir Sistemi

Pontin retikiiler formasyondan gelen noral projeksiyonlar idrarin depolanmasi
ve bosaltilmasinda 6nemli bir role sahiptir. Retikiiler formasyonun medial bolgesi
pontin miksiyon merkezi olarak bilinir (17). Bu merkezden kalkan uyarilar spinal
kordun 6n boynuzunda yer alan eksternal sfinkteri uyaran motondronlarin yerlestigi
Onuf niikleusuna (somatik motor niikleus) ve parasempatik motor niikleusa gelir.
Pontin miksiyon merkezinden bir uyar1 geldiginde GABA ve glisin aracili inhibitor
ara noronlarla Onuf niikleusunun inhibisyonu ve eksternal sfinkterin gevsemesi
saglanirken parasempatik motor niikleus direkt olarak aktive edilerek mesanenin

kasilmasi ve iiretral basingta bir azalma saglanir (26).

Retikiiler formasyonun lateral bolgesi pontin kontinans merkezi olarak
isimlendirilir ve Onuf niiklesunun internal sfinkter motondronlarini tonik olarak
uyarir (17). Mesanede bulunan gerim reseptdrleri mesanenin doluluk durumunu
pontin kontinans merkezine, periakuaduktal gri madde ve sag anterior singulat girusa
iletir. Parasempatik aktivite inhibe edilir ve aktif pontin kontinans merkezinden
projekte olan lifler Onuf nukleusu aktive ederek eksternal iiretral sfinkterin tonusunu
artinir.  Es zamanlhi olarak sempatik afferent aktivitenin artmasiyla salinan
noradrenalin mesane duvarindaki B-adrenoseptorler iizerinden etki gdstererek diiz
kasin gevsemesine neden olur. Bu durum mesanenin kompliyansini artirarak diisiik

basingta mesanenin dolusunu saglar (17,27).
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2.4.3. Efferent Inervasyonu

Mesane duvarini inerve eden pregangliyonik parasempatik lifler sakral spinal
kordun S2-S4 segmentinden ¢ikan pelvik sinirlerle taginarak pelvik pleksusta ve
mesane duvarindaki kolinerjik gangliyonlarda sinaps yaptiktan sonra detriisor diiz
kasimi uyararak intravezikal basinci artirir, internal sfinkteri inhibe eder ve pelvik

duvar kaslarinin gevsemesiyle miksiyon baslatilir (17,28).

Spinal kordun T12-L1 seviyelerinden ¢ikan pregangliyonik sempatik lifler
hipogastrik sinirlerin i¢inde seyrederek pelvik pleksustaki adrenerjik gangliyonlarda
sinaps yaparlar (17). Bu gangliyondan ¢ikan sinirlerin uyarilmasi mesanenin
dolmasiyla sonuclanacak sekilde detriisor kasin gevsemesine ve internal sfinkterin

kasilmasina neden olarak idrarin depolanmasi saglanir (5).

Pudendal sinir (S2-S4), eksternal sfinkteri inerve eden efferent sinir liflerini
ve ayrica perineal deriden kalkan afferent sinir liflerini de tagimaktadir (17).
Miksiyonun istemli kontroliinden sorumlu olan bu somatik sinir eksternal sfinkterin
iskelet kas liflerinin tonik kasilmalarin1 saglar. Miksiyon boyunca bu sinir inhibe
edilir ve eksternal sfinkterin gevsemesine neden olarak idrarin bosaltilmasi

gerceklestirilir (5).

2.5. Mesanenin Kasilma ve Gevseme Mekanizmalar

Mesanenin tonusunu mesane hacmi ve intravezikal basing olusturmaktadir
(4). Depolama fazi boyunca mesanedeki idrar hacmi 200-300 ml’ye kadar ¢ok diisiik
basingta artabilir. Mesane diiz kasinin sahip oldugu yiiksek kompliyans nedeniyle az

miktarda basing artiglart meydana gelmektedir (29).

Depolama faz1 boyunca mesanedeki gerim reseptorleri, pelvik sinirler
araciligiyla mesanenin doluluk durumuyla ilgili afferent sinyalleri gonderir. Yaklagik
150 ml hacimde istemli bosaltim hissi gonderilirken, 400-500 ml’ye varan
hacimlerde tam doluluk hissi gonderilir. Ayrica, 6grenilmis refleks yardimiyla

beyinden gelen efferent impulslar sakral spinal korddaki presinaptik parasempatik
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noronlar1 inhibe ederek, eksternal sfinkterin istemli kasilmalari ile birlikte fizyolojik

sinirlarda idrarin depolanmasina katkida bulunur (4).

Hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunun bazal seviyeden 50-100 nM’lik bir artist
kasilmay1 baslatir ve yaklastk 1 pM’da maksimumun yarisina ulasihir. Ca™ kaynagi
L- ve T-tipi Ca™ kanallar1 aracilig1 ile ekstraselliiler olabilecegi gibi (16,30) Ca™
indiiklii Ca™ salimimiyla veya inositoltrifosfat (IPs) aktivasyonuyla (31) intraselliiler

depolardan (32) olabilmektedir.

Diger diiz kaslarda oldugu gibi kasilma, Ca"-kalmodulin kompleksinin
aktivasyonu ve kasilma proteinlerinden miyozinin miyozin hafif zincir kinaz

+2 ¢

(MLCK) tarafindan fosforilasyonuyla olusmaktadir (7). Dort Ca™” ‘un 1 kalmoduline
baglanmasiyla olusan kompleks MLCK’y1 aktiflestirir. Bu enzim miyozinin 19.
pozisyonundaki serin lizerinden fosforilasyonu katalizleyerek miyozin ATPaz’in
aktivasyonunu artirir (8). Buradaki ATPaz aktivitesinin iskelet kasindakinden daha
yavas olmast ATP yikimini azaltir, dongli hizim1 yavaglatir. Diger taraftan bu
dongiinlin yavas olmasi dongii boyunca tek bir ATP molekiiliiniin kullanilmasini ve

dolayisiyla kas kasilmasi i¢in daha az enerji gerekmesine neden olur (10).

Hiicre i¢i Ca™ artis1 kisa siirelidir ve hiicre i¢i Ca™, Na™/ Ca™ degistiricisi
(33) veya ATP bagimhi Ca pompasiyla (34) hiicreden disar1 atilir ya da SERCA
(Sarkoplazmik retikulum Ca"*-ATPaz) pompasi yardimiyla intraseliiler depolara geri
almir. SERCA’nin  aktivitesi fosfolamban gibi intraseliiler proteinlerle

diizenlenmektedir (35).

Miyozin hafif zincir fosfataz (MLCP) ile miyozin hafif zincirin
defosforilasyonu gevsemeye neden olur (7). Dolayisiyla detriisor kasin kasilma ve
gevsemesinin diizenlenmesinde MLCK ve MLCP enzimleri ve bu enzimlerin
aktivasyonunu diizenleyen intraselliiler mesajcilar 6nemli rol oynamaktadir. Mitojen-
aktive edici protein kinaz (MAPK) ve p21-aktive edici kinaz gibi enzimler MLCKy1

fosforile ederek aktivasyonunu azaltir (36,37). MLCP’nin aktivasyonunun
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azaltilmasinda ise detriisorde farkli formlar1 bulunan rho-iligkili kinaz (ROK) rol

almaktadir (38).

2.5.1. iyon Kanallan

Detriisor miyosit membranindaki gerimle aktive olan kanallarin iki islevi
vardir. Tyon gecisine neden olarak depolarizasyon ve sonrasinda kasilmaya neden
olur. Detriisor miyositlerin fiziksel gerilimi, secici olmayan katyon kanallarini acar,
hiicre depolarize olur ve Ca' kanallarindan Ca™ gegisini artirir (39). Ancak gerim
ayn1 zamanda gerimle aktive olan K™ kanal aktivitesini de artirir (40). Net etki
spontan aktivitenin artmas1 yoniinde olmaktadir. Diger islevi ise; gerimle meydana
gelen mekanik sinyalleri transmembran reseptorlerine aktarmaktir. Bunun sonucunda
PI3K ve MAPK yolaklarini aktive ederek hiicre proliferasyonunda rol alan heparin-
bagli epidermal biliylime faktorii, insiilin benzeri biliyiime faktorii-I ve platelet

kaynakl1 biiylime faktorii BB gibi cesitli bliylime faktorlerinin diizenlenmesini saglar

(41).

Ekstraselliiler Ca™un hiicre igine gegisini saglayan Ca'™ kanallari membran
bagimli proteinlerdir. insan detriisér kasinda Ca™ gegisini saglayan L- ve T- tipi Ca™
kanallar1 yer almaktadir (30). L-tipi Ca™ kanallar yavas kapili voltaj bagimh
kanallardir. Yiiksek voltajlarda aktive olurlar. T- tipi Ca™ kanallar1 ise daha diisiik
voltajlarda aktive ve inaktive olabilmektedirler (42). Ca™un igeri girisi
sarkoplazmik retikulum sisternasindaki Ca™* serbestleyici kanallar olan riyanodin
reseptorleri aracilign ile intraseliiler depolardan daha fazla Ca™’un salinmasini

saglayarak kasilmalar1 devam ettirir (7,10).

Hiicre disma iyon ¢ikisi 6zellikle Ca™ile aktive olan bityiik iletkenli (BKc,)
ve kiiciik iletkenli (SKca) K" kanallar1 tarafindan saglanmaktadir. Bu kanallar
dinlenim membran potansiyeli, aksiyon potansiyelinin repolarizasyonu (43,44) ve
miyosit kasilabilirligine aracilik eder (45). Voltaj bagimli Ca** kanallarindan Ca™
girisi hem BKc,’y1 hem de SKc,’y1 aktive eder. Bununla birlikte SK¢, kanal
aktivitesi Ca™ girisi ile diizenlenirken, BKc, kanal aktivitesi riyanodin reseptérleri

tarafindan intraseliiler depolardan salman Ca ' ile diizenlenir (43,46).
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Intraseliiler ATP-duyarli K™ kanallar1 da detriisor diiz kasinda tanimlanmistir
ve kanalin acilmasiyla meydana gelen hiperpolarizasyon, spontan aktivitenin
azalmasina neden olur (47). Asir1 aktif mesane tedavisinde K' kanal agic1 ajanlar
tercih edilen bir secenektir. Ancak dokuya 6zgii olmadiklari i¢in vaskiiler diiz kasta
olusturduklar1 etkilere bagli olarak hipotansiyon gibi yan etkiler olusabilmektedir
(48).

2.5.2. Kolinerjik Mekanizma

Muskarinik reseptorlerin bes alt tipinin (M;s) timii insan mesanesinde
bulundugu bilinmektedir (49). Bununla birlikte M, alt tipinin M3’e gore insanlarda 3
kat sicanlarda 9 kat daha fazla eksprese edildigi gosterilmistir (50,51). Detriisor diiz
kasinda eksprese edilen M, ve Mj alt tiplerinden M, ¢cok daha fazla miktarda
bulunmasina ragmen Mj alt tipinin kasilma aktivasyonundan asil olarak sorumlu
oldugu (52) bildirilmistir. M, reseptoriiniin ise kasilmaya az miktarda katkis1 oldugu
(53) ve P reseptor aracili gevsemeyi inhibe edici etkilerinin (54) daha 6nemli oldugu
distiniilmektedir. Ayrica denerve ya da hipertrofiye olmus mesanede ve M;j
desensitizasyonu gibi bazi patolojik mesanelerde M, reseptorlerinin kasilmaya

katkilarinin daha 6n plana ¢iktig1 bildirilmistir (55).

Izole insan detriisér kas seritlerinin ACh ile kasildigi, bu kasilmalarin
kolinesteraz inhibitorleriyle artirildig1 ve atropin ile engellendigi gosterilmistir (56).
Detriisor kas kasilmasinda onemli rolii olan muskarinik reseptorler fonksiyonel
olarak G proteine baglanarak fakat farkli sinyal mekanizmalariyla aktivitelerini
gosterirler (57). Mj reseptorii Gg/11 protein bagimlidir. Fosfolipaz C enzimini aktive
ederek fosfotidilinositol 4,5-difosfatin (PIP;) IP; ve diagilgliserol (DAG)’e
hidrolizini katalizler (12). Olusan bu ikinci mesajcilardan IP;, endoplazmik
retikuluma difize olup kimyasal kapili Ca™ kanali olan kendi reseptoriine
baglanarak intraseliiler Ca™ depolarindaki Ca™*’un salimmim saglar (7,8). Hiicre igi
Ca™ konsantrasyonunun artisi riyanodin reseptorlerinden Ca™ indikli Ca™
salinimryla (CICR) daha fazla Ca™ ¢ikist olur. Bir diger olusan ikinci mesajc1 DAG,
protein kinaz C aktivasyonuyla tamamlayici bir rol oynar, MLCP’yi fosforilleyerek

aktivitesini azaltir ve kontraktil proteinlerin Ca™* duyarlilig1 artar. Detriisér kasinda
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karbakol ve asetilkolin ile indiiklenen kasilmalarda Mj yolag: iizerinden Ca™
saliiminin meydana geldigi gosterilmistir (58-60). Ancak yapilan bazi ¢aligmalarda
sadece yiiksek konsantrasyonlarda muskarinik reseptdr agonist varliginda IPs’lin
kasilmaya katkida bulundugu gosterilmistir. Buna bagli olarak noral yolla salinan
asetilkolin konsantrasyonunun her zaman yeterli seviyede IP; iiretimini uyaracak
miktarda olmadig1 disiiniilmektedir (12). Benzer sekilde yapilan bir baska
calismada Mj; muskarinik reseptor aracili kasilmada [P; iiretimi i¢in yiiksek
konsantrasyonda agonist gerektigi goOsterilmis bununla birlikte M, muskarinik

reseptor aracili kasilmada IP3’iin katkis1 olmadigi bulunmustur (61).

M; reseptOriinlin  uyarilmasi sonrasinda temel olarak uyarilan bu ikinci
mesajci sistemin disinda bagka sinyal yolaklar1 da gorev almaktadir. Bunlar arasinda
fosfolipaz D ve A, gibi diger fosfolipazlar, tirozin kinaz, MAPK ve Rho kinazlarin
uyarilmasi sayilabilir (62). Her ne kadar M3 reseptér uyarilmasi baslica fosfolipaz
aktivasyonuna neden olsa da L-tipi Ca™ kanallarimin acilisi ve rho kinaz
aktivasyonunun daha 6nemli role sahip oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 2.4) (62,63).
Rho kinazin bu roliinii destekler sekilde Jezior ve arkadaslari detriisor diiz kasinda
muskarinik reseptor aktivasyonundan hem segici olmayan katyon kanallarinin hem
de Rho kinaz aktivasyonunun sorumlu oldugunu gostermistir (56). Bir diger
calismada Wibberley ve arkadaslari Rho kinaz inhibitdrlerinin (Y-27632) G protein
bagimli reseptor agonisti olan karbakolle indiiklenmis sigan detriisor kasi kasilmasini

inhibe ettigini ve bazal tonusu azalttigini1 gostermistir (64).

Muskarinik M, reseptorleri ise G; protein bagimhdir. Ca™ ile aktiflesen K
kanallarini, ATP duyarli K* kanallarin1 ve secici olmayan iyon kanallarmi inhibe
eder (65,66). Adenilat siklazi inhibe ederek cAMP {iretimini azaltir (67). Dolayisiyla
cAMP artisina bagli olarak meydana gelen protein kinaz-A (PKA) aktivasyonu ve

hiicre i¢i Ca™ azalmasi sonucu olusan gevseme cevabi engellenmis olur (52).

Detriisore ek olarak iirotelyum ve lamina propriada muskarinik reseptorlerin
varligi gosterilmistir ve hatta buradaki yogunlugunun detriisér kastan daha fazla

oldugu bulunmustur (68,69). Insan ve cesitli tiirlerde, iirotelyumdaki muskarinik
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reseptorlerden M, ve Mj’lin daha fazla sayida bulundugu (63) ve insan
iirotelyumunda yapilan ¢alismalarda muskarinik reseptor cesitlerinin iiretelyumun
farkli hiicre tabakalarinda farkli yogunlukta oldugu gosterilmistir (70). Urotelyum,
iizerinde bulunan pek cok reseptor araciligi ile ¢esitli uyaranlara karsi araci
molekiiller salgilar ve sonrasinda diger iiretelyal hiicreleri, afferent sinirleri ve diiz

kasi etkileyerek mesane fonksiyonunu diizenler.
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Sekil 2.4 Mesane kasilma ve gevsemesine aracilik eden sinyal yolaklar1. (52)

2.5.3. Adrenerjik Mekanizma

Adrenal medulla ve sempatik sinir sonlanmalarindan  salgilanan
ketakolaminler tiim viicutta hiicre membranlarinda yer alan ayni reseptdr ailesine
(adrenerjik reseptor ailesi) baglanarak etki gostermektedirler. Adrenerjik reseptorler
transmembran proteinleridir ve hiicre dis1 amino ve hiicre i¢i karboksi ug¢larindan
meydana gelmektedirler. 5 farkli alt tipi (o, an, Pi, B2 ve B3) olan adrenerjik
reseptorler, fizyolojik olaylarin diizenlenmesini farkli ikinci mesajcilar {izerinden

kontrol etmektedirler. B-adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi, ikinci mesajct olarak
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cAMP artisina neden olurken a-adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi fosfolipaz C ve
adenilat siklaz enzim aktivasyonlarmmn yam swa Ca™ ve K’ kanallarm da

etkileyebilmektedirler (71).

a ve B-adrenerjik reseptorlerin mesanedeki dagilimi fonksiyonel olarak 6nem
gostermektedir. Mesane govdesi yliksek oranda B-adrenerjik reseptor ve az oranda a-
adrenerjik reseptdr icerirken, mesane tabani ve iiretra yiiksek oranda a-adrenerjik

reseptOr ve az oranda [-adrenerjik reseptor igermektedir (72).

Sempatik aktivasyon ile uyarilan B-adrenoseptorlerin detriisor diiz kasindaki
gevsetici etkisi miksiyon dongiisiiniin depolama fazinda 6nem kazanmaktadir (73).
Mesanede bulunan B-adrenerjik reseptorlerin {iciinlin mRNA seviyeleri sicanda (74)
neredeyse benzerken insan mesanesinde [-adrenerjik reseptor mRNA’larinin

%95’den fazlasinin Ps-adrenerjik alt reseptor tipine ait oldugu gosterilmistir (73).

Insan detriisér kasinda bulunan gevsemeden sorumlu B-adrenoseptor alt
tiplerinden baglica B; ve daha az oranda [, detriisor kasta eksprese edilmektedir
(28,73,75). Bu reseptorler Gs protein bagimhidir ve diiz kas cAMP seviyesini
arttrirarak PKA’nin aktivasyonunu saglar. Bu aktivasyon detriisoriin gevsemesine
neden olmaktadir (Sekil 2.4) (28). cAMP iiretiminin artmast ayni zamanda
sitoplazmik Ca™ konsantrasyonunda bir azalmaya neden olarak yine gevsemede
etkili olmaktadir. B-adrenerjik reseptor aracili diiz kas gevsemesinde anahtar rol
oynayan cAMP’nin (73) yani sira ¢ok daha 6nemli bir diger mekanizma Caile
aktive olan K kanalinin gegirgenliginin artisidir (76). Asir1 aktif mesane tedavisinde
selektif B reseptor agonistlerinin kullanimi ile ilgili olarak son zamanlarda yapilan

pek ¢ok calisma bulunmaktadir (77-79).

Cesitli tanimlama yontemleriyle a;-adrenoseptorlerin o, o, ve ajq olmak
iizere 3 alt tipi oldugu belirlenmistir (80). a, alt tipi genellikle prostat ve mesane
boynunda diiz kas tonusunu diizenlerken, oy alt tipi kii¢iik diren¢ damarlarinin
kasilmasiyla kan basincinin diizenlenmesine katkida bulunur. a4 alt tipi de mesane

fonksiyonlarinda ve spinal kordun inervasyonunda yer alir (76). Pek ¢ok tiirde a-
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adrenoseptorlerin uyarilmasi detriisor diiz kasinda zayif kasilmalara neden olurken,
kuvvetli kasilmalar daha ¢ok trigonda, mesane boynu ve tabaninda gozlenmistir. Bu
etkilerin fizyolojik ©Onemi bilinmemekle birlikte mesane boynunun sempatik

sistemden ziyade daha ¢ok parasempatik kontrol altinda oldugu yorumu yapilabilir

(81).

a;-adrenoseptorler etkilerini genellikle Gy/11 proteinleri araciligiyla gosterirler
(82) ve reseptorlerin uyarilmasi ile fosfolipaz C aktivasyonu, IP; ve DAG ikinci
mesajcilarin  liretimi, endoplazmik retikulumdan Ca™ salmm ve genlerin

aktivasyonu ile diiz kas kasilmasi olusur (83).

2.5.4. Nonadrenerjik Nonkolinerjik Mekanizma

Piirinerjik Reseptorler

Piirinler tarafindan meydana gelen ekstraseliiler sinyal mekanizmasi ve
pirinerjik reseptorlerin tanimlanmasindan sonra yapilan caligmalarda piirinerjik
reseptorler P1 (ligandi adenozin) ve P2 (ligandi ATP ve ADP) olmak {izere 2 gruba,
P2 reseptorii de P2X ve P2Y olmak iizere alt gruplara ayrilmustir (84). Uretelyumda
ve detriisorde P2 reseptorlerinin ekspresyonu gosterilmistir (85,86). Pek cok memeli
tiriinde ATP, parasempatik sinirlerden ACh ile birlikte salinarak piirinerjik
reseptorleri aktive eder. ATP ayrica mesane gerildiginde iirotelyumdan da salinir ve
mesanenin doluluguyla ilgili sinyal iletimi i¢in P2X ve P2Y reseptorlerine

baglanarak etkisini gosterir (7,86,87).

P2X reseptorleri iyonotropik, ligand bagimli spesifik olmayan katyon
kanallar1 olup 7 tane P2X reseptoriine ait alt tip (P2X,_7) klonlanmis ve karakterize
edilmistir. Bunlardan P2X;’in detriisorde, P2X3’lin mesanenin afferent sinirlerinde
eksprese edildigi belirlenmistir (88,89). P2X; reseptorii hiicre i¢ine Na™ ve Ca"
gecisini saglar, aksiyon potansiyeli tiretimi igin L-tipi Ca™ kanali aktive eder,
boylelikle daha fazla Ca™ akist olur (89). Ca™ ‘un iceri girisi direkt olarak kontraktil
proteinleri etkiler ya da Ca™ depolarmdan CICR araciligiyla intraseliller Ca™

konsantrasyonunun etkin bir bi¢imde artigin1 saglar (7).



18

P2Y reseptorleri ise metabotropik G protein bagimli olup P2Y reseptoriiniin 8
alt tipi (P2Y124.6.11-14) oldugu gosterilmistir (84). Detriisor diiz kas hiicrelerinde ve
mesane kan damarlarinda varligi gosterilen P2Y,; piirinoseptorlerin  sican
mesanesinde tonusu inhibe ettigi gosterilmistir (90,91). P2Y reseptorleri cAMP

bagimli PKA aktivitesiyle diiz kasin gevsemesinde rol oynamaktadir (92).

Nitrik oksit (NO)

L-arjinininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile iiretilen NO, alt iiriner
sistemde inhibitor NANC cevaptan sorumludur (12). Sinir hiicrelerinde bulunan
NOS enzimi mesanenin daha ¢ok boyun kisminda yer almaktadir. NO miksiyon
sirasinda iiretral gevsemede Onemli inhibitor etkisi (17) olmakla birlikte mesanede
siirl etkilere sahiptir (93). Normal kosullarda mesanenin dolumu sirasinda meydana
gelen gevseme, fizyolojik sinirlar igerisinde, intravezikal basingta minimal bir artigla
biiylik idrar hacminin saglanmasina yardimei olur. Bu durum sadece mesanenin
fiziksel = Ozelliklerinden kaynaklanmaz, parasempatik sinir aktivasyonunun
inhibisyonu veya sempatik sinir aktivasyonunun artistyla birlikte NO iiretimi ile

gergeklesen gevseme cevabinin katkisi vardir (12).

Diger Reseptorler
Mesane kasilma ve gevseme cevabinin diizenlenmesinde NANC mekanizma
icinde ATP ve NO disinda gorev alan aract molekiiller farkli reseptorler araciligiyla

etkilerini gostermektedirler.

Ornegin, 5-hidroksitriptamin olarak bilinen serotonin hem ndrotransmitter
hem de lokal hormon olarak gorev yapmaktadir (94). Beyin sapindan spinal kordun
arka boynuzuna gelen serotonerjik projeksiyonlar alt {riner sistemin
fonksiyonlarinda etkiler gosterirler. Mesanede yer alan serotonerjik aktivite sempatik
sistemi uyarip, parasempatik sistemi inhibe ederek idrarin depolanmasini saglar (95).
5-HT, mesaneden kalkan duyusal bilgileri 5-HT; ve 5-HTs reseptorleri araciligiyla
engeller (96). Dolayisiyla mesanenin doldugu bilgisini génderemeyen mesanede

nosiseptif siire¢ baslar ve serotonin bu siirecin artmasina neden olur (97).
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Bir baska norotransmiter olan dopaminin etkilerine aracilik eden dopamin
reseptorlerinden D; ve Ds mesane diiz kas kasilma tizerindeki uyarici etki gosterirken
D,, D3 ve Dy reseptorleri kasilmanin inhibe edilmesinde gorev almaktadirlar (94).
Hou ve arkadaslari, spinal kord hasarindan sonra dopaminin miksiyon refleksini

tyilestirici etkisi oldugunu gostermislerdir (98).

Prostaglandinler, siklooksijenaz yolagi kullanilarak arasidonik asitten
sentezlenirler ve mesane diiz kasinin tonusu dahil olmak iizere pek cok biyolojik
cevabin diizenlenmesinde gorev alirlar (99). Prostanoid reseptorlerin EP1, EP3, TP
ve FP gibi farkli alt tipleri detriisor diiz kas kasilmasinda c¢esitli etkiler
gostermektedir (99-101). In vitro sigan detriisor diiz kas kasilmalarindan sorumlu ana
prostanoid reseptorler EP1 ve EP3 oldugu bulunmustur (102). In vivo sigan
deneylerinde EP1 prostanoid reseptoriiniin inhibisyonuyla mesane kapasitesinde bir
artis oldugu gosterilmistir (103). Asir1 aktif mesane hastalarinda PGE2 ve PGF2a

seviyelerinin kontrole gore arttig1 bulunmustur (104).

Endotelyal hiicrelerden salinan ve major vazokonstriktif peptidlerden biri
olan endotelin-1 (ET-1) mesanede diiz kasta, endotelyal hiicrelerde ve fibroblastlarda
sentezlenmektedir. ET-1’in izole mesane diiz kas seritlerine uygulanmasiyla uzamis
kasilma cevaplar1 elde edildigi gosterilmistir (105). Sicanlarda yapilan bir ¢alismada
intravendz ET-1 uygulamasmin ortalama miksiyon hacminde bir azalisa neden

oldugu gosterilmistir (106).

TRP reseptorleri (Trancient Receptor Potential- Gegici reseptdr potansiyeli)
secici olmayan iyon kanallar1 olmakla birlikte sicaklik, basing-gerim, osmolarite, pH
gibi bircok duyusal sinyallerin 6nemli diizenleyicileridir (107). TRP kanallarinin
fonksiyon bozuklugu sonucunda i¢inde asir1 aktif mesaneninde bulundugu c¢esitli
hastaliklar meydana gelmektedir. TRP reseptorlerinin bir alt iiyesi olan TRPV
(Vaniloid) reseptorler mesane iirotelyumunda, subiirotelyal afferent sinirlerde ve
miyofibroblast pleksuslarda yer almaktadir (17). TRPV1 reseptorlerinin mesanede

visseral agrinin gelisiminde onemli rol oynadiklarina inanilmaktadir (108). TRPV4
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knock out farelerde iirinasyon kasilma frekanslarinda artis oldugu belirlenmistir.

Ayrica TRPV4 reseptorleri yangi durumda aktive olmaktadirlar (109).

2.6. Mesanede Spontan Aktivite

Mesanede gerek izole doku seritlerinde gerekse organin tiimiinde dlgiilebilen
spontan kasilmalar liretebilmektedir. Spontan kasilmalar spinal kord hasar sonucu
meydana gelen ndropati veya obstriiktif hastaliklarda daha da artmaktadir. Normal ve
anormal durumlarda meydana gelen spontan kasilmalarin nedeni olarak motor
sinirlerden siirekli transmitter salinimi, detriisdr kasinin intrinsik miyojenik aktivitesi
ve detriisor kas ile mukozayi olusturan iirotelyum ve subiirotelyum arasindaki

etkilesimler gibi farkli mekanizmalar one siirtilmiistiir (110).

One siiriilen hipotezlerden biri olan nérojenik hipoteze gére merkezi sinir
sistemi aracili sakral parasempatik inhibisyonun azalmasina bagli olarak miksiyon

refleksinin kazanci ve detriisor kasinin motor aktivitesi artar (7,111).

Miyojenik hipoteze gore ise diiz kas hiicrelerinin uyarilabilirligindeki ve
(112) diiz kas hiicreleri ve interstisyel hiicreler arasindaki hiicrelerarasi
baglantilardaki degisiklikler (113) daha biiyiik kasilmalara neden olabilir. Asir1 aktif
mesane hiicrelerinde T- tipi Ca™ kanallarmim miktarmin artis1 (114) ve bu kanallarin
blokaji sonucunda spontan aktivitenin azalmis olmasi (115) spontan aktivitenin

olusumuna katkilarini isaret eden gostergelerdir.

Kushida ve arkadaglarina gore detriisor ve mukoza tabakalar1 birbirinden
bagimsiz bir sekilde spontan kasilmalar {iretebilmektedir (110) Uretelyum kaynakli
hipoteze gore iirotelyum ve subiirotelyum gerildiginde ATP ve ACh gibi
transmitterler salgilayarak veya igerdigi interstisyel hiicreler arasindaki baglantilar
yoluyla spontan kasilmalar tiretebilmektedir (110). Mukozadaki spontan elektriksel
aktiviteden sorumlu 6nemli bir hiicre grubu olan ve diiz kastaki miyozinden farkl bir
formda olan kontraktil proteinler igeren intertisiyel hiicrelerde olusan bu aktivite

(110) spontan kasilmalarin iretildigi detriisore iletilir (26). Bunlara ek olarak
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muskularis mukozanin hem hiicre i¢i kalsiyum artisina neden olan yolaklar tizerinden
hem de iretelyumdan serbestlenen kontraktil agonistler araciligi ile spontan
kasilmalara katkida bulundugu belirtilmektedir (110,116). Ayrica kasilma ile ilgili
olabilecek bir bagka kaynak gec¢ici spontan kalsiyum artiglart olusturabilen

subiiretelyal veniilleri cevreleyen perisitlerdir (117).

TTX, motor sinirlerdeki Na® kanallarimi bloke eder. TTX’e karsi direng
gosteren spontan kasilmalar ekstraseliiler Ca™>*un girisini sinirlayan L-tipi Ca™ kanal
blokerleri veya ekstraseliiler Ca™’un azalmasina neden olan ajanlar tarafindan

ortadan kaldirilabilir (118).

2.7. Leptin Molekiilii ve Sentezi

1950’11 yillarin sonlarinda farelerde 6. kromozomun uzun kolunda yer alan
lep veya ob olarak adlandirilan gendeki mutasyon sonucunda obez farelerin, 1965
yilinda ise 4. kromozomda yer alan db genindeki mutasyon sonucunda diyabetik
obez farelerin olustugu gosterilmistir. Coleman ve arkadaslar1 tarafindan ob/ob ve
db/db fareler ile yapilan parabiyoz ¢alismalari sonucunda db/db farenin kan yoluyla
gecebilen bir “tokluk™ faktorii iirettigi ve bu faktériin ob/ob farelerde obeziteyi
tyilestirici etkisi oldugu bulunmustur (119). Yillar siiren klonlama g¢aligmalari
sonucunda 1994 yilinda Friedman ve arkadaglari tarafindan 16 kDa agirliginda ve
167 aminoasitten olusan polipeptid yapidaki leptin hormonu “tokluk™ faktorii olarak

tanimlanmistir (120).

Leptinin {iriinii oldugu ob geni yaklagik 20 kb uzunlugunda 2 intronla
ayrilmis 3 ekzondan olusmaktadir (121). 167 aminoasitten olusan leptinin 21
aminoasitlik sinyal kismi ayrildiktan sonra 146 aminoasitten olusan olgun leptin
fonksiyonel bir protein olarak salinir. Sitokin ailesinden olan leptin 4a antiparalel
(A,B,C ve D) sarmal yapida diizenlenmis olup kristal yapis1 CD loop’undaki sistein
(Cys) 96 ve C-ucundaki Cys 146 aminoasitleri arasindaki disiilfid baglariyla
saglamlagtirilirak leptin molekiiliiniin 3 boyutlu yapist olusturulur (122). Leptin
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molekiiliiniin reseptdriine baglanmasinda 3 boyutlu yapisinin 6nemli bir rolii oldugu

gosterilmistir (123).

Leptin ¢ogunlukla beyaz yag dokuda ve daha az miktarda olmak iizere
kahverengi yag dokuda tiretilir (124). Yag dokunun yani1 sira mide, plasenta, bobrek,
iskelet kas1 ve uterus gibi doku ve organlarda da iretilmektedir (125-130).
Dolasimdaki leptin seviyeleri adipoz dokularin boyutuyla ilgili bilgi verir ve enerji
depolarimin durumunu beyine iletir (131,132). Leptin konsantrasyonu viicut yag
ylizdesi ile orantili bir sekilde artis gostermektedir (133). Leptin ekspresyonu ve
dolasimdaki seviyeleri beslenme durumundaki degisikliklere gore degisir (131).
Aglik durumunda dolasimdaki leptin seviyesi azalirken, tokluk veya obezite

durumlarinda leptin seviyeleri artmaktadir (132).

Leptin sentezi ve dolasimdaki leptin miktari, glin igindeki seviyelerine gore
gece en yiiksek seviyelere ulasacak sekilde sirkadyen ritim gostermektedir (5,131).
Leptin ekspresyonu ve salinimi inflamatuar sitokinler, glikokortikoidler ve insiilin
gibi pek ¢ok faktor tarafindan diizenlenmektedir (134). Leptin ekspresyonu beyaz
yag dokuda preadipositlerin adipositlere farklilagsmasiyla indiiklenir ve dolasimdaki
insiilin konsantrasyonuna bagli olarak aglik-tokluk ve diyabet gibi durumlarin
degisikligiyle diizenlenir. Aglik veya streptozotosinle indiiklenen diyabet gibi
durumlarda leptin mRNA seviyeleri azalir ve bu azalis besin alimi veya insiilin
takviyesiyle yeniden normale doner (135). Insiilin, PiGK ve MAPK sinyal
yolaklariyla trofoblastik hiicrelerde leptin ekspresyonunu indiikler (136).

Leptin seviyeleri cinsiyet farkliligi gosterir. Ostrojen leptin sentezini
artirirken, testosteron leptin sentezini inhibe etmektedir. Ayni zamanda deri alt1 yag
dokusunda leptin ekspresyonu fazladir. Dolayisiyla leptin sentezi kadinlarda

erkeklerden daha fazladir (137,138).

Yiiksek leptin seviyelerinin goriildiigii obez kisilerde leptin direncine bagl
olarak leptinin besin alimini inhibe edici ve enerji harcanmasindaki artis1 saglayici

etkisi goriilmez (139). Leptin direnci, beyine leptin aliminin ya da santral sistemin
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leptine olan cevabinin azalmasiyla olusmaktadir (140). Hiicresel seviyede leptin
direnci leptinle uyarilan pSTAT-3 ekspresyonunun gerceklesememesi (141) ile
belirlenebilirken fizyolojik olarak diyetle olusturulan obez farelerde leptinin besin
alim1 azalmasi ve kilo kaybina yol acan etkileri goriilmez (142). Ayrica, yapilan in
vivo ve in vitro farmakolojik caligmalarda obezite ve leptin direnci ile hipotalamik

endoplazmik retikulum stresi arasinda yakin bir iligski oldugu gosterilmistir (143).

2.8. Leptin Reseptorleri ve Etki Mekanizmasi

Leptin reseptorleri, yiiksek afiniteli leptin baglanma bdlgelerini tanimlamak
amaciyla yapilan ¢alismalar sonucunda db gen iiriinii olarak 1995 yilinda Tartaglia
ve arkadaslan tarafindan kesfedilmistir (144). Insanda 1p kromozomunda, farede 4.
ve siganda 5. kromozomda yer alan bu reseptorler (145) Simif-1 sitokin reseptor
ailesinin bir liyesi olup simdiye kadar 6 farkli izoformu tanimlanmistir (Sekil 2.5).
Leptin reseptorleri ObRa-f ve ya LepRa-f seklinde gosterilmektedir (146,147).
LepRa, LepRc, LepRd ve LepRf kisa izoformlarken LepRb fonksiyonel uzun
izoformdur En kiiciik izorform olan LepRe reseptdrden ziyade c¢oziinebilir bir
baglayici protein olarak gorev yapmaktadir. Bu reseptor alt tipinin intraseliiler veya
transmembran domainleri bulunmamakla birlikte bazi tiirlerin dolasiminda mevcut
oldugu gosterilmistir (147). Tiim izoformlar ligand bagimli ekstraselliiler domainleri
bulunur. LepRa, LepRb, LepRc, LepRd ve LepRf izoformlar1 transmembran
domainlere ve intraseliiler farkli karboksi uglarina sahiptir. Ancak sadece uzun form
olarak bilinnen LepRb izoformu JAK-STAT (Janus Kinaz-Sinyal Doniistiirticii
Transkripsiyon Aktivatorii) sinyal yolagiin aktivasyonu icin gerekli intraseliiler
motifleri (box1-box2) igerir (137). Kisa form LepRa’nin sinyal kapasitesisi ic¢in
sadece box-1 motifi yeterli olmaktadir ve LepRa sinyal mekanizmasi mitojenik

aktiviteden sorumlu MAPK yolagi tizerinden olmaktadir (148).
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Sekil 2.5 Leptin reseptor izoformlari. (137)

Leptin reseptorlerinin dokulardaki varligi olduk¢a yaygindir. LepRa hemen
hemen her dokuda eksprese edilirken, LepRb sadece yogun olarak hipotalamusta ve
az miktarlarda diger dokularda eksprese edilir (147). Yapilan RT-PCR ve
immunoblotlama teknikleriyle normal mesane dokusunda LepRa’nin major izoform
oldugu ve kanserli dokularda ekspresyonunun énemli derecede azaldig1 gosterilmistir

(149).

Her leptin reseptorii 1 leptin molekiilii baglayabilir (147). Bununla birlikte,
iki leptin reseptoriiniin bir leptin molekiiliine baglandig1 reseptdr dimerizasyonu
olusumu sonrasinda hiicre i¢i sinyal iletimi baglatilabilir. Dimerizasyonun
gergeklesebilmesi i¢in leptin reseptdriiniin ekstraselliiler parcasi yeterli olmaktadir
(150). Cogu sitokin reseptorleri dimerizasyon i¢in ligand baglanmasina ihtiyag
duyarken ligand baglanmamis leptin reseptorleri hiicre membraninda dimer olarak

bulunmaktadirlar (151).
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Sekil 2.6 Leptin reseptorii etki mekanizmasi. (152)

Leptin, LepRa reseptoriine baglandiginda MAPK yolagini aktiflestirirken,
LepRb reseptoriine baglandiginda hem JAK2 hem de reseptor iizerinde bulunan
tirozin halkalarini fosforilleyerek aktivasyonunu saglar (Sekil 2.6). Ayrica, JAK2 nin
fosforillenmesi insiilin reseptdr sinyal proteinlerini de fosforilleyerek PI3K sinyal
yolagim1 aktive eder (153). LepRb {izerinde bulunan 3 tirozin halkasinin (Y985,
Y1077 ve Y1138) herbirinin fosforilasyonu farkli bir leptin fonksiyonuna ait 6zel
sinyal mekanizmasin1 devreye sokar. Y985 SHP-2 (src-homoloji-2 domain protein)
ve MAPK sinyal yolaklarimi aktive ederek leptin sinyalinin negatif geri bildirim
kontroliinii diizenler. Y1077, STATS sinyalinin aktivasyonunu saglayarak leptinin
iireme lizerine etkilerini diizenler. Son olarak Y1138 ise STAT3 {izerinden leptinin
enerji homeostazisindeki ana etkisini ve nodroendokrin fonksiyonlarmi diizenler.

Leptinin yine bu yolak {izerinde az da olsa tiremeyle ilgili etkisi vardir (154).
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2.9. Leptinin Fonksiyonlar:

Leptin viicut agirligimin ve enerji dengesinin diizenlenmesinde sinyal
molekiilii olarak gorev alir (120). Enerji homeostazisindeki diizenleyici roliiniin etki
mekanizmasi ve etki ettigi bolgelere yonelik yapilan calismalarda, genellikle santral
sinir sisteminde etkilerini LepRb reseptorii araciligi ile gosterdigi bulunmustur (155).
Leptin enerji diizenlenmesi 1ile ilgili olarak hipotalamusun kontrolii altinda besin
alimin1 inhibe eder. Santral leptin, reseptorleri araciligr ile adipoz dokudaki enerji
harcanmasin1 saglayan sempatik sistemin aktivasyonunu artirir (139). Cogu
caligmada leptinin hipotalamustaki etki bolgesinin arkuat nukleus oldugu
gosterilmistir. Leptin burada oroksijenik Aguti iligkili protein (AgRP) ve néropeptit
Y iceren noronlari inhibe ederken anoreksijenik proopiomelanokortin (POMC)

iceren noronlar1 uyarmaktadir (156).

Leptinin besin alim1 ve enerji diizenlenmesindeki temel gorevlerinin disinda
cesitli fonksiyonlar1 da mevcuttur. Ornegin, suprafizyolojik diizeylerde leptinin
MAPK sinyal yolag1 aktivasyonunda bir azalisa neden olarak o6zellikle kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi gosterilmistir (157). Bir bagka ¢calismada, leptin,
fetal donemde yutkunma ve idrar cikisini artirdigindan beslenme davraniginin
gelisimine katki sagladigi bulunmustur (158). Ayrica yine fetal donemde leptinin
strfaktan proteinlerinin sentezini artirdig1 ve akciger gelisimine katkida bulundugu

gosterilmistir (159).

2.10. Leptinin Diiz Kas Kasilmasina Etkisi

Leptin hormonuna ismini veren ve hem kendisinin hem de reseptorlerinin
tanimlanmasina aracilik eden enerji metabolizmasi ile ilgili ¢cok bilinen etkilerinin
yan1 sira yapilan calismalarda diiz kaslar {izerinde Onemli etkileri oldugu

gosterilmistir.

Genel olarak adipoz dokudan salinan ve hiicre sinyal diizenleyicileri olarak

tanimlanan adipokinlerin bazilar1 (adiponektin, omentin, visfatin vb.) vazorelaksan
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etki gosterirlerken bazilar1 (anjiotensin-II, nesfatin-I, resistin vb.) vazokonstriiktor
etki gosterir. Leptin, ghrelin, timor nekrozis faktor-o ve apelin gibi adipokinler ise
hem vazorelaksan hem de konstriiktor etki gosterirler (160). Farkli hedef dokularda

leptinin diiz kas iizerindeki etkilerini arastiran ¢alismalar bulunmaktadir.

Leptin in vitro aort diiz kasinda sarkoplazmik retikulumdan hiicre i¢ine Ca™
salinimin1 azaltarak Anjiotensin-II ile olusturulan vazokonstriiksiyonu baskilamistir
(161). Ayrica, farkli damarlarda endotel bagimli ve endotelden bagimsiz olarak

gevsemeye yol agtig1 gosterilmistir (162,163).

Obezitede goriilen yiiksek leptin seviyelerinin astim ve artmis solunum yolu
cevabi ile iligkili olabilecegi belirtilmistir (164). Viicut agirhigmin yiiksek ya da
disiik oldugu bireylerde, sirasiyla obezite ile iligkili leptin direnci ve viicut yag
kiitlesi azligmma bagli olarak olusan diisiik leptin seviyeleri sonucunda
bronkokonstriiksiyon goriilmektedir. Leptinin solunum yolu diiz kas hiicrelerindeki
gevsetici etkisini indirekt olarak parasempatik sistemin inhibisyonuyla olusturdugu

gosterilmistir (165).

Gastrointestinal (GI) kanalda leptin, besin aliminin diizenlenmesi, bliyiime ve
inflamasyon gibi fonksiyonlarinin yani sira enterik sinir sistemi aracilifiyla GI
motilitede gorev almaktadir Gastrointestinal kanalda mekanoreseptorler ilizerinde
hem eksitator hem de inhibitor etkilere sahip olan leptin gastrik bosalmanin siiresini
ve besinlerin gecisini etkilemektedir (166). Leptinin kolon diiz kas tonusun

azalmasina yol agan etkilerine nitrerjik ndronlarin aracilik ettigi gosterilmistir (167).

Leptin safra kesesinde emilim ve sekresyonla iliskili olan protein sentezini
kontrol eden genlerin ekspresyonunu diizenler ve leptinden yoksun obez ve leptin
direngli obez ya da obez olmayan diyabetik farelerde safra kesesinin safra hacminde
artis ve kasilabilirliginde azalis goriilmektedir (168). Leptin eksikligi olan farelerde
asetilkolin ve kolesistokinin gibi eksitator uyaranlara karsi safra kesesi diiz kas
cevabr azalmakla birlikte leptin tedavisiyle bu durumun iyilestigi goriilmektedir

(169).
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Gebelik stliresince serum leptin  konsantrasyonlarinin — artis1 ~ iireme
biyolojisinde leptinin 6énemli bir rolii oldugunu gostermektedir (170). Sicanlarda
yapilan bir ¢alismada gebelik siiresince leptin seviyelerinin arttigi daha sonra
azaldig1 ve gebeligin son giinii tekrar bazal seviyesine dondiigli gosterilmistir (171).
Leptinin spontan ve agonist indiiklii miyometriyum kasilmalarinda artan dozlarda

inhibitor etkilerinin oldugu gosterilmistir (129,172).

Leptin iiriner sistem fonksiyonu ile ilgili olarak diilirez ve natrilirezi uyarict
etkisi oldugu ancak bu etkilerin direkt olarak detriisor kas kasilmasini etkilemeden
santral etkileri aracilig ile olustugu gosterilmistir (158). Iskemi/reperfiizyon hasari
sonrasinda lokal leptin uygulamasi mesane dokusunu korumaya yardimci olmaktadir
(173). Ayrica asir1 aktif mesane sendromlu hastalarda serum leptin seviyelerinin
arttig1 gosterilmistir (174,175). Bununla birlikte, leptinin insan detriisor diiz kasinda
asirt aktif mesane semptomlarma neden olabilecek kolinerjik etkilere veya

antikolinerjik gevsetici etkilere sahip olup olmadigi tartisilmaktadir (176).

2.11. Hipotez ve Amag¢

Leptinin mesane diiz kas1 disindaki diiz kas dokularindaki inhibitor etkilerini
g6z oniinde bulundurarak “Leptin sican detriisor diiz kas kasilmasini inhibe eder”
seklinde hipotezimizi olusturduk. Bu c¢alismada amaglarimiz leptinin detriisor diiz
kas kasilmasindaki diizenleyici roliinii in vitro olarak arastirmak ve kas
kasilmasindaki olas1 inhibitor etkisinde kolinerjik, piirinerjik ve nitrerjik yolaklarin

katkisin1 aragtirmaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada 13 adet 300-400 gram agirlikta Sprague-Dawley eriskin erkek
sican kullamldi. Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Yetistirme
Unitesinde sicaklik ve nemi sabit ve 12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisii olan
ortamda barindirilan hayvanlar deney giinii Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarina getirildi. Hayvanlara barmma siireleri
boyunca su ve standart yeme erisimleri ile ilgili herhangi bir kisitlanma
uygulanmadi. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun onay1 sonrasinda baslayan

deneyler Helsinki Deklarasyonuna uygun olarak gerceklestirildi.

3.1. Cerrahi Islemler ve izole Organ Banyosu

Ketamin anestezisi (Ketamidor, 90 mg/kg i.m.) uygulanan hayvanlarda
abdominal kesi sonrasinda cilt ve cilt alti dokular gegilerek mesaneye ulasildi.
Mesanenin etrafindaki yag ve bag dokusu temizlendikten sonra iireter girislerinin
proksimalinde kalan gévde kismi ¢ikarilip tartildi (Sekil 3.1). Bu islemlerin hemen
ardindan doku canliligin1 kaybetmemesi i¢in oksijenlenmis soguk Krebs-Henseleit

tampon ¢ozeltisine alindi.

Sekil 3.1 Abdominal kesi sonrasinda mesanenin ¢ikarilmasi.

Cikarilan mesane dokusundan 2 mm eninde 10 mm uzunlugunda 4 adet

longitudinal diiz kas seritleri hazirland1 (Sekil 3.2). Daha sonra bu seritler, 15 ml
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hacimli cam organ banyosuna bir ucu izometrik kuvvet transduserine (May FDTO5)
bagli ve dikey olacak sekilde asildi. izometrik kuvvet transduseri ile kas cevaplari
kaydedildi, kayit ve analizler i¢in bilgisayarli veri toplama ve analiz sistemi (Biopac
MP36) kullanild1 (Sekil 3.3). Krebs-Henseleit tampon ¢ozeltisinde 37 °C'de, % 5
CO; ve % 95 O, ile gazlandirilan seritlerin 1 saat siire ile yaklasik 1 gram gerim

altinda, her 15 dakikada bir yikanarak dengeye ulagmasi saglandi.

Sekil 3.2 Mesaneden hazirlanan detriisor kas seritleri.

Denge doneminin ardindan seritler 120 mM KCI soliisyonu ile kasildi.
Kasilma sonrasinda seritler 3 kez yikandiktan sonra tekrar 1 saat boyunca yikama ve
gerim ayarlamasi ile dengeye gelmesi saglandi. Elektriksel alan stimiilasyonu (EAS)
uygulanan detriisor seritlerinin bir tanesi zaman kontrol veya ¢oziicli uygulamasi i¢in
ayrildi. Banyolara tiim ilaglar ve zaman kontrol icin Krebs-Henseleit cozeltisi
150°ser ul olacak sekilde eklendi. Tiim protokollerin sonunda doku canliligi 120 mM

KCl ¢ozeltisine cevap ile degerlendirildikten sonra seritler tartildi.
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Sekil 3.3 Organ banyosu ve MP36 diizenegi

3.2. Elektriksel Alan Stimiilasyonu Aracili Kasilmalar ve Leptin Uygulamasi

EAS i¢in tiim banyolara her 3 dakikada bir 100 V genliginde 0,15 ms siireli
(duration) kare dalgalar 5 sn (train duration) boyunca 1-2-5-10-20-40-80 Hz’lik
farkli frekanslarda uygulandi (Sekil 3.4).

Tekrar 1 saatlik yikama ve dengelenme doneminin ardindan, 10 dakika 107
M Leptin, 20 dakika 10* M L-NAME ve 107 M Leptin + 10* M L-NAME
inkiibasyonu sonrasinda EAS tekrarlandi. Leptinin ¢6ziiciisii Tris HCl 20 mM

konsantrasyonda leptin ile benzer siirede inkiibasyon yapilarak uygulandi.

Kontrol EAS cevabi sonrasinda 1 saatlik yikama ve dengelenme doneminin
ardindan 10° M Atropin, 10° M Atropin + 107 M Prazosin + 10* M PPADS
inkiibasyonu sonrasinda EAS tekrarlandi. Sonrasinda bir saatlik yikama ve
dengelenme déneminin ardindan, 10 M Atropin + 107 M Leptin, 10° M Atropin +
10* M PPADS + 107 M Prazosin + 107 M Leptin inkiibasyonlar1 sonrasinda EAS
tekrarlandi. Mesane seritleri i¢in inkiibasyon siireleri Atropin ve Prazosin i¢in 20

dakika, PPADS i¢in 40 dakika ve Leptin i¢in 10 dakika olacak sekilde uygulandi.
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Sekil 3.4 Elektriksel alan stimiilatorii.

3.3. Cozelti ve Test Maddeleri

3.3.1. Krebs-Henseleit Tampon Cozeltisi

Dokunun canliliginm1 saglamak amaciyla kullanilan hiicre dis1 siviya yakin
fizyolojik ¢ozeltidir. Cozeltinin pH’s1 7,4 olacak sekilde 118,4 mM NaCl, 4,7 mM
KCl, 1,2 mM KH;PO4, 1,2 mM MgSOy4, 25,0 mM NaHCOs, 2,5 mM CaCl; ve 12,2

mM glukoz ile hazirlanmistir.

3.3.2. 120 mM KCI Cozeltisi

Dokunun canliligimmi test etmek ve kasilabilirligini belirlemek amaciyla
hazirlanan ¢ozeltidir. Icerigi Krebs-Henseleit tampon ¢dzeltisine benzer pH’s1 7,4
olacak sekilde 3,1 mM NaCl, 120 mM KCI, 1,2 mM KH;POy4, 1,2 mM MgSOQOy, 25,0
mM NaHCO;3, 2,5 mM CaCl, ve 12,2 mM glukoz ile hazirlanmistir.

3.3.3 Leptin

Bu calismada Escherichia coli’den ekspres edilen rekombinant Leptin rat
(Sigma-L5037) kullanilmistir. Liyofilize haldeki leptinden 1 mg/ml olacak sekilde 20
mM steril Tris HCI, pH 8.0 ile stok soliisyon hazirlanmistir. Hazirlanan stok

soliisyon ependorflara ayrilarak ¢calisma soliisyonlar1 hazirlanmistir.
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3.3.4 L-NAME

Agik adi N” -Nitro -L-Arginine Methyl Ester Hydrochloride olan L-NAME
(Sigma-N5751) NOS inhibitoriidiir. Molekiiler formiilii C;H;5NsO4*HCI olup
molekiiler agirligi 269,7°dir. Her deney oncesi distile su ile ¢oziildiikten sonra

kullanildi.

3.3.5 Atropin

Atropa bellodona bitkisinden izole edilen atropin (Sigma A0132), merkezi ve
periferal muskarinik asetilkolin reseptorlerinin kompetitif nonselektif antagonistidir.
Molekiiler formiilii C17H23NO; olup molekiiler agirligi 289,4°diir. Her deney oncesi

distile su ile ¢oziildiikten sonra kullanildi.

3.3.6 Prazosin Hidroklorid

Cok giiclii ve selektif a;-adrenerjik antagonist olan Prazosin Hidroklorid’in
(Sigma-P7791) molekiiler formiilii C;9H»;NsO4*HCI ve molekiiler agirligi 419,9°dur.
Her deney 6ncesi distile su ile ¢oziildiikten sonra kullanildi. Isiga duyarl oldugu icin

koyu renkli siselerde saklandi.

3.3.7 Piridoksal fosfat-6-azo(benzen-2,4-disiilfonik asit) tetrasodyum salt

hidrat (PPADS)

PPADS (Sigma-P178) hem pre- hem de postjunctional etki gosteren ve
selektif P2X purinoreseptdr antagonistidir. Molekiiler formiilii Ci4H;oN3NasO,PS; -
xH>O ve molekiiler agirligir 599,31°dir. Her deney Oncesi distile su ile ¢oziildiikten

sonra kullanild1. Isiga duyarli oldugu i¢in koyu renkli siselerde saklandi.

3.4. Hesaplamalar ve Istatistiksel Analiz

Tim deney kayitlar1 Biopac MP36 yaziliminin 3.6.7 versiyonu kullanilarak
analiz edildi. Verilerin istatistiksel analizinde Mac OS i¢in SPSS 23.0 istatistik paket
programi kullanildi. Kasilmalarin analizi i¢in uyarandan onceki 2 dakikalik kayittan

“mean” parametresi ve uyar1 anindaki kayitta “max” parametresi kullanildi.



34

Istatistiksel analiz dncesinde tiim veriler normal dagilim agisindan test edildi.
Tim seritlerden kaydedilen spontan kasilmalar ve uyarana bagl kasilma cevaplari
birim doku agirligina diisen kasilma biiytikligl (g/100 mg doku) olarak hesaplandi.
Uygulanan test maddelerinin EAS aracili olusan kasilmalar {izerine etkisi her grupta

kontrol seritlerdeki maksimum cevabin yiizdesi seklinde hesaplandi.

[lag etkilerinin karsilastirilmasi icin, EAS aracili olusturduklari frekans cevap
egrileri tekrarl Ol¢iimler i¢in varyans analizi (ANOVA for repeated measures) ve
sonrasinda Post-hoc Tukey testi kullanilarak degerlendirildi. Gruplar arasinda
farklilik ¢ikmasi durumunda frekans diizeyinde analiz yapmak icin tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) kullanildi, degerlendirme sirasinda Bonferroni diizeltmesi

uygulanarak anlamlilik diizeyi 0,0071 olarak kabul edildi.

Spontan kasilmalar {izerine test maddelerinin etkisi bagimli gruplar i¢in

Student’s t-testi ile degerlendirildi.

Tim veriler ortalama =+ standart hata (ort £ SH) olarak ifade edildi. P<0,05
anlaml olarak kabul edildi. Sonucglarda hayvan sayis1 ve serit sayisi sirasiyla N ve n

olarak belirtildi.
3.5. Etik Kurul izni
Bu calisma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda

gergeklestirilmistir. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 26 Mayis 2015 tarih ve

20015/49-10 sayili karar1 ile onay alindiktan sonra deneylere baslanmustir.
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan hayvanlarin (N=13) viicut agirliklar1 ve mesane

agirliklar1 Tablo 4.1 ‘de gosterilmektedir.

Tablo 4.1.Deney protokoliinde kullanilan hayvan sayilari, viicut ve mesane agirliklar

Hayvan Sayis1 (N) Viicut Agirlig (g) Mesane Agirligi (mg)
1 414,2 78,4
2 480,6 95,6
3 458,0 71,8
4 399,0 57,9
5 390,0 63,3
6 419,8 62,3
7 4039 83,7
8 388,3 76,5
9 375,5 66,7
10 398,1 56,1
11 438,2 78,1
12 3822 76,8
13 393,7 63,8
Ortalama + SH 410,9+8,6 71,6 £3,1

Diiz kas seritlerinin (n=42) 120 mM KCI uyaris1 ile elde edilen kasilma
cevaplar1 ortalamasi 39 + 2,5 g/100 mg doku olarak 6l¢iildii.
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Sekil 4.1 Detriisor kas seritlerine uygulanan 120 mM KCl ve EAS ile olusan

kasilmalar

4.1. Elektriksel Alan Stimiilasyonu Aracili Kasilmalar ve Leptin Uygulamasi

Detriisor diiz kas seritlerinde elde edilen kontrol kasilma cevaplar1 (Sekil 4.1)
sonrasinda uygulanan leptin, L-NAME ve leptin+tL-NAME inkiibasyonlar1 frekans
artisina bagli olarak EAS kasilma cevaplarina neden oldu. Test maddelerinin
olusturdugu maksimum cevaplar sirasiyla 41,9 £ 2,7 , 36,1 + 5,9 ve 36,8 £ 4,0 g/100
mg doku olarak o6l¢iildii (Tablo 4.2). Leptin uygulamasi sonrasinda elde edilen
kasilma cevabi1 kendi kontrol kasilma cevabina gore yaklasik olarak % 10 oraninda
artisa neden oldu ancak benzer oranda degisiklige yol agan ¢oziicli kontroliine gore
diizeltme yapildiginda bu etki ortadan kalkti. L-NAME ve leptintL-NAME
inkiibasyonlar1 sonrasinda olusan kasilma cevaplarindaki artiglar kontrol kasilma
cevaplarindan farkli degildi. Uygulanan test maddelerinin olusturduklar1t EAS aracili

kasilma cevaplari birbirleriyle karsilastirildiginda fark bulunamadi (Sekil 4.2).
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Tablo 4.2. Sigan detriisor kas seritlerinde leptin, L-NAME ve leptintL-NAME

inkiibasyonu sonrasinda EAS ile olusturulan kasilma cevaplar1 (n=7) (g/100 mg

doku) (ort + SH). Leptin 107 M, L-NAME 10* M

Frekans Kontrol Leptin L-NAME  LeptintL-NAME
1 Hz 8,6+ 1,3 134+1,4 12,0+ 3,6 11,7+1,5
2 Hz 134+ 1,2 18,4+ 1,7 16,9+4,0 16,6 2.4
SHz 222+ 1,7 29,0+ 1,8 26,6 5,5 26,4+3,6
10 Hz 27,6 +1,9 35,7+ 1,9 31,9+6,0 31,9+4,0
20 Hz 30,9+ 2,0 39,5+23 34,5+6,0 34842
40 Hz 329+2,0 41,6 +2,6 36,0+ 6,0 36,8 4,0
80 Hz 33,0+ 1,9 419+2,7 36,1 £5.9 36,1 £4,0

120
110
100

90

g 80 @==Kontrol

g 70

= @] ,eptin

<

Z 60

50 L-NAME
40 @m]eptin+L-
¥ NAME
30
20 T T T T T 1
1 Hz 2Hz 5Hz 10Hz 20Hz 40Hz 80Hz

Sekil 4.2 Detriisor kas seritlerinde leptin, L-NAME ve leptin+L.-NAME inkiibasyonu

ile elde edilen EAS frekans cevap egrileri. Degerler kontrol seritlerindeki maksimum

kasilma cevabinin yiizdesi seklinde ifade edildi. Leptin (10”7 M), L-NAME (10" M)

(n=7)
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Detriisor diiz kas seritlerinde elde edilen kontrol kasilma cevaplar1 sonrasinda
uygulanan atropin ve atropin+prazosintPPADS inkiibasyonu frekans artisina baglh
olarak artan kasilma cevabina neden oldu (Sekil 4.3). Test maddelerinin maksimum
cevap olusturdugu 80 Hz frekansindaki olusturdugu kasilma degerleri sirasiyla 19,2
+ 1,3 ve 15,8 = 3,5 g/100 mg doku olarak 6lgiildii (Tablo 4.3). Atropin uygulamasi
sonrasinda olusan kasilma cevabini inhibe edici etki 10 Hz ve iizeri frekanslarda
belirgindi. Atropin ile olusturulan maksimum kasilma cevabi kendi kontrol kasilma
cevabina gore % 22,6 oraninda azalmaya neden oldu ve olusan cevap 40 ve 80 Hz
frekanslarinda  kontrol  kasilma  cevabindan anlamli  olarak  farkliydi.
Atropin+prazosintPPADS inkiibasyonu sonrasinda elde edilen kasilma cevabi ise
kendi kontrol kasilma cevabina gore % 52,1’°liik bir azalisa neden oldu ve bu cevap
20 Hz ve iizeri frekanslarda kontrol kasilma cevabindan anlamli olarak farkliydi

(Sekil 4.4).

Atropin uygulamasi ve atropin-prazosin-PPADS uygulamasi ile elde edilen

kasilma cevaplar1 karsilastirildiginda birbirlerinden farkli degildi.
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Sekil 4.3 Detriisor kas seritlerinde kontrol ve antagonistler varliginda olusturulan

EAS kasilma cevaplari.
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Tablo 4.3. Sican detriisér kas seritlerinde atropin (10° M) ve atropin (107
M)+prazosin (107 M)+PPADS (10™* M) inkiibasyonu sonrasinda EAS ile olusturulan
kasilma cevaplari. (n=5) (g/100 mg doku) (ort + SH)

Frekans Kontrol Atropin Atropin+Prazosin+PPADS
1 Hz 6,7 +0,7 7,5+0,6 6,8+ 1,5
2 Hz 9,5+0,7 10,5+ 0,8 6,1 +1,5
5Hz 14,6 +1,0 151 +1,1 8,7+1,8
10 Hz 18,3+0,8 182+1,2 11,6 £2,3
20 Hz 219+1,1 19,1 £1,2 13,2 +2,9*
40 Hz 249+1,6 19,2 +1,2* 14,5+ 3,1*
80 Hz 219+21 19,2 +1,3* 15,8+ 3,5*%

(*) p<0,05 /7 (Bonferoni diizeltmesi) kontrol seritlerine gore
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Sekil 4.4 Detriisor kas seritlerinde atropin ve atropin+prazosin+PPADS inkiibasyonu
ile elde edilen EAS frekans cevap egrileri. Degerler kontrol seritlerindeki maksimum
kasilma cevabinin yiizdesi seklinde ifade edildi. (n =5) (Atropin 10° M (Atr),
Prazosin 10”7 M (Pr), PPADS 10* M
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EAS aracilt olusturulan kolinerjik ve piirinerjik cevapta leptinin etkisini
arastirmak amaciyla uygulanan atropintleptin ve atropin+prazosin+tPPADS-+leptin
inkiibasyonlar1 sonrasinda frekans artisina bagl olarak artan kasilma cevaplar1 elde
edildi, olusan maksimum cevaplar sirasiyla 19,6 = 1,5 ve 15,9 = 3,8 g/100 mg doku
olarak olciildii. Atropintleptin ve atropintprazosintPPADS+leptin uygulamalari
sonrasinda elde edilen kasilma cevaplarindaki azalmalar sadece atropin ve
atropin+prazosin+PPADS inkiibasyonu sonrasinda olusan cevaplardaki azalmalardan

farkli degildi (Sekil 4.5).

120

100

80

em==Kontrol

60
e Atr+Lep

40 @ Atr-Prz-PPADS+Lep

Kasilma (%)

20

1Hz 2Hz 5Hz 10Hz 20Hz 40Hz 80Hz

Sekil 4.5 Detriisor kas seritlerinde atropin+leptin ve atropin+prazosin
+PPADS+leptin inkiibasyonu ile elde edilen EAS frekans cevap egrileri. Degerler
kontrol seritlerindeki maksimum kasilma cevabinin yiizdesi seklinde ifade edildi.

n =5) Atropin 10°® M (Atr) , Prazosin 107 M (Pr), PPADS 10* M
p

4.2. Spontan Kasilmalar

Sekildeki kayit 6rneginde 1 gr gerim altinda dengeye getirilen detriisor diiz
kas seritlerine ait spontan kasilmalar goriilmektedir (Sekil 4.6). Leptin, L-NAME ve
leptintL-NAME test maddelerinin inkiibasyonu sonrasinda kas seritlerinin spontan

kasilmalarin genlik ve frekans degerleri Tablo 4.4’de gosterilmektedir. Leptin
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inkiibasyonu sonrasinda 6ncesine gore karsilastirildiginda spontan kasilma genlik ve

frekansinda fark bulunamadi.
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Sekil 4.6 Sigcan detriisor kas seritlerinde goriilen spontan kasilmalara ait 6rnek kayat.

Tablo 4.4 Detriisor kas seritlerindeki spontan kasilmalarin Leptin, L-NAME ve

leptintL-NAME inkiibasyonu sonrasinda genlik (g/100 mg doku) ve frekans (Hz)

degisimi. Leptin 107 M, L-NAME 10*M

. Genlik Frekans
Ilaglar n
Once Sonra Once Sonra
Leptin 7 1,65+0,22 1,77£0,20 0,53 +0,06 0,47 £ 0,06
L-NAME 7 0,90+0,20 0,91+0,25 0,48 +0,04 0,40+0,04

Leptin + L-NAME

-

2,54+0,42 2,38+0,39 0,45+0,03 0,47+0,05
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5. TARTISMA

Leptin, 6zellikle adipoz dokuda iiretilen ve ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip
bir hormondur. Leptinin yaygin olarak bilinen ana fonksiyonu besin alimi ve enerji
homeostazisinin diizenlenmesindeki gorevidir. Bu gorevlerinin yam sira farkh

dokularda diiz kas kasilma islevlerinde etkileri oldugu gosterilmistir.

Diiz kaslar lizerinde yapilan calismalarda, leptinin farkli sinyal yolaklarini
kullanarak uyaric1 veya inhibe edici etkiler gosterdigi rapor edilmistir. Literatiirde
cesitli hedef dokulardaki ¢aligmalarda; leptinin insan miyometriyum kasilmalarinda
(129) ve solunum yolu diiz kas hiicrelerinde (165) gevsetici etkisi oldugu, vaskiiler
diiz kaslarda vazokonstriikksiyonu inhibe edici etkisi oldugu (161), gastrointestinal
kanalda peristaltik hareketi diizenledigi (166), kolon diiz kas tonusunu azalttig1 (167)
ve safra kesesi diiz kasinda ise kasilma cevabinda artisa neden oldugu (169)
gosterilmistir.  Alt driner sistem ile ilgili olarak literatiirde mesanede leptin
reseptorlerinin varligini gosteren calismalar vardir (149,177) ancak leptinin detriisor
kas kasilmasi {izerinde etkileri oldugunu gosteren calismaya rastlanmamistir.
Bununla birlikte asir1 aktif mesane sendromlu hastalarda serum leptin seviyelerinin
arttigt ve bu yiiksek seviyelerin viicut kiitle indeksiyle korelasyon gosterdigi
bulunmustur (174). Bir baska calismada ise antimuskarinik tedaviye direngli asiri
aktif mesane sendromlu hastalarda serum leptin seviyelerinin yiikseldigi
gosterilmistir (175). Asirt aktif mesaneden elde edilen detriisor seritlerinde spontan
aktivitenin ve kolinerjik uyarilara duyarliligin arttig1 bilinmektedir (178). Bununla
birlikte Wuntakal ve arkadagslart leptinin asir1 aktif mesane semptomlari
olusturabilecek kolinerjik etkilere neden olmak yerine hastaligin tedavisinde

kullanilabilecek antikolinerjik etkilere sahip olabilecegini ileri siirmiiglerdir (176).

Buradan yola c¢ikarak bu calismada, leptinin mesane diiz kas kasilma
islevindeki etkisini ve olasi etkisine farkli yolaklarin katkisini arastirmay1 amagladik.
Bu amag¢ dogrultusunda, eriskin sigandan alinan mesane seritlerinde, leptinin in vitro
EAS kasilma cevaplarina etkisini ve muskarinik (atropin), adrenerjik (prazosin),

ptrinerjik (PPADS) ve nitrerjik (L-NAME) antagonistler varliginda kasilma



43

cevaplarini etkileyip etkilemedigini inceledik.

Leptin varliginda EAS uygulanan ¢alismalar iizerine yapilan literatiir
arastirmasinda detrlisor diiz kas kasilma iglevi ile ilgili calismalara rastlanamamaistir.
Bizim ¢alismamizda 107 M dozda kullanilan leptin EAS kasilma cevabinda etki
gostermedi. Leptinin ¢oziiciisiiniin caligmamiza benzer sekilde kullanildig bir bagka
calismada, leptin miyometriyum kas kasilmasini inhibe etmis ancak ¢oziicii ile
olusan benzer yondeki etkiye gore diizeltme yapildigi belirtilmistir (172).
Calismamizla ayn1 dozda kullanilan leptinin kolon diiz kasinda tonusu ve transmural
sinir uyarist sonucunda elde edilen gevseme cevabini azalttigi ancak kasilma
cevabina etki gostermedigi bulunmustur (167). Bununla birlikte, doku cevabi
farklihigim isaret edecek sekilde, 107 M leptin, elektriksel sinir uyarimiyla olusan
jejunum diiz kas kasilma ve gevsemesinde ve kolon diiz kas gevsemesinde anlaml
bir azalisa yol agarken kolon kas kasilmasinda anlamli bir etki géstermemistir (179).
Aortta yapilan bir baska calismada ise leptin, daha diisiikk dozlarda, fenilefrinle
kasilan seritlerde doz bagimli olarak gevsemeye neden olmustur (163). Bununla
birlikte, akut leptin inflizyonunun sempatik sinir sistemi aktivasyonuna yol agtigi
(162) ve leptinin kan basincini diizenleyici etkisinin direkt olarak olusturdugu
endotelyal mekanizmalara bagli vazodilatator etki ve beraberinde yol agtig1 sempatik

sinir sistemi aktivasyonu arasindaki dengeye bagl oldugu belirtilmektedir.

Detriisor diiz kas seritlerindeki motor sinir sonlanmalari, EAS ile frekans
artisina bagli olarak kasilma cevaplar1 olusturmaktadir. Bu ndérojenik kasilmaya
katkis1 olan iki molekiilden biri ACh digeri ise ATP’dir (180). Muskarinik
reseptorlere baglanan ACh kolinerjik cevabi olustururken, P2X reseptoriine baglanan
ATP ise pirinerjik cevabi olusturmaktadir. Calismamizda, muskarinik reseptor
antagonisti atropin EAS cevaplarinda yaklasik olarak %22 oraninda azalmaya yol
actl. In vitro sigan mesane ¢alismalarinda atropin uygulanan seritlerin EAS
cevaplarinda %33’lik (181) ve %50’lik (182) azalma olustugu goriilmistiir.
Mesaneden farkli olarak, bagirsak diiz kasinda yapilan caligsmalarinda atropin ince
bagirsakta EAS kasilmasit %56, kalin bagirsakta ise %10’luk azalmaya neden

olmustur (183). Ayrica, son zamanlarda yapilan caligmalarda iirotelyum ve lamina
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propria’nin mesane kasilma islevinde etki gosterdigi (184,185) ve iirotelyumdan elde
edilen EAS kasilma cevabinin genligine atropinin bir etki géstermedigi bulunmustur

(185).

Ren ve arkadaslari, ;- adrenerjik reseptor antagonisti olan prazosinin sigan
detriisor seritlerinde EAS ile indiiklenen sinirsel kasilmalara etkisi olmadigini
gostermislerdir (186). Bununla birlikte ¢calismamizda, a;- adrenerjik reseptor aracili
detriisor kasinda olusabilecek az miktardaki kasilmayir g6z Oniinde bulundurarak
EAS kasilma cevabindaki kolinerjik ve piirinerjik komponentleri bloke etmek icin
kullandigimiz antagonistleri prazosin varliginda calisttk. Mesane kasilmalarina
ptirinerjik bilesenlerin katkilarina bakildiginda atropin ve prazosin varliginda
PPADS, a,B-metilen ATP kullanilarak elde edilen EAS cevaplarinda piirinerjik
komponentin yaklasik olarak % 30 oldugu gosterilmistir (11). Calismamizda atropin
ve atropintprazosintPPADS uygulamalar1 sonrasinda elde edilen kasilma
cevaplarinin kontrol kasilmalarina gore sirasiyla %22 ve %352 oranlarinda azalma
yapmasina bagli olarak piirinerjik komponentin benzer oranda katki yaptigi
sOylenebilir. Bununla birlikte, yapilan bazi calismalarda suramin, PPADS, o,p-
metilen ATP gibi piirinerjik antagonistler varliginda olusturulan EAS kasilmalarinin
genliginde degisiklik olmadig1 gozlenmistir (182,185,187). Piirinerjik bilesenlerin
katkisinin daha ¢ok asir1 aktif mesane ve intertisyel sistit gibi mesane patolojilerinde
ortaya ¢iktig1 belirtilmektedir (188,189). Bildigimiz kadariyla literatiirde leptinin
detriisor kas kasilmasindaki piirinerjik komponent iizerindeki etkisini gdsteren ve
sonucglarimizla karsilastirabilecegimiz  bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bizim

calismamizda da leptinin varliginda piirinerjik komponentin katkisi degismedi.

Calismamizda, detriisor diiz kas seritlerinde olusturdugumuz EAS cevabinda
kolinerjik ve piirinerjik komponentlere leptinin etkisi olup olmadigini arastirmak icin
kompetetif non-selektif muskarinik reseptor antagonisti olan atropin ve selektif
piirinerjik reseptor antagonisti olan PPADS kullanildi. Atropin uygulanmis detriisor
kas seritlerinde meydana gelen kasilma cevabindaki azalmanin, atropin+tleptin
uygulamasiyla meydana gelen azalmadan farkli olmadigi bulundu. Literatiirde

leptinin diiz kasta kasic1 ve gevsetici etkileri ile kolinerjik uyarim arasindaki iliski ile
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ilgili ¢eliskili ¢alismalar mevcuttur. Bizim ¢alismamizla uyumlu olacak sekilde sican
kolon diiz kasinda in vitro leptin varliginda olusturulan ACh indiiklii kasilmalarin
ACh’in tek basina olusturdugu kasilmadan farkli olmadigi gosterilmis ancak aym
caligmada leptinle olusan gevsemedeki azalmanin atropin varliginda baskilandigi
bulunmustur (167). Solunum yolu diiz kas hiicrelerinde M3 reseptorii bulunmayan
mutant farelerde yapilan bir baska c¢alismada leptinin kas hiicrelerindeki gevsetici
etkisini indirekt olarak parasempatik sistemin inhibisyonuyla gergeklestirdigi
gosterilmistir (165). Ayrica insan solunum yolu diiz kasinda yapilan bir bagka
caligmada leptin kasilmaya neden olmamis ve karbakolle olusturulan kasilmalardaki
isoproterenolle olusan gevsemeyi baskilamamistir (190). Leptin eksikligi olan
farelerde asetilkolin ve kolesistokinin gibi eksitatdr uyaranlara karsi safra kesesi diiz
kas cevab1 azalmakla birlikte leptin tedavisiyle bu durumun iyilestigi goriilmektedir

(169).

Calismamizda leptinin detriisor diiz kastaki etkilerinde nitrik oksitin rolii olup
olmadigin1 arastirmak igin nitrik oksit sentaz blokdrii L-NAME kullandik. insan
detriisor kas seritlerinde L-NAME uygulamasinin 6zellikle ytiksek frekanslarda
belirgin olmak tlizere EAS kasilma cevabinda artisa yol actig1 gosterilmistir (191).
Benzer sekilde calismamizda L-NAME uygulamasi EAS cevabinda istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte artisa yol acti ve bu artis sadece leptin ya da
leptintL-NAME ile olusturulan kasilma cevaplarinda olusan artistan farkli degildi.
Florian ve arkadaslari, in vitro sican kolon diiz kas ¢alismalarinda leptin+L-NAME
tarafindan meydana gelen gevseme cevabindaki azalisin L-NAME’in tek basina
olusturdugu cevaptan farklt olmadigimi ancak leptinin tek basina olusturdugu
cevaptan farkli oldugunu gostermis ve leptinin nitrerjik yolak {iizerinden etkisi
olabilecegini ileri siirmiislerdir (167). Yapilan bir baska ¢alismada L-NNA (N-nitro
arjinin) uygulamasi elektriksel sinir uyarisi ile olusan kolon ve jejenum gevseme
cevabini azaltirken kasilma cevabina etki etmemistir. L-NNA ve leptin uygulamasi
ile birlikte benzer yonde cevaplar elde edimis olmasina ragmen, leptin ve NO
iliskisini isaret edecek sekilde, sadece L-NNA uygulamasindan farkli olmadigi
bulunmustur (179). Literatiirde bunlarin disinda leptin ve nitrik oksit iliskisi ile ilgili

destekler veya karsit nitelikte c¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir. Leptin aortta
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endotelden NO serbestlenmesini artirarak endotel bagimli gevsemeye (162,192) veya
endotel ve nitrik oksitten bagimsiz olarak gevsemeye yol agmistir (193). Mezenterik
arterde ise leptin, NO’dan bagimsiz olarak endotel bagimli hiperpolarizan faktor
aracihig1 ile gevsemeye yol agmistir (162). Insan koroner arterinde bir baska NOS
blokérii olan N°-monometil-L-arjinin (L-NMMA)’in, leptin ile indiiklenen gevseme
cevabina etki gostermedigi dolayisiyla leptinin NO’dan bagimsiz olarak gevsemeye
neden oldugu gosterilmistir (194). Bir baska calismada tavsan klitoral korpus
kavernosum seritlerinde leptin, ACh ile indiiklenen NO salinimina bagli olarak
gevseme cevabimi artirmis, L-NAME ise leptinin bu gevseme cevabindaki etkisini

tersine ¢evirmistir (195).

Insan ve sigan miyometriyumu kullanilan bir ¢alismada leptin calismamizda
kullanilan dozda spontan kasilmalar ve agonistle indiiklenen kasilmalar iizerinde etki
gbstermezken daha yiiksek dozda ikisini de inhibe edici etki gdstermistir (172). Insan
miyometriyumunda yapilan bir bagka calismada ise leptinin agonistle indiiklenen
kasilmalar lizerinde artan dozlarda inhibitor etkileri gosterilmistir (129). Bizim
calismamizda ise leptin detriisor kas seritlerinde spontan kasilma genligi ve frekansi

iizerinde belirgin etki gostermedi.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz bu caligmada, leptin, detriisor diiz kas seritlerinin EAS aracili
kasilma cevaplarinda direkt olarak veya olas1 etkisi ile ilgili olarak kullandigimiz

antagonistler varliginda degisiklik yaratacak etki gostermedi.

Detriisor kasta EAS aracili kasilma cevabinin daha yiiksek dozda leptin
kullanilarak aragtirilmasi ve detriisor kasin kolinerjik agonist aracili kasilma
cevabinda leptin doz-cevap uygulamasmin etkisinin degerlendirilmesi leptinin
detriisor kas fonksiyonuna etkilerinin a¢iga kavusturulmasi acisindan faydah

olacaktir.
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