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OZET

Denizalti, M., Siklofosfamid ile Sistit Olusturulan Sicanlarin Detrusor Diiz
Kasinda Kasilma Yamtlarmin Mekanizmasinin  Incelenmesi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji Programn Doktora Tezi,
Ankara, 2015. Interstisyel sistit agir1 aktif mesane semptomlari ile karakterize kronik
inflamatuvar bir hastaliktir ve mesane detrusor diiz kasinin kasilmasini etkilemektedir.
Bu tez caligmasinda; 1., 4. ve 7. giinlerde intraperitoneal olarak uygulanan
siklofosfamid ile olusturulan sistit modelinde B-eskin ile permeabilize edilmis sigan
mesane detrusor diiz kasinda karbakol ile indiiklenen kasilma yanitinda hiicre ici
depolardan kalsiyum saliverilmesi, hiicre i¢i kalsiyum artis1 ve kalsiyum
sensitizasyonu mekanizmalar1 incelenmistir. Sistitte permeabilize detrusor diiz
kasinda karbakol ile elde edilen kasilma yanitlar1 artmaktadir. Sarkoplazmik
retikulumdan kalsiyum ile indiiklenen kalsiyum saliverilmesinin indiiklenmesinin yan1
sira Rho kinaz ve protein kinaz C (PKC) yolaklarinin karbakol kasilmasindaki bu
artista rol oynadiklar1 gosterilmistir. Ayrica, sistitte arttigi goriilen karbakol ile
indiiklenen kalsiyum sensitizasyonu yanitinin ise major olarak PKC yolag: tizerinden
aktive oldugu belirlenmistir. Elde edilen bulgular hem bu deney modelinin benzer
calismalarda kullanilabilmesi ag¢isindan hem de sistit tedavisinde yeni ilag

molekiillerinin gelistirilebilmesi agisindan 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Siklofosfamid, mesane detrusor diiz kasi, karbakol, sican

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi (Proje No:
012D11301004) ve TUBITAK (Proje No: 112S352) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Denizalti M., Investigation of Contraction Mechanisms in Detrusor Smooth
Muscle of Rats Having Cyclophosphamide-Induced Cystitis, Hacettepe
University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacology, Doctor of
Philosophy Thesis, Ankara 2015. Interstitial cystitis is a chronic inflammatory
disease characterized by overactive bladder symptoms and it has been known to affect
detrusor smooth muscle contraction. In the present study; calcium release from
intracellular stores, intracellular calcium increase and calcium sensitization
mechanisms were investigated on carbachol-induced contractions in permeabilized rat
detrusor smooth muscle in cystitis induced by cyclophosphamide administered
intraperitoneally on 1, 4 and 7 days. Carbachol-induced contractions were increased
in permeabilized detrusor smooth muscle having cystitis. According to our data, both
Rho kinase and protein kinase C (PKC) pathways and an induction in calcium induced
calcium release from sarcoplasmic reticulum play a role in that increase. Furthermore,
it was determined that PKC is a major pathway in carbachol-induced calcium
sensitization that is increased in bladders of rats having cystitis. These findings are
important in terms of using this experimental model in similar studies and further

development of novel drug therapies in treatment of cystitis.

Key Words: Cyclophosphamide, bladder detrusor smooth muscle, carbachol, rat
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Siklofosfamid ile sistit olusturulmus si¢canlardan izole edilen
mesanelerin  hematoksilen-eozin boyamasi sonrast  Ornek
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Kontrol grubu ve sistit olusturulmus siganlardan izole edilen
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Kontrol grubu ve sistit olusturulmus sicanlardan izole edilen
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permeabilize detrusor diiz kasinda farkli konsantrasyonlarda (25
ve 50 uM) IP3 ile elde edilen kasilma yanitlarinin kontrole gore
degisimi.

Kontrol grubu ve sistit olusturulmus sicanlardan izole edilen
permeabilize detrusor diiz kasinda farkli konsantrasyonlarda (5 ve
10 mM) kafein ile elde edilen kasilma yanitlarinin kontrole gore
degisimi.

Kontrol grubu ve sistit olusturulmus sicanlardan izole edilen
permeabilize detrusor diiz kasinda karbakol (50 puM) ile elde
edilen kasilma yanitina Y-27632 (1 uM), GF-109203X (5 uM) ve
Y-27632+GF-109203X’in etkisi.
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1. GIRIS

Saglikli ve geng bir bireyde mesane fonksiyonu; dolum fazi esnasinda detrusor
kasinin gevsemesi ve iretral sfinkterin kasilmasi, miksiyon fazinda ise bu durumun
tersi ile saglanmaktadir. Bu fonksiyonlar, omuriligin sakral ve torakolumbar
seviyelerinden ¢ikan 3 grup sinir (parasempatik, sempatik ve somatik) tarafindan
koordine edilmektedir (1, 2). Mesane duvarinda yer alan detrusor diiz kasi mesanenin
idrar depolamasinda ve miksiyon esnasinda idrar1 bosaltmak i¢in gerekli basinci
tiretmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Detrusorun kasilmasinda meydana gelen
degisiklikler sonucunda mesanenin fizyolojik fonksiyonlar1 etkilenmekte, iseme
aciliyeti ve sikliginda artis gibi alt {iriner sistem semptomlari gelisebilmektedir. Bu da
asir1 aktif mesane sendromunun olusumunu tetikler. Interstisyel sistit asir1 aktif
mesane semptomlari ile karakterize kronik inflamatuvar bir hastaliktir ve detrusor diiz
kasmin kasilmasini etkilemektedir. Siklofosfamid ile sistit olusturulan sigan
mesanesinde karbakol ile indiiklenen kasilma yanitlarinin arttig1 bilinmektedir. Ancak
bu degisimin hiicresel mekanizmalar1 heniiz aydinlatilmamustir.

Kasilmanin hiicresel mekanizmalarini incelemek i¢in hiicre membranina
kimyasal ajanlar ile permeabilizasyon islemi uygulanan ¢izgili ve diiz kas preparatlari
kullanilmaktadir. Kimyasal olarak permeabilize edilmis kas modeli ile kasilmada rol
oynayan proteinlerin ve diger hiicre igi organellerin fonksiyonlari aragtirilabilir (3).
Triton X-100, saponin, B-eskin, a-toksin gibi farkli kimyasal soyma maddeleri
kullanilarak hiicre membraninin 6zellikleri bakimindan farkli kas preparatlar1 elde
edilebilmektedir. Bu preparatlarda hiicre dis1 ve hiicre i¢i ortamlar ayni iyonlari
icermekte ve bu iyonlarin konsantrasyonlar: kontrol edilebilmektedir. Kullanilan
permeabilizasyon metoduna gore serbest kalsiyum konsantrasyonu arttirilarak veya
hiicre i¢i depolardan kalsiyum saliverilmesi baslatilarak kas aktive edilebilir. Hiicre ici
kalsiyum depolarindan baslicasi olan sarkoplazmik retikulum, hem serbest kalsiyum
konsantrasyonundaki artis ile aktive olan ryanodin reseptorlerine (kalsiyum ile
indiiklenen kalsiyum saliverilmesi) hem de agonist ile stimiilasyon sonucunda iiretilen
inozitol trifosfat (IP3) ile aktive olan IP3 reseptorlerine sahiptir (IP3 ile indiiklenen
kalsiyum saliverilmesi) (4, 5). Kas kasilmasinin sarkoplazmik retikulumun hangi

kanallarindan kalsiyum saliverilmesi ile gergeklestigi veya hiicrede diger bir kalsiyum



deposu olan mitokondrinin bu olaydaki rolii de permeabilizasyon islemi kullanilarak
aragtirilabilir. Kalsiyum sensitizasyonuna yol acan mekanizmalar da permeabilize
edilmis diiz kas preparatlarinda incelenebilmektedir (6).

Bu tez ¢alismasinda, siklofosfamid ile sistit olusturulmus siganlarin detrusor
diiz kasinda agonist aracili kasilma yanitlarinda olusabilecek farkliliklar plazma
membraninin f-eskin ile permeabilize edilmesi yontemi kullanilarak arastirilmustir.
Sistit olusturulmus sicanlarin detrusor diiz kasinda karbakol ile elde edilen kasilma
yanitlarinda; kasilma proteinlerinin, hiicre i¢i kalsiyum depolarinin ve hiicre igi
kalsiyum saliverilme yolaklarmin etkilesimi ile kalsiyum sensitizasyonu

mekanizmalar1 incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mesane Fizyolojisi

Mesane, iiriner sistem igin rezervuar gorevi goren kas yapisinda bir organdir.
Mesane duvari icten disa dogru mukoza, submukoza, muskuler tabaka ve serdz
tabakadan olusur. Mesanenin diiz kaslarmi detrusor, trigon ve sfinkter kaslar
olusturmaktadir. Detrusor kas lifleri i¢te ve dista longitudinal, ortada sirkiiler olmak
tizere 3 kas tabakasindan olusur (7). Detrusor diiz kasinin birbirlerini serbestge
caprazlayan diiz kas demetleri; mesane boynunda dairesel 6zellik alarak fonksiyonel
bir sfinkter 6zelligi kazanir. Mesane duvarinda yer alan detrusor diiz kas1 mesanenin
idrar depolamasinda ve miksiyon esnasinda idrar1 bosaltmak i¢in gerekli basinci
tiretmesinde O6nemli bir rol oynamaktadir. Mesane fonksiyonu; dolum esnasinda
detrusor diiz kasinin gevsemesi ve iiretral sfinkterin kasilmasi, bosaltim fazinda ise bu
durumun tersi ile saglanmaktadir (8). Mesane yiiksek hacimdeki idrar1 (400-500 mL)
mesane i¢i basincinda bir artis yapmaksizin depolayabilme kapasitesine sahiptir.
Detrusor diiz kas hiicrelerinin uzunlugu tonustan bagimsiz olarak degisebilmektedir
(4). Depolama fazi boyunca giderek artan sempatik uyari ve baskilanan parasempatik
uyar1 yolu ile mesane i¢i basing diisiik tutulur. Depolama fazinda mesane i¢i basinci
(intravezikal basing) intrailiretral basingtan diisiik oldugu i¢in kontinans saglanir.
Mesane dolmaya baslayinca mesane duvart gerginligi artar. Mesane basinci
intratiretral basingtan yiliksek oldugu zaman sfinkter kaslarinin gevsemesiyle birlikte

detrusor kasilir ve bosaltim fazi gergeklesir (8).
2.2. Mesane Inervasyonu

Mesanenin dolum ve bosaltim fonksiyonlari omuriligin sakral ve torakolumbar
seviyelerinden ¢ikan 3 grup sinir (parasempatik, sempatik ve somatik) tarafindan
koordine edilmektedir. Sakral parasempatik sinirler mesanenin kolinerjik ve purinerjik
(eksitator), tiretranin nitrerjik (inhibitor) inervasyonunu diizenlerler. Torakolumbar
sempatik yolaklar ise mesane boynu ve iiretranin eksitatdr, mesane diiz kasinin
inhibitdr inervasyonunu saglarlar (1, 2). Parasempatik postgangliyonik aksonlardan
asetilkolin saliverilmesi mesane diiz kasinda muskarinik reseptorler tiizerinden

kasilmaya neden olmaktadir (7). Muskarinik reseptorler, G-proteini ile kenetli reseptor



ailesinden olup mesane detrusor diiz kasinda Mz ve Mz reseptor alt tiplerinin
bulundugu gosterilmistir (9). M2 reseptor alt tipi yogunlugunun M3 reseptor alt tipine
gore daha fazla olmasina ragmen muskarinik agonistler aracili meydana gelen detrusor
kasilmalarindan baskin olarak M3 reseptor alt tipinin sorumlu oldugu bilinmektedir (9-
12). Ancak muskarinik reseptor stimiilasyonuna bagli Mz aracili kasilmalarin kobay
ileumunda (13, 14) ve sigan mesanesinde (15) selektif M3 reseptor inaktivasyonu ve
siklik adenozin monofosfat diizeylerindeki artisa bagli oldugunu gosteren ¢alismalar
da vardir. M3 reseptorlerinin aktivasyonu hiicre i¢i kalsiyum saliverilmesini
tetiklemekte, M reseptorlerinin aktivasyonu ise adenilat siklazi inhibe etmektedir (7).
Asetilkolin ile stimiile edilen M3 reseptorleri fosfoinositol hidrolizi, hiicre i¢i kalsiyum
saliverilmesi ve buna bagli olarak kas kasilmasina neden olmaktadir (16).

Mesanede parasempatik postgangliyonik sinirlerin stimiilasyonu nonkolinerjik
kasilmalara da neden olmaktadir. Adenozin trifosfat (ATP) nonkolinerjik kasilmalara
aracilik eden eksitator transmiterdir. ATP mesane diiz kasini ligand bagimli iyon
kanallar1 olan P2X piirinerjik reseptorleri iizerinden stimiile etmektedir (10, 17, 18).

Sempatik postgangliyonik sinirler saliverilen noradrenalin B3 adrenerjik
reseptorlerinin aktivasyonu ile mesane diiz kasinda gevsemeye ve iiretra diiz kasinda
ag adrenerjik reseptorler tizerinden kasilmaya neden olmaktadir (7).

Somatik aksonlardan saliverilen asetilkolin eksternal sfinkter kaslarda
nikotinik kolinerjik reseptorleri aktive ederek kasilmaya neden olmaktadir (10, 19, 20).

Mesane fonksiyonlarinin  diizenlenmesinde santral yolaklar da rol
oynamaktadir. Glutamaterjik, GABA-erjik ve peptiderjik mekanizmalar bu yolaklarda
gorev almaktadir. Glutamat isemenin refleks yolaklarinda eksitator ndrotransmiter
olarak gorev almaktadir. GABA ise inhibitor nérotransmiterdir ve mesanenin refleks
aktivitesini baskilar. Mesane afferent néronlarda P maddesi, n6érokinin-A, vazoaktif
intestinal polipeptid, enkefalinler gibi pek ¢ok néropeptid bulunmaktadir. Mesaneden
saliverilen bu peptidler mesane diiz kas aktivitesindeki degisikliklere bagli gelisen

inflamatuvar cevaplarda rol oynamaktadirlar (1).



2.3. Mesane Fonksiyonunda Gériilen Bozukluklar ve Sistit

Asirt aktif mesane sendromu; iseme aciliyeti, iseme sikliginda artis ve idrar
kagirma gibi alt iiriner sistem semptomlar1 ile karakterize bir hastaliktir. Mesane
fonksiyonunda goriilen bozukluklar ve detrusorun asir1 aktivitesi asir1 aktif mesane
sendromu belirtileri ile iligkilidir (21). Detrusor diiz kasinin nérojenik kontrolden
bagimsiz olarak iirettigi spontan ritmik aktivitenin agir1 aktif mesane sendromunda
arttig1 bilinmektedir. Asir1 aktif mesane sendromu ayni zamanda interstisyel sistitin de
altinda yatan ve mesanenin dolumuna bagli olarak suprapubik agr ile karakterize
kronik bir hastaliktir. Uriner sistem infeksiyonlarmin ¢ogunlugundan Escherichia coli
sorumlu olup, bu etken de interstisyel sistite neden olabilmektedir. Dolayisi ile
interstisyel sistit genellikle asir1 aktif detrusor ve mesanenin kronik inflamasyonu
sonucu gelisen bir sendromdur ve mesane detrusor diiz kasinin kasilma fonksiyonunu
degistirebilmektedir. Patolojik sartlarda, mesanedeki muskarinik reseptdr alt tiplerinin
degistigi (22-24) ve Ozellikle mesane inflamasyonunda kolinerjik yanitlarin
etkilenerek kontraktil yanitlarin azaldigi belirlenmistir (25, 26). Detrusorun
agonistlere kars1 duyarliligi; spontan aktivitesi ve kasilma proteinlerinin diizeyi, idrar
yollarinin obstriiksiyonu, inkontinans, asiri aktif mesane sendromu, yaslanma ve
santral norojenik bozukluklar gibi faktorlere bagli olarak degisebilmektedir.
Detrusorda meydana gelen bu degisiklikler sonucunda mesanenin normal
fonksiyonlar1 da bozulmaktadir. Bu nedenle, detrusorun inervasyonunda rolii olan
mediyatorlerin hiicresel etki mekanizmalarinin incelenmesi mesanenin fonksiyon
bozukluklarinin tedavisinde 6nemlidir.

Rho kinaz inhibitorlerinin asir1 aktif detrusor tedavisinde kullanilabilirliginin
arastirilmasi yeni bir tedavi yaklagimidir. Bunun nedeni Rho kinazin mesane diiz kas
tonusu ve kasilmasindaki énemli roliiniin bir¢cok ¢alismada gosterilmis olmasidir (27,
28). Rho kinaz yolagmnin diiz kas kasilmasi dahil olmak tiizere bir¢ok hiicresel
fonksiyon ile iliskili oldugu bilinmektedir. Siklofosfamid ile interstisyel sistit
olusturulmus sigan detrusorunda karbakoliin olusturdugu kasilmalarin Rho kinaz
inhibitori hidroksifasudil ile azaldigi gosterilmistir (29). Ayrica, Rho kinaz enzimi 1
ve Rho kinaz enzimi 2 mRNA ekspresyonlarinin HCI ile indiiklenen sistitte arttigi,
Rho kinaz enzimi 1 mRNA ekspresyonundaki artigin hidroksifasudil ile inhibe oldugu

bildirilmistir (30). Protein kinaz C (PKC) yolag: ile ilgili olarak deneysel iiriner



inkontinans modelinde elektriksel alan ile stimiile edilen detrusor kasilmalarinin arttig1

ve bu artigin da PKC inhibitorleri ile baskilanabildigi gosterilmistir (31).
2.4. Diiz Kas Kasilma Mekanizmalar1 ve Kalsiyum Sensitizasyonu

Diiz kas kasilmasi normalde voltaja bagimli kalsiyum kanallar1 araciligr ile
hiicreye kalsiyum girisi veya sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum saliverilmesi
sonucunda sitoplazmadaki kalsiyum artis1 ile aktive olmaktadir. Diiz kasin kasilmasi
iskelet kasindan farklidir; kalsiyum kalmodulin baglanmasini ve miyozin hafif zincir
kinaz aktivasyonunu igerir. Diiz kasin elektriksel veya hormonal uyarimi hiicre igi
kalsiyum konsantrasyonunu arttiran olaylar zincirini baglatir. Depolarizasyon sonucu
voltaja bagimli kalsiyum kanallarinin agilmasi veya agonistlerle uyarilma sonucu
reseptor aracili kalsiyum kanallarinin agilmasi ile hiicre igine kalsiyum girisi saglanir.
Hiicre i¢i kalsiyum depolarindan baslicasi olan sarkoplazmik retikulum, hem serbest
kalsiyum konsantrasyonundaki artis ile aktive olan ryanodin reseptorlerine (kalsiyum
ile indiiklenen kalsiyum saliverilmesi), hem de agonist ile stimiilasyon sonucunda
tretilen IP3 ile aktive olan reseptorlere sahiptir (IPs ile indiiklenen kalsiyum
saliverilmesi) (4, 5). Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artmasi kalsiyum-
kalmodulin etkilesimi ve bdylece kalsiyumun miyozin hafif zincir kinaza afinitesinin
artmasi ile sonuglanir. Bu enzim ile miyozin hafif zincir fosforillenir, bunu takiben
capraz kopriiler gerim tiretir ve kas kasilir (32).

G-proteinine kenetli reseptorler agonistler ile aktive olduklarinda hiicre igi
kalsiyum miktarin arttirarak kalsiyum bagimli miyozin hafif zincir fosforilasyonu ile
diiz kas kasilmasi gerceklestirirken, baz1 yan mekanizmalar ile de hiicre i¢i kalsiyum
miktarm1  degistirmeksizin kasilma proteinlerinin ve diizenleyici proteinlerin
kalsiyuma olan duyarliliklarini arttirarak kas kasilmasina yol agabilirler. Kalsiyum ve
miyozin hafif zincir kinaz aktivitesinin sabit oldugu kosullarda miyozin hafif zincir
fosfataz aktivitesinin inhibe olmasi kalsiyuma verilen kasilma yanit1 egrisinde sola
kayma saglar ve bu fizyolojik olaya da kalsiyum sensitizasyonu denir. Miyozin hafif
zincir fosfataz 3 alt birimden olusmaktadir. Bu alt birimler, 130 kDa biiyiikliigiindeki
MYPT1 diizenleyici alt birimi, 37 kDa biiyiikliigiindeki PP1c katalitik alt birimi ve 20
kDa biiyiikliigiindeki M21 alt birimidir (33, 34).



Kalsiyum sensitizasyonu yolaginin major elemani olarak G-proteinlerinin Ras
grubuna ait Rho altbiriminin iiyesi olan RhoA tanimlanmaktadir. RhoA aktif hale
gectiginde sitoplazmadaki Rho kinaz enziminin aktive olmasini saglar ve Rho kinaz
da miyozin hafif zincir fosfatazin MYPT1 alt birimini fosforile ederek inhibe eder.
Boylece miyozinin fosforilasyonu arttig1 i¢in kasin kasilmasi da artar. Kalsiyum
sensitizasyonuna neden olan diger bir yolak da yine miyozin hafif zincir fosfatazin
baska bir alt birimi iizerinden ¢alisir. Bu ikinci yolakta rolii olan fosfataz inhibitor
protein-17 kDa (CPI1-17) endojen bir mediyatordiir. PKC tarafindan CPI-17 peptidinin
fosforilasyonu miyozin hafif zincir fosfatazin PP1c alt birimini inhibe eder. Dolayisi
ile fosforillenmis miyozinin ortamda artmasi ile yine kalsiyum sensitizasyonu sonucu
kas kasilmasi artar. Her iki yolak da hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun sabit
tutularak miyozin hafif zincir fosforilasyonunun artmasi ile agonist aracili kas
kasilmasinin elde edilmesinde yani Kkalsiyum sensitizasyonunda rol oynayan
yolaklardir (6).

2.5. Kimyasal Permeabilizasyon Yontemi

Kas kasilmasinin hiicresel mekanizmalarini incelemek, kasilmada rol oynayan
proteinlerin ve hiicre i¢i organellerin fonksiyonlarin1 arastirmak icin hiicre
membranina kimyasal ajanlar ile permeabilizasyon islemi uygulanabilmektedir.
Kimyasal olarak permeabilize edilmis kas modelinde, kasin plazma membraninda
kimyasal ajanlar aracilig ile delikler olusturularak hiicre i¢i ortam ile hiicre digina
uyguladiginiz ortam ayni olabilmekte ve hiicre i¢i iyon konsantrasyonu kontrol
edilebilmektedir. Bu da diiz kasin hiicre i¢i depolarinin, organellerinin ve sinyal
transdiiksiyon ~ mekanizmalarinin =~ dis  etkenlerden bagimsiz  bir  sekilde
incelenebilmesine olanak vermektedir (3). Yine bu yontemde acgilan deliklerin
bliyiikliigline bagli olarak yiiksek molekiil agirlikli bazi1 bloke edici/aktive edici
ajanlarin ve antikorlarin hiicre icine girisi de saglanabilmektedir. Kimyasal
permeabilizasyon i¢in kullanilabilecek ajanlar arasinda triton X-100, saponin, a-toksin
ve B-eskin yer almaktadir. Farkli kimyasal permeabilizasyon ajanlar1 kullanilarak
hiicre membraninin korudugu 6zellikler bakimindan birbirinden degisik olan kas
preparatlar1 elde edilebilmektedir. Triton X-100, plazma membranini, reseptorler ile

iligkili olaylar1 ve hiicre i¢i depolar1 hasarlamakta ancak myofibrilleri intakt



birakmaktadir (35, 36). Saponin, sarkoplazmik retikulum, mitokondri gibi kalsiyum
depolarini etkilememekte (37) fakat reseptor-efektor kenetlenmesini selektif olarak
bozmaktadir (38). B-eskin, hiicre membraninda 150 kDa’a kadar maddelerin gegisine
izin verecek biyiikliikte delikler olusturmakta ve reseptor-efektér kenetlenmesini
etkilememektedir (39). Bu yontemle endojen guanizin-5’-trifosfat (GTP) ve
kalmodulin hiicre disina kagabilir ancak heparin ve IP3 gibi biiyiikk molekiillerin
hiicreye girisleri de bu yontemle saglanabilir (40, 41). a-Toksin ise B-eskine oranla
daha kiictik delikler (3 kDa’dan diisiik molekiil agirlikli maddelerin gegisine izin
verecek Dbiiyiikliikte) olusturmakta, reseptor-efektor kenetlenmesi ve endojen
kalmodulin etkilenmemektedir (40, 42).

Permeabilize kas preparatlarinda hiicre dis1 ve hiicre i¢i ortamlar ayn1 iyonlar1
icerdigi i¢in ortamdaki iyonlarin konsantrasyonlar1 degistirilerek hiicre i¢i
konsantrasyonlar ayarlanabilir. Kullanilan permeabilizasyon metoduna gore serbest
kalsiyum konsantrasyonu arttirilarak veya hiicre i¢i depolardan kalsiyum saliverilmesi
baslatilarak kas aktive edilebilir. Kas kasilmasinin hiicre i¢i kalsiyum depolarindan
baslicas1 olan sarkoplazmik retikulumun hangi kanallarindan kalsiyum saliverilmesi
ile gergeklestigi veya hiicrede diger bir kalsiyum deposu olan mitokondrinin bu
olaydaki rolii de permeabilizasyon islemi kullanilarak arastirilabilir. Permeabilize
edilmis kobay mesane detrusor diiz kasinda IP3 reseptor blokorii heparinin karbakol ile
indiiklenen kasilma yanitlarin1 inhibe ettigi (43), diger bir caligmada da kobay
tireterinde kafein ile indiiklenen kasilma yanitlarinin ryanodin ile bloke oldugu ancak
sican tireterinde karbakol yanitlarinda ryanodinin etkisiz oldugu gosterilmistir (44).

Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu sabit tutularak agonist aracili kas
kasilmasina (kalsiyum sensitizasyonu) yol agan mekanizmalar da permeabilize edilmis
diiz kas preparatlarinda incelenebilmektedir (6). Rho Kkinaz aracili kalsiyum
sensitizasyonu inhibisyonunun permeabilize edilmis sigan bronsiyal diiz kasinda
asetilkolin aracili kasilma yanitlarini azalttigi gosterilmistir (45). Karbakol ile
indiiklenen kalsiyum sensitizasyonu, sican mesane diiz kasinda Rho kinaz inhibitorii

Y-27632 ve PKC inhibitoriit GF 109203X varliginda inhibe olmaktadir (46).



3. GEREC ve YONTEM

Deneylerde 200-250 g agirliginda Sprague-Dawley disi albino siganlar
kullanildi. Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan 2011/36-7 ve
2012/15-2 no’lu izinler alindi.

3.1. Interstisyel Sistitin Olusturulmasi

Sistit olugturulacak siganlara intraperitoneal yol ile 1., 4. ve 7. giinlerde giinde
bir kez 150 mg/kg siklofosfamid, kontrol grubuna siklofosfamidin ¢oziiciisii olarak

serum fizyolojik uygulandi.
3.2. Histopatoloji

Histopatolojik incelemeler igin 8. giin siganlar karbondioksit gazi
solutulduktan sonra karotid arterleri kanatilarak 6ldiiriildii. Abdomen agilarak izole
edilen mesane %10’luk formaldehit icerisine konuldu. Bu soliisyon igerisinde oda
sicakliginda en az 24 saat fikse edildi. Fiksasyonu takiben parafin ile bloklanan
dokular 5 um kesitlere ayrilip hematoksilen-eozin ile boyandi. Histopatolojik olarak

epitel hasari, hemoraji, inflamatuvar hiicre filtrasyonu ve 6dem degerlendirildi.
3.3. Doku izolasyonu

8. giin si¢anlar karbondioksit gazi solutulduktan sonra karotid arterleri
kanatilarak oldiiriildi. Siganlardan mesane izole edildikten sonra HEPES tamponlu
modifiye Krebs’ soliisyonu igeren diseksiyon kabina alindi. Diseksiyon mikroskobu
altinda si¢an mesanesinin mukozasi temizlenerek mesane duvarindan detrusor diiz kasi
segmentleri izole edildi. Bu segmentlerden yaklagik 150-250 pm ¢apinda ve 3-4 mm
uzunlugunda kas preparatlart hazirlandi. Bu preparatlarin bir ucuna 5/0 cerrahi ipek
stitur kullanilarak bir kement yapildi, diger ucuna ise 9/0 ipek mikrosiitur kullanilarak
halka yapildi. Deneylerde Perspex bir blok iizerinde bulunan 1 mL hacimdeki bir seri
kiiciik banyodan olusan deney diizenegi kullanildi. HEPES tamponlu modifiye Krebs’
sollisyonu igeren banyoya preparatlar kement yapilan ucu ile fikse edildi. Halka

yapilan ug araciligi ile de preparat transdusira (Sensitive Isometric Force Transducer,
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Biopac Data Acquisition System) baglanarak bilgisayar araciligi ile gerimdeki
degisiklikler kayit edildi.

3.4. Deney Protokolii

Preparatlar deney baslangicinda 100 mg bazal gerim uygulanarak HEPES
tamponlu modifiye Krebs’ soliisyonu igeren banyoda 30 dakika dinlendirildi.
Preparatlarda 80 mM K* ve 50 uM karbakol ile stabil kasilmalar alindiktan sonra
kimyasal permeabilizasyon islemine ge¢ildi. Kas segmentleri birer dakika araliklar ile
iki kez 4 mM EGTA igeren hiicre i¢i ortamin igerigine benzer hiicre i¢i soliisyon
bulunan banyoda yikandiktan sonra 40 uM [-eskin ile 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda preparatlar tekrar hiicre igi soliisyon iceren banyoda birer
dakika araliklar ile 1 kez4 mM EGTA, 3 kez 0.05 mM EGTA igeren hiicre i¢i soliisyon
ile yikandi. Bu kimyasal permeabilizasyon islemini takiben;

- Preparatlar 0.05 mM EGTA, 1 uM kalsiyum ve 1 uM kalmodulin i¢eren hiicre
i¢i soliisyon ile 10 dakika inkiibe edilerek hiicre i¢i depolarin kalsiyum ile dolmasi ve
preparatlarin kasilmasinin stabil hale gelmesi saglandi. Daha sonra 100 uM GTP
varhiginda 50 uM karbakol ile ilave kasilma yanitt alindi. Sarkoplazmik retikulum IP3
kanali inhibitorii heparin (I mg/mL), sarkoplazmik retikulum kalsiyum kanali
inhibitorii ryanodin (10 uM), Rho kinaz inhibitérii Y-27632 (1 pM), PKC inhibitorii
GF-109203X (5 uM) varliginda 15 dakika inkiibasyon sonrasinda ayni protokol
tekrarlandi.

- Kalsiyum sensitizasyonu yanitlarin1 incelemek i¢in sarkoplazmik retikulum
Ca*2-ATPaz pompasi inhibitorii siklopiazonik asit (CPA) (1 pM) ve mitokondri proton
pompast inhibitorii karbonil siyanid p-triflurometoksifenilhidrazon (FCCP) (1 uM)
varliginda preparatlar 0.05 mM EGTA, 1 uM kalsiyum ve 1 puM kalmodulin igeren
hiicre i¢i soliisyon ile 10 dakika inkiibe edildikten sonra 100 uM GTP varliginda 50
uM karbakol ile ilave kasilma yanitlar1 alindi. Bu kasilma yanitlar1 Rho kinaz
inhibitori Y-27632 (1 uM) ve PKC inhibitoérii GF-109203X (5 uM) ve G-protein
inhibitori guanozin-5’-(B-tiyo)difosfat trilityum tuzu (GTP-B-S) (1 uM) varliginda 15
dakika inkiibasyon sonrasinda tekrarlandi.

- Sarkoplazmik retikulum Ca*?-ATPaz pompas: inhibitorii CPA (1 pM) ve
mitokondri proton pompasi inhibitoérii FCCP (1 uM) varliginda preparatlar 0.05 mM
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EGTA, 1 uM kalsiyum ve 1 uM kalmodulin igeren hiicre i¢i soliisyon ile 10 dakika
inkiibe edildikten sonra 100 pM GTP varliginda PKC aktivatdrii forbol-12,13-dibutirat
(50 uM) ile ilave kasilma yanitlar1 alindi.

- Preparatlar 0.05 mM EGTA, 1 uM kalsiyum ve 1 uM kalmodulin igeren hiicre
ici sollisyon ile 10 dakika inkiibe edilerek hiicre i¢i depolarin kalsiyum ile dolmasindan
sonra 25, 50 uM IP3 ve 5, 10 mM kafein ile ilave kasilma yanitlart alindi.

- Kas segmentlerinde kalsiyuma verilen kasilma yanitin1 incelemek igin 10°-
3x10° M kalsiyum igeren hiicre i¢i soliisyonlar kullanilarak konsantrasyona bagimli

kasilma yanit egrileri elde edildi.
3.5. Deneylerde Kullamilan Soliisyonlar ve flaclar

Tiim soliisyonlarin hazirlanmasinda 18 MQ-cm deiyonize su (MP Mini Pure
Dest Up) kullanildi. Intakt preparatlarda standart fizyolojik soliisyon olarak HEPES
tamponlu modifiye Krebs’ soliisyonu (mM): NaCl 126; KCI 6, CaCl> 2, MgCl» 1.2,
glukoz 14 ve HEPES 10.5 kullanild1. Soliisyonun pH’s1 NaOH ile 7.2’ye ayarlandi. 80
mM K* soliisyonu NaCI’nin ekivalan miktarda KCI ile degistirilmesi ile hazirlandi.

Permeabilizasyondan sonra kullanilan hiicre igi soliisyon (mM): K propionat

130, MgCl> 4, Na,ATP 4, tris-maleat 20, kreatin fosfat 10, kreatin fosfokinaz 3.3
tinite/mL ve proteaz inhibitori 16peptin (1 uM). Deney protokoliine gore hiicre igi
soliisyona 0.05 ve 4 mM EGTA eklendi. Hiicre i¢i soliisyonun pH’s1t KOH ile 6.8’¢e
ayarlandu.

Kullanilan ilaglar genellikle hiicre ici soliisyonlarda ¢oziildii. ilaglardan
siklofosfamid serum fizyolojik; FCCP etanol; ryanodin metanol; CPA, GF-109203X
ve forbol 12,13 dibutirat dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziildii. Bu ¢oziiciiler
tek basina kullanildiklarinda kasilma yanitlarini etkilemediler.

Deneylerde kullanilan Endoxan (Siklofosfamid, 1 gr) Pfizer’den; B-eskin
(aescin), karbamilkolin kloriir (karbakol), kreatin fosfokinaz, 16peptin, EGTA,
adenozin 5’trifosfat (Na.ATP), ryanodin, heparin sodyum tuzu, GTP, CPA,
kalmodulin, FCCP, D-myo-inositol 1,4,5-trisfosfat, kafein, GTP inhibitér GTP-f-S,
forbol 12,13 dibutirat, DMSO Sigma (St. Louis, Missouri)’dan ve kreatin fosfat
disodyum tuzu, (R)-(s)-trans-N-(4-piridil)-4-(1-aminoetil)-siklohekzankarboksamid
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2HCI (Y-27632), bisindolilmaleimid |1 (GF-109203X) Calbiochem (Nottingham,

Ingiltere)’den alinmistir.
3.6. Bulgularin Sunulusu ve Istatistiksel Analiz

Permeabilizasyondan sonra elde edilen kasilma yanitlari intakt preparatlarda
elde edilen 80 mM K¥ kasilmasmin %’si olarak ifade edildi. Degerler
ortalamazstandart hata olarak verildi. Intakt preparatlarda elde edilen 80 mM K*
kasilmalar1 kontrol ve sistit grubunda karsilastirildiginda anlamli olarak farkli degildir
(kontrol grubu 208.8 mg + 11.2, sistit grubu 219.9 mg + 10.4; N=50-52).

Istatistiksel anlamlilik Student’s t-testi ve iki yonlii varyans analizi (ANOVA)

ile degerlendirildi. P<0.05 ise ortalamalar arasindaki fark anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Siklofosfamid ile Sistit Olusturulan Sicanlardan izole Edilen Mesanelerde
Histopatolojik Degisiklikler

Siklofosfamid ile sistit olusturulan siganlardan izole edilen mesanelerde epitel
hasari, mukoza ve kas (muskularis propria) tabakasinda hemoraji, subepitelyal

tabakada ise inflamatuvar hiicre filtrasyonu gozlenmektedir (Sekil 4.1. A, B ve C).

Sekil 4. 1. Siklofosfamid ile sistit olusturulmus siganlardan izole edilen mesanelerin hematoksilen-eozin
boyamas1 sonras1 drnek histopatolojik resimleri ((A) 4X, (B) 10X, (C) 20X biiyiitme ile).
Mukoza ve kas (muskularis propria) tabakasinda belirgin hemoraji gozlenmektedir (A, B,
C). Ayrica hiicresel polarizasyon kaybi, ¢ekirdek/sitoplazma oraninda artis ve g¢ekirdek

hiperkromazisi ile karakterize epitel hasar1 gdzlenmektedir (B).
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4.2. intakt (Permeabilize Edilmemis) ve Permeabilize Detrusor Diiz Kasinda
Karbakol ile Elde Edilen Kasilma Yanitlari

Intakt sican mesanesinde kalsiyum icermeyen ancak 10° M EGTA igeren
modifiye Krebs soliisyonu ile 15 dk inkiibasyon sonrasinda hiicre i¢i kalsiyum depolar1
tamamen bosaldig1 i¢in karbakol (50 uM) ile kasilma yanit1 alinamamaistir. Bir baska
deney grubunda ise, B-eskin ile permeabilizasyon isleminden sonra yine hiicre i¢i
kalsiyum depolari bosaldigi i¢in karbakol (50 uM) ile kasilma yanit1 elde
edilememistir. Agonist aracili kasilma yanitt alabilmek igin permeabilizasyon
sirasinda bosalan kalsiyum depolarinin 10® M kalsiyum ile 10 dk inkiibasyon ile
doldurulmasi gerekmistir.

Siklofosfamid ile olusturulan sistit modelinde permeabilize edilmemis sigan
detrusorunda karbakol (50 uM) ile elde edilen kasilma yaniti degismezken
permeabilize sigan detrusorunda kasilma yanit1 anlamli olarak artmaktadir (Sekil 4.2.

Ave B).
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Sekil 4.2. Kontrol grubu ve sistit olusturulmus si¢anlardan izole edilen permeabilize edilmemis (A) ve
permeabilize (B) detrusor diiz kasinda karbakol (50 uM) ile elde edilen kasilma yanitinin

kontrole gore degisimi (n=6-21, *P<0.05 kontrole gore anlamli).



15

4.3. Karbakol ile Elde Edilen Kasilma Yamtlarina Heparinin Etkisi

Sistit olusturulmus siganlarda karbakol ile elde edilen kasilma yanitlarindaki
degisimin hiicre i¢i hangi mekanizmalar aracilig1 ile olustugunun gosterilmesi igin bazi
inhibitorler varliginda yanitlar incelenmistir. Karbakol ile elde edilen kasilma yaniti
hem kontrol grubu hem de sistit olusturulmus siganlarin permeabilize detrusor diiz
kasinda sarkoplazmik retikulum IP3 kanali inhibitorii heparin (1 mg/mL) varliginda

anlamli olarak azalmaktadir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Kontrol grubu ve sistit olusturulmus sicanlardan izole edilen permeabilize detrusor diiz
kasinda karbakol (50 uM) ile elde edilen kasilma yamitina heparinin (1 mg/mL) etkisi (n=6-

10, *P<0.05 kontrol yanitina gére anlamli, **P<0.05 siklofosfamid yanitina gére anlamli).



16

4.4. Karbakol ile Elde Edilen Kasilma Yanitlarina Ryanodinin Etkisi

Kontrol grubu sigcanlardan izole edilen permeabilize sigan detrusorunda
sarkoplazmik retikulum kalsiyum kanali inhibitorii ryanodin (10 pM) varliginda
karbakol ile elde edilen kasilma yaniti degismezken, sistit olusturulmus grupta bu

inhibitor varliginda karbakol kasilma yaniti anlamli1 olarak azalmaktadir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Kontrol grubu ve sistit olusturulmus siganlardan izole edilen permeabilize detrusor diiz
kasinda karbakol (50 uM) ile elde edilen kasilma yanitina ryanodinin (10 pM) etkisi (n=6-8,

*P<0.05 kontrol yanitina gore anlamli, **P<0.05 siklofosfamid yanitina gére anlamli).
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4.5. Kiimiilatif Kalsiyum Yanitlari

Siklofosfamid ile olusturulan sistitte permeabilize sigan detrusorunda
konsantrasyon- bagimli kalsiyum kasilma yanitlart kontrol grubuna gére artmaktadir
(Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Kontrol grubu ve sistit olusturulmus sicanlardan izole edilen permeabilize detrusor diiz
kasinda kiimiilatif (10%-3x10° M) olarak elde edilen kalsiyum yanitlar1 (n=6, *P<0.05

kontrol yanitina gore anlamli).
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4.6. IP3ile Elde Edilen Kasilma Yanitlari

Kontrol grubu ve sistit olusturulmus permeabilize sigan detrusor diiz kasinda
farkli konsantrasyonlarda (25, 50 uM) IP3 ile kasilma yanitlar1 elde edildi. Sistit
olusturulmus siganlarda her iki konsantrasyonda da 1Pz ile elde edilen kasilma yanitlari

anlamli olarak azalmaktadir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Kontrol grubu ve sistit olusturulmus siganlardan izole edilen permeabilize detrusor diiz
kasinda farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) IP3ile elde edilen kasilma yanitlarinin

kontrole gore degisimi (n=6-9, *P<0.05 kontrol yanitina gére anlamlr).
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4.7. Kafein ile Elde Edilen Kasilma Yanitlari

Kontrol grubu ve sistit olusturulmus permeabilize sigan detrusor diiz kasinda
farkli konsantrasyonlarda (5 ve 10 mM) kafein ile kasilma yanitlar1 elde edildi. Sistit
olusturulmus sicanlarda 5 mM kafein ile elde edilen kasilma yanit1 degismezken; 10

mM kafein ile elde edilen kasilma yanit1 anlamli olarak azalmaktadir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Kontrol grubu ve sistit olusturulmus siganlardan izole edilen permeabilize detrusor diiz
kasinda farkli konsantrasyonlarda (5 ve 10 mM) kafein ile elde edilen kasilma yanitlarinin

kontrole gore degisimi (n=6-9, *P<0.05 kontrol yanitina gére anlamlr).
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4.8. Karbakol ile Elde Edilen Kasilma Yanmitlarina Y-27632 ve GF-109203X’in
Etkisi

Sistit olusturulmus permeabilize sican detrusorunda karbakol ile elde edilen
kasilma yanit1 artmaktadir. Sistit grubunda artmis kasilma yaniti Rho kinaz inhibit6rii
Y-27632 (1 uM) ve PKC inhibitorii GF-109203X (5 uM) ile anlamli olarak inhibe
olmaktadir. Kontrol grubunda da karbakol ile elde edilen kasilma yanitlar1 Y-27632
ve GF-109203X ile anlamli olarak inhibe olmaktadir. Bu iki inhibitor beraber
verildiklerinde de kontrol grubu ve sistit olusturulmus grupta yanitlar anlamli olarak
inhibe olmaktadir. Kontrol grubunda beraber verildiklerinde elde edilen kasilma yaniti
ayr1 ayr verildiklerinde elde edilen kasilma yanitlar ile karsilastirildiginda anlamh

olarak azalma goriilmektedir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Kontrol grubu ve sistit olusturulmus siganlardan izole edilen permeabilize detrusor diiz
kasinda karbakol (50 uM) ile elde edilen kasilma yanitina Y-27632 (1 uM), GF-109203X (5
uM) ve Y-27632+GF-109203X’in etkisi (n=6-8, *P<0.05 kontrol yanitina goére anlamli,
**P<0.05 siklofosfamid yanitina gore anlamli, #P<0.05 Y-27632 veya GF-109203X

varligindaki kontrol yanitina gére anlamlr).
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4.9. Karbakol ile Elde Edilen Kalsiyum Sensitizasyonu Yanitlari

Sistit olusturulmus permeabilize sigan detrusorunda sarkoplazmik retikulum
Ca*2-ATPaz pompasi inhibitorii CPA (1 pM) ve mitokondri proton pompast inhibitorii
FCCP (1 uM) varliginda karbakol ile elde edilen Kalsiyum sensitizasyonu yaniti
anlamli olarak artmaktadir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Kontrol grubu ve sistit olusturulmus siganlardan izole edilen permeabilize detrusor diiz
kasinda CPA (1 uM) ve FCCP (1 uM) varliginda karbakol (50 pM) ile elde edilen kalsiyum
sensitizasyonu yanitinin kontrole goére degisimi (n=8, *P<0.05 kontrol yanitina gore

anlamli).
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4.10. Karbakol ile Elde Edilen Kalsiyum Sensitizasyonu Yanitlarina Y-27632 ve
GF-109203X’in Etkisi

Sistit olusturulmus permeabilize sigan detrusorunda CPA (1 uM) ve FCCP (1
puM) varliginda karbakol ile elde edilen kalsiyum sensitizasyonu yanit1 artmaktadir.
Kalsiyum sensitizasyonu yanitt hem kontrol grubu hem de sistit olusturulmus
siganlarda Rho kinaz inhibitérii Y-27632 (1 uM) ve PKC inhibit6rii GF-109203X (5
uM) ile anlamli olarak inhibe olmaktadir. Bu iki inhibitor beraber verildiklerinde de
kontrol grubu ve sistit olusturulmus grupta yanitlar anlamli olarak inhibe olmaktadir.
Kontrol grubunda beraber verildiklerinde elde edilen kasilma yaniti ayri ayr
verildiklerinde elde edilen kasilma yanitlar1 ile karsilastirildiginda anlamli olarak

azalma goriilmektedir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Kontrol grubu ve sistit olusturulmus siganlardan izole edilen permeabilize detrusor diiz
kasinda karbakol (50 pM) ile elde edilen kalsiyum sensitizasyonu yanitina Y-27632 (1 uM),
GF-109203X (5 uM) ve Y-27632+GF-109203X’in etkisi (n=6-8, *P<0.05 kontrol yanitina
gore anlamli, **P<0.05 siklofosfamid yanitina gére anlamli, #P<0.05 Y-27632 veya GF-
109203X varligindaki kontrol yanitina gére anlamli).
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4.11. Protein Kinaz C Aktivatorii Forbol 12,13 Dibutirat ile Elde Edilen Kasilma

Yanitlari

Sistit olusturulmus permeabilize sigan detrusorunda CPA (1 uM) ve FCCP (1
uM) varliginda PKC aktivatorii forbol 12,13 dibutirat (50 uM) ile elde edilen kasilma

yanit1 anlamli olarak artmaktadir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Kontrol grubu ve sistit olusturulmus siganlardan izole edilen permeabilize detrusor diiz
kasinda CPA (1 pM) ve FCCP (1 uM) varliginda forbol 12,13 dibutirat (50 uM) ile elde
edilen kasilma yanitinin kontrole gore degisimi (n=6, *P<0.05 kontrol yanitina gore

anlaml).
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4.12. Karbakol ile Elde Edilen Kalsiyum Sensitizasyonu Yanitlarina GTP-p-
S’nin Etkisi

Sistit olusturulmus permeabilize sican detrusorunda karbakol ile elde edilen
kalsiyum sensitizasyonu yanit1 artmaktadir. G-protein inhibitorii GTP-B-S (1 uM)
varliginda karbakol ile elde edilen kalsiyum sensitizasyonu yaniti hem kontrol

grubunda hem de sistit olusturulmus grupta anlamli olarak azalmaktadir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Kontrol grubu ve sistit olusturulmus siganlardan izole edilen permeabilize detrusor diiz
kasinda karbakol (50 uM) ile elde edilen kalsiyum sensitizasyonu yanitina GTP-B-S (1
uM)’nin etkisi (n=6-8, *P<0.05 kontrol yanitina gore anlamli, **P<0.05 siklofosfamid

yanitina gore anlamli).
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5. TARTISMA

Interstisyel sistit, mesanede gelisen inflamasyonun yani sira, iseme aciliyetinde
ve iseme sikliginda artis ile karakterize kronik bir sendromdur. Interstisyel sistit gibi
inflamasyona yol agan kronik hastaliklarin mesane fonksiyonlari tizerindeki etkilerini
gosteren calismalar literatiirde yer almaktadir (22-26). Ancak, siklofosfamid ile
indiiklenen sistit modelinde mesane diiz kasinda olusabilecek degisikliklerin
permeabilizasyon yontemi ile incelendigi bir ¢alisma heniiz bulunmamaktadir. Bu tez
kapsaminda mesane detrusor diiz kasi permeabilizasyonu igin kullanilan p-eskin,
reseptor-efektor kenetlenmesini bozmadan plazma membraninda delikler agarak
agonist ile indiiklenen diiz kas kasilmasinin hiicre i¢i molekiiler mekanizmalarinin,
Ozellikle de hiicre i¢i depolardan kalsiyum saliverilme yolaklarmin incelenmesine
olanak vermistir.

Siklofosfamid enjeksiyonu fare ve siganlarda deneysel sistit olusturulmasinda
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (47). Siklofosfamid karacigerde tirotoksik
metaboliti akroleine doniisen bir antitimor ajandir. Kanser tedavisinde kullanilan
siklofosfamidin yaygin bir komplikasyonu olan sistit olusmasinda akroleinin sorumlu
ajan oldugu bilinmektedir. Akrolein mesane duvarinda 6dem, iilserasyon, hemoraji ve
nekroz gelisimine yol agmaktadir (47-49). Siklofosfamid uygulamasindan sonra da
epitel hasar1, hemoraji, hiicresel filtrasyon ve 6dem gibi histopatolojik degisiklikler
gozlenmektedir (50-52). Bu tez calismasinda da, literatiirdeki bu bulgulara paralel
olarak, siklofosfamid ile sistit olusturulmus si¢anlardan izole edilen mesanelerde
hematoksilen-eozin boyamasi sonrasi epitel hasari, 6dem, mukoza ve kas (muskularis
propria) tabakasinda hemoraji ile subepitelyal tabakada inflamatuvar hiicre filtrasyonu
gozlenmektedir.

Sistit, mesane detrusor diiz kasinin kasilma fonksiyonunu degistirebilmekte ve
buna bagli olarak mesanenin normal islevleri bozulabilmektedir (22, 23, 25, 26). Bu
nedenle, siklofosfamid ile olusturulan sistit modelinde mesane detrusor diiz kasinin
agonist aracili kasilmasinda meydana gelen degisikliklerin hiicre i¢i mekanizmalarinin
incelenmesi yeni ilaclarin gelistirilebilmesi agisindan 6nemlidir. Bu tez ¢aligmasinda
sistit modelinde permeabilize edilmemis sigan detrusorunda karbakol ile elde edilen

kasilma yanitlar1 degismezken permeabilize sican detrusorunda karbakol kasilma
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yanitlar1 anlamli olarak artmaktadir. Diiz kaslardaki kasilma mekanizmalar1 voltaja
bagimli kalsiyum kanallar1 aracilig ile hiicreye kalsiyum girisi ile veya sarkoplazmik
retikulumdan kalsiyum saliverilmesi sonucunda sitozolik kalsiyumdaki artis ile aktive
olmaktadir. Permeabilize diiz kaslarda plazma membranindaki iyon kanallar1 ortadan
kaldirildig1 i¢in sadece hiicre i¢i depolarin kasilma mekanizmalari incelenebilir.
Dolayist ile bu bulgu bize hiicre i¢i kalsiyum saliverilmesi yolaklarinin veya hiicre ici
kalsiyum depolarinin sistit olusumundan etkilendigini ve buna bagli olarak daha fazla
kalsiyum saliverildigini diisiindiirmektedir. Literatiirde E.coli ile indiiklenen sistitte
karbakol kasilma yanitlarinin mesanede arttigin1 bildiren bir ¢alisma bulunmaktadir
(53). Ayrica, intravezikal olarak LPS uygulamasindan sonra si¢an detrusor seritlerinde
elektriksel alan uyarist ile elde edilen kasilma yanitlarinin arttig1 da bilinmektedir (31).
Yine siklofosfamid ile indiiklenen sistitte erkek Sprague-Dawley siganlarda iseme
refleksinde bir artig oldugu gosterilmistir (54).

Permeabilize edilmemis detrusor diiz kasinda karbakol kasilmasinin
degismemesi, hiicre i¢i kalsiyumun artmasma ragmen hiicre membranindaki iyon
kanallar1 gibi baz1 faktorlerin  etkinligi sonucunda ortamdaki kalsiyum
konsantrasyonunun ayni kalmasi nedeni ile olabilir. Yine mesane detrusor diiz kasi
icin de gegerli olan bir baska durum hiicre i¢i depolardan kalsiyum saliverilmesinin
global kalsiyum konsantrasyonu iizerine ¢ok kiigiik bir etki yapmasi, buna karsilik
lokal kalsiyum konsantrasyonunda anormal bir artisa neden olabilmesidir. Kalsiyum
“spark”lar1 olarak bilinen bu lokal kalsiyum saliverilmesi hemen yakininda bulunan
kanallar1 veya yolaklar1 aktive etmektedir (55, 56). Bizim c¢alistigimiz deney
kosullarinda da sistit ile aktive olan hiicre i¢i sinyal transdiiksiyon yolaklarinin sadece
sitoplazmadaki kalsiyum saliverilmesini arttirmasi olasidir.

Detrusor diiz kasmin baglica hiicre i¢i kalsiyum deposu olan sarkoplazmik
retikulum, hem serbest kalsiyum konsantrasyonundaki artis ile aktive olan ryanodin
reseptorlerine (kalsiyum ile indiiklenen kalsiyum saliverilmesi), hem de agonist ile
stimiilasyon sonucunda iretilen IP3 ile aktive olan reseptorlere sahiptir (IP3 ile
indiiklenen kalsiyum saliverilmesi) (57-59). Dolayisi ile sarkoplazmik retikulumdan
kalsiyum saliverilme mekanizmalarini incelemek icin IP3 kanali inhibit6rii heparin ile
kalsiyum kanali inhibit6rii ryanodinin karbakol ile elde edilen kasilma yanitlari

tizerindeki etkileri incelenmistir. Heparin molekiil agirligi yiiksek bir inhibitordiir
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ancak B-eskin ile permeabilize edilmis diiz kaslara girebilmektedir. Bu tezdeki deney
kosullar1 altinda heparin hem kontrol grubunda hem de sistit olusturulmus grupta
karbakol ile elde edilen kasilma yanitlarini anlamli olarak azaltmaktadir. Ryanodin
varliginda ise kasilma yanitlar1 kontrol grubunda degismezken sistit olusturulmus
grupta anlamli olarak azalmaktadir. Buna gore sistit olusturulmus grupta karbakol ile
elde edilen kasilma yanitlarinda hem IPs ile indiiklenen hem de kalsiyum ile
indiiklenen kalsiyum saliverilmesinin rolii oldugu goriilmektedir. Heparin ile elde
edilen inhibisyon oraninin kontrol grubunda % 38, sistit grubunda % 61 olmasi, artmis
karbakol kasilmasinda IP3’iin roliinii vurgulamaktadir. Buna ilave olarak, ryanodin ile
kontrol grubunda karbakol yanitinda anlamli bir inhibisyonun olmamasi (% 23), sistit
grubunda ise % 41 azalma olmasi, artmis karbakol yanitinda kalsiyum ile indiiklenen
kalsiyum saliverilmesinin roliinii gostermektedir.

Kalsiyum, kalmoduline baglanarak kas kasilmasini baslatmaktadir (6). 3-eskin
ile permeabilize edilmis detrusor diiz kas1 mikromolar konsantrasyondaki kalsiyuma
duyarhidir ve kasilmasi beklenir. Bu tez kapsaminda da 10%-3x10° M araliginda artan
konsantrasyonlarda elde edilen kalsiyum yanit egrisi sistitli grupta yiiksek
konsantrasyonlarda anlamli artis gostermistir. Kalsiyum ile indiiklenen bu kasilma
oncelikle diisiikk konsantrasyonlarda hiicre i¢i kontraktil proteinlerin duyarliliini,
sonrasinda da yiiksek konsantrasyonlarda kalsiyum ile indiiklenen kalsiyum
saliverilmesini  gostermektedir (60). Ortama eklenen kiimiilatif kalsiyum
konsantrasyonu arttik¢a, sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum ile indiiklenen
kalsiyum saliverilmesinin de potansiyalize oldugu bilinmektedir. Dolayis1 ile
bulgularimiz, sistitte mesane detrusor diiz kasinda kontraktil proteinlerde bir farklilik
olmadigin1 ancak kalsiyum ile indiiklenen kalsiyum saliverilmesinde bir artig
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu da sistitli grupta artmis karbakol yanitinin ryanodin
ile inhibe olmasi1 ile uyumlu bir bulgudur.

Ancak burada ortama hem IP3 hem de kalsiyum kanalinin aktivatorii olarak farkl
iki konsantrasyonda sirasi ile IP3 ve kafein eklendiginde sasirtict sonuglar ortaya
¢ikmustir. Heparin ve ryanodinin sistit grubunda karbakol kasilmasindaki artig1 inhibe
etmesi sarkoplazmik retikulumun her iki kanalinin da bu yanitta etkin oldugunu
diistindiirmekte; dolayisi ile bu kanallarin aktivatorii IP3 ve kafein ile alinan kasilma

yanitlarinda da sistit grubunda artis beklenmekteydi. Buna karsilik, iki farkl
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konsantrasyonda IPz ile elde edilen kasilma yanitlari sistit grubunda inhibe olmaktadir.
Sistitte IP3 reseptor dansiteleri azaliyor olabilir. Sistitte muskarinik reseptorlerin
ekspresyonlarinin ve dansitelerinin degistigini gosteren ¢alismalar vardir (22, 23, 24).
Ayrica bu beklenmedik sonu¢ kullanilan heparin konsantrasyonunun sadece IP3
kanallarin1  inhibe etmedigini de distindiirmektedir. Heparinin  yiiksek
konsantrasyonlarda kalsiyumu selate ederek kasilmayir inhibe edici bir etkisi
bulunmaktadir (41). Kafein ile elde edilen kasilma yanitlarina bakildiginda ise 5 mM
ile elde edilen kasilma yanitinin sistitte degismedigi ancak 10 mM ile elde edilen
kasilmanin bloke oldugu goriilmektedir. Bu sonu¢ da ilgingtir ancak kafein
sarkoplazmik retikulumdan IPs ile indiiklenen kalsiyum saliverilmesini de inhibe
edebilmektedir ve 10 mM gibi yiiksek bir konsantrasyondaki etkisinin spesifik olup
olmadig1 bilinmemektedir (66, 67). Ayrica sistitte IP3 reseptorlerinde oldugu gibi
ryanodin reseptorlerinin dansitelerinde de azalma meydana gelmis olabilir.

Karbakol yanitindaki artistan sorumlu olabilecek hiicre i¢i diger ikincil ulaklar
son zamanda bazi diiz kaslarda fizyolojik kasilmalarda yer aldiklar1 bilinen siklik
adenozin difosfat riboz (cADPR) ve nikotinik asit adenin diniikleotid fosfat
(NAADP)’dir (61-63). cADPR sarkoplazmik retikulum ryanodin kanallarindan
kalsiyum saliverilmesini (62, 64), NAADP ise hiicre i¢i asidik organellerden (lizozom
gibi) kalsiyum saliverilmesini (65) tetiklemektedir. Bu ikincil ulaklarin hem birbirleri
ile hem de IP3 ile etkileserek sistitte artmis karbakol yanitinda yer almis olmalar
muhtemeldir.

Hiicre i¢i kalsiyum saliverilmesinde rolii olan Rho kinaz ve PKC yolaklarinin
sistitteki karbakol kasilmasindaki artistan sorumlu olup olmadiklarini anlamak i¢in bu
iki yolagmn inhibitorleri kullanildi. Kontrol grubunda karbakol kasilma yanitlarinin
Rho kinaz inhibitori Y-27632 ve PKC inhibitorii GF-109203X ile ayr1 ayri inhibe
oldugu ve bu iki inhibitor birlikte verildiginde de inhibisyonun potansiyalize oldugu
goriilmektedir. Literatiirde de farkl tiirlerde indiiklenen inflamasyona bagli mesane
disfonksiyonlarinda altta yatan mekanizmalarin farklilig1 gosterilmistir. Weng ve ark.
da yaptiklar1 ¢alismada si¢an detrusor diiz kasinda LPS uygulamasindan sonra artan
kasilma yanitint PKC inhibitérii Ro32-0432’nin inhibe ettigini gostermislerdir (31).
Buna karsilik, disi Sprague-Dawley sicanlarda Rho kinaz inhibit6rii hidroksifasudil

tedavisinin HCI ile indiiklenen sistitin mesane diiz kasinda yapti1 sistometrik
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disfonksiyondan ve histopatolojilerden korudugu belirtilmistir (30). Ancak deney
sartlarimiz altinda, sistit grubunda yine her iki inhibitér ayr1 ayri uygulandiginda
karbakol kasilmalarini inhibe etmekte iken, bu iki inhibitoriin birlikte verilmeleri daha
fazla bir inhibisyona yol agmamistir. Bu bulgu bize sistitte Rho kinaz ve PKC yolagi
arasinda birbirlerinin kasilmalarin1 potansiyalize ettikleri bir “crosstalk” oldugunu
diistindiirmektedir. ~ Sarkoplazmik  retikulumdan  IP3  aracili  kalsiyum
saliverilmesindeki artigin kalsiyum aracili kalsiyum saliverilmesini daha da arttirdigi
bilinmektedir (56, 68, 69). Dolayisi ile iki inhibitoriin bir arada verilmesi ile tek tek
verilmeleri arasinda bir fark olmamasi bu sekilde agiklanabilir.

Diiz kasin hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki artis ile kasilmasindan
bagimsiz olarak bir de kalsiyum sensitizasyonu ile kasildig1 yapilan caligmalarda
gosterilmistir (32, 34). Buna gore, hiicre i¢i kalsiyum ve miyozin hafif zincir kinaz
aktivitesinin sabit oldugu durumda agonistler ile aktive edilen G-protein kenetli
reseptorler kasilmaya neden olabilirler ve bu duruma da kalsiyum sensitizasyonu denir
(70, 71). Diiz kasta kalsiyum sensitizasyonu iki yolak aracilig1 ile miyozin hafif zincir
fosfataz inhibisyonuna yol agmaktadir. Miyozin hafif zincir fosfataz inhibisyonu
direkt Rho kinaz tarafindan veya PKC {izerinden fosfataz inhibitorii CPI-17’nin
fosforilasyonu ile indiiklenir (72, 73). Bu mekanizmalar kimyasal olarak permeabilize
edilmis diiz kas preparatlarinda hiicre i¢i ortam ile hiicre digina uyguladigimiz ortam
ayni oldugundan hiicre i¢i iyon konsantrasyonu kontrol edilebildigi i¢in kolaylikla
incelenebilmektedir.

Siklofosfamid ile olusturulan sistitte permeabilize sigan detrusorunda karbakol
ile indiiklenen kalsiyum sensitizasyonu yolaklar1 da incelenmistir. Sarkoplazmik
retikulum Ca*2-ATPaz pompast inhibitorii CPA ve mitokondri proton pompasi
inhibitérii FCCP varliginda, ortamda kalsiyum sabit iken karbakol ile indiiklenen
kalsiyum sensitizasyonu yanitlari sistit olusturulmus siganlarda artmaktadir. Kontrol
grubunda da siklofosfamid grubunda da kalsiyum sensitizasyonu yanitlart hem Rho
kinaz inhibitorii Y-27632 hem de PKC inhibitorii GF-109203X ile inhibe olmaktadir.
Kalsiyum sensitizasyonu yanitlart GF-109203X ile kontrol grubunda % 46 inhibe
olurken, sistit grubunda ise % 82 inhibe olmustur. Y-27632 varliginda ise kalsiyum
sensitizasyon yanitlar1 kontrol grubunda % 51 inhibe olurken, sistit grubunda ise % 67

inhibe olmustur. Her iki gruba da inhibitrler birarada uygulandiginda, kontrol
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grubunda inhibisyonun potansiyalize oldugu ancak sistit grubunda bu iki inhibitoriin
birlikte verilmesinin inhibisyon oranini daha fazla arttirmadig1 goriilmiistiir. Bu da bir
onceki boliimde bahsettigimiz “crosstalk” olasiligini giiclendirmektedir. Burada, sistit
grubunda her iki inhibit6riin ayr1 ayr1 yaptigr inhibisyonlar karsilastirildiginda PKC
inhibitoriiniin Rho kinaz inhibitdriine gore karbakol yanitint anlamli olarak daha fazla
inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu bulgumuz sistitte kalsiyum sensitizasyonu olusturulan
sartlarda PKC yolaginin daha fazla aktive olabilecegini diisiindiirmektedir.

PKC yolaginin sistitte aktive olup olmadigin1 gorebilmek i¢cin PKC aktivatorii
forbol 12,13-dibutirat ile kasilma yaniti elde edildi. Sistitte permeabilize si¢an
detrusorunda CPA ve FCCP varliginda forbol 12,13-dibutirat ile elde edilen kasilma
yanitimin  artti@i gozlenmistir. Bu da PKC inhibitorii ile elde ettigimiz Onceki
bulgumuzu desteklemektedir. Daha 6nce yapilan bir calismada forbol 12,13 dibutirat
uygulamasiin detrusor diiz kasinda elektriksel alan stimiilasyonu ile elde edilen
kasilma yanitlarin1 arttirdigi  gosterilmistir  (31). Ancak, kobay mesanesinde
gerceklestirilen baska bir calismada ise obstriiksiyon sonucu gelisen disfonksiyonda
karbakol ile indiiklenen kalsiyum sensitizasyonu kasilmasinin yanitinin arttig1 ancak
bu artistan PKC yolagina gore Rho kinaz yolaginin daha fazla sorumlu oldugu
belirtilmistir (74).

Tiim deneylerin sonucunda karbakol ile elde edilen kasilma yanitinin G-proteine
kenetli reseptorler araciligr ile meydana geldigini dogrulamak i¢in G-protein inhibitorii
GTP-B-S ortama eklenmistir. Bulgularimiza gore kalsiyum sensitizasyonu yanitlarinin
hem kontrol hem de sistit olusturulmus grupta GTP-B-S varliginda azalmasi da kasilma

yanitlarinin G-proteini araciligi ile olustugunu vurgulamaktadir.
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6. SONUC ve YORUM

Bu tez ¢alismasinda siklofosfamid ile olusturulan sistit modelinde B-eskin ile
permeabilize edilmis sican mesane detrusor diiz kasinda karbakol ile indiiklenen
kasilma yanitinda hiicre i¢i depolardan kalsiyum saliverilmesi, hiicre i¢i kalsiyum
artis1 ve kalsiyum sensitizasyonu mekanizmalari incelenmistir. Sistitte permeabilize
detrusor diiz kasinda karbakol ile elde edilen kasilma yanitlar1 artmaktadir.
Sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum ile indiiklenen kalsiyum saliverilmesinin
indiiklenmesinin yani1 sira Rho kinaz ve PKC yolaklarinin karbakol kasilmasindaki bu
artista rol oynadiklari gosterilmistir. Ayrica, sistitte arttigi goriilen karbakol ile
indiiklenen kalsiyum sensitizasyonu yanitinin ise major olarak PKC yolag: iizerinden
aktive oldugu belirlenmistir.

Literatiire uyumlu olarak bu tez ¢alismasinda da sistitin mesane detrusor diiz
kasinin kasilma fonksiyonunu etkiledigi gosterilmistir. Elde edilen bulgular hem bu
deney modelinin benzer calismalarda kullanilabilmesi agisindan hem de sistit
tedavisinde yeni ilag molekiillerinin gelistirilebilmesi agisindan énemlidir. Urogenital
hastaliklarin altinda yatan farkli molekiiler mekanizmalar birgok arastirmaci
tarafindan incelenmekte ve elde edilen sonuglar ise her gegen giin yeni ila¢ molekiilii
adaylarmin ortaya ¢ikmasimi saglamaktadir. Calismamiz 6zellikle siklofosfamidin
kanser tedavisinde kullanilist ve yan etki olarak sistit goriilme siklig
degerlendirildiginde, mesane fizyolojisinde olusabilecek degisikliklerin ongoriilerek

engellenmesine de katki saglayabilecektir.



Karbakol

Sekil 6.1. Diiz kastaki agonist aracili kasilma yolaklar
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ONAYLANAN HAYVAN TURU ve

SAYISI o . : 72 adet Disi Sprague-Dawley si¢an
ONAY GECERLILIK SURESI : 12ay

Universitemiz Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali gretim iiyelerinden Yrd. Dog.
Dr. N. Tugba Kandilci’nin arastirma yiiriitiiciisi oldugu 2012/15 kayit numarali
“Siklofosfamid ile Sistit Olusturulan Sicanlarin Detrusor Diiz Kasinda Kasilma
Yamitlarimin Mekanizmasimin Incelenmesi” isimli ¢ahsma Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Yonergesi’ne gére uygun bulunarak oy birligi ile onaylanmasina karar verilmistir.

Sorumlu aragtirmaci deneylere baslangic tarihini Etik Kurula bildirmekle yiikiimliidiir

Prof. Dr. Hakan S. ORER
Etik Kurul Baskam






