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OZET

Bozkurt, T.E., Sicanda mesane kaynakli diz kas gevsetici faktorin
saliverilmesinin ve etki mekanizmasinin arastiriimasi, Hacettepe
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji Programi Doktora
Tezi, Ankara, 2009. Bu calismada mesane kaynakli gevsetici faktorin
saliveriimesi ve etki mekanizmasi sican mesanesinin dondr, sican
anokoksigeus kasinin essey doku olarak kullanildigi bir koaksiyel biyoessey
sistemi ile arastirildi. Koaksiyel biyoessey sistemde asetilkolin gevseme
yaniti olusturdu ve bu yanit kalsitonin geni ile iliskili peptid (CGRP 8-37),
vazoaktif intestinal peptid (VIP 6-28) antagonistleri, tasikinin NK1 (L-732138),
NK2 (MEN-10376) ve NK3 (SB-218795), purinerjik P2 (PPADS) ve adenozin
(CGS 15943) reseptdr antagonistleri yani sira kapsaisin ve a-kimotripsin ile
degismedi. Muskarinik antagonistler telenzepin, AF-DX 116, darifenasin, 4-
DAMP, tropikamid ve atropin asetilkolin yanitlarini inhibe etmistir. Muskarinik
agonistler betanekol, pilokarpin, McN-A-343 ve antikolinesteraz fizostigmin
de asetilkoline benzer sekilde gevseme yaniti olusturmustur. Adenilat siklaz
inhibitéri. SQ-22536 ve protein kinaz A inhibitéri KT-5720 asetilkolin
yanitlarini inhibe ederken guanilat siklaz inhibitérid ODQ ve protein kinaz C
inhibitord H-7 etkilememistir. P2X agonisti a,B-metilen ATP de koaksiyel
biyoessey sistemde gevseme olusturmaktadir ve bu yanit PPADS, SQ-22536
ve KT-5720 ile inhibe olmustur. Mesane striplerinde ise asetilkolin ve o,f3-
metilen ATP ile kasilma yaniti elde edilmis ve bu yanitlar SQ-22536 ve KT-
5720 ile degismemistir. Sonug¢ olarak mesane kaynakli gevsetici faktor bir
néropeptid ya da purinerjik mediyator degildir. Bu faktorin saliveriimesine
Ms- ve Ms- muskarinik reseptorler aracilik etmektedir ve adenilat siklaz-
protein kinaz A saliveriimesinde ve/veya gevsetici etkisinde rol oynamaktadir.
Ayrica bu faktér detrisérin kasilmasi ve endojen asetilkolin ile de

saliverilebilir.

Anahtar kelimeler: mesane, mesane-kaynakli gevsetici faktor, koaksiyel

biyoessey sistem, si¢an, in vitro
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ABSTRACT

Bozkurt, T.E., The Investigation of the Release and Mechanism of
Action of the Urinary Bladder-derived Relaxant Factor in Rat, Hacettepe
University Institute of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Pharmacology,
Ankara, 2009. In the present study, the release and mechanism of action of
the urinary bladder-derived relaxant factor was investigated by a coaxial
bioassay system consisting of rat bladder as the donor and anococcygeus
muscle as the assay tissue. Acetylcholine elicited a relaxation response that
was not altered by the antagonists of calcitonin gene-related peptide (CGRP
8-37), vasoactive intestinal peptide (VIP 6-28), tachykinin NK1 (L-732138),
NK2 (MEN-10376), NK3 (SB-218795), purinergic P2 (PPADS) and
adenosine (CGS 15943) receptors as well as capsaicin and a-chymotrypsin
in the coaxial bioassay system. The muscarinic antagonists telenzepine, AF-
DX 116, darifenacin, 4-DAMP, tropicamide, and atropine antagonized the
acetylcholine response. Muscarinic agonists bethanechol, pilocarpin, McN-A-
343 and the anticholinesterase agent physostigmine also induced relaxation
like acetylcholine. Adenylate cyclase inhibitor SQ-22536 and protein kinase A
inhibitor KT-5720 inhibited the acetylcholine response while guanylate
cyclase inhibitor ODQ, and protein kinase C inhibitor H-7 did not have any
effect. The P2X agonist a,B-methylene ATP also produced relaxation that
was inhibited by PPADS, SQ-22536 and KT-5720 in the coaxial bioassay
system. In bladder strips, acetylcholine and o,-methylene ATP elicited
contractions that were not altered by SQ-22536 and KT-5720. In conclusion,
the urinary bladder-derived relaxant factor is neither a neuropeptide nor a
purinergic mediator. M4- and M3- muscarinic receptors mediate the release of
this factor and adenylate cyclase and protein kinase A are involved in its
release and/or relaxant effect. Furthermore, the contraction of the detrusor

and the endogeneous acetylcholine are also capable of releasing this factor.

Keywords: urinary bladder, urinary bladder-derived relaxant factor, coaxial

bioassay system, rat, in vitro
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1. GIRIS

Mesane fonksiyonel kapasiteye ulasana kadar idrari intravezikal
basingta anlamli bir artis olmayacak sekilde depolar. idrarin depolanmasi
sirasinda detrisor duz kasinin gevsemesinde birgok mekanizma rol
oynamaktadir. Mesane duz kasinin vizkoelastik 6zellikleri [1], parasempatik
yolaklarin inhibisyonu, inhibitér sempatik veya non-adrenerjik, non-kolinerjik
aktivite [2], detrisérin gerilmesi sonucu olusan prostanoidler [3], mesanedeki
duyusal sinir uglarinda bulunan néropeptidler [4] gibi bircok faktdér mesanenin
dolumu sirasindaki gevsemesine katkida bulunmaktadir. Mesane epiteli
(Urotelyum)’'nden saliverilen mediyatorler (nitrik oksit (NO), prostaglandinler,
adenozin trifosfat (ATP) v.b.) de detrisor duz kasinin kasilma yanitlarini
etkilemektedir.

TUm bu mekanizmalarin yani sira Fovaeus ve digerleri [5] muskarinik
reseptor stimilasyonu ile bir duz kas gevsetici faktorin sigan mesanesinden
saliverildigini koaksiyel biyoessey yontemi ile gdstermiglerdir. Mesane
duvarindan saliverilen ancak Urotelyumdan kaynaklanmayan ve henuz yapisi
aydinlatimamis olan bu gevsetici faktorin de detrisérin gevsemesine
katkisi olabilecedi dustnulmektedir. Sican mesanesi ile cevrelenmis
endotelsiz sigan torasik aortasi kullanarak hazirlanan koaksiyel biyoessey
sisteminde bu faktorin NO ya da bir siklooksijenaz Grini olmadidi ve
saliverilmesine potasyum kanallarinin aracilik etmedigi belirtilmistir [5]. Daha
sonra essey doku olarak endotelsiz sigan torasik aortasi yerine sigcan
anokoksigeus kasi kullanilarak ayni biyoessey sisteminde laboratuarimizda
yapilan bir ¢aligma ile bu bulgular desteklenmis ve mesane inflamasyonunun
bu faktériin sentezi ya da saliveriimesi Uzerinde etkisiz oldugu gosterilmistir
[6]. Bir calismamizda ise mesane kaynakli gevsetici faktoriin reaktif oksijen
bilesiklerinden etkilenmedigi, endotel kaynakl hiperpolarizan faktér (EDHF)
benzeri aktivite gostermedigi ve saliveriimesinde tetrodotoksine rezistan
sodyum kanallarinin rolu oldugu, bu nedenle de saliverilimenin intramural

duyusal noronlardan olabilecegi ileri sUrulmustur [7].



Bu galismada, sican mesanesinin dondr organ, sigan anokoksigeus
kasinin essey doku olarak kullanildigi bir koaksiyel biyoessey sistemi ile
mesane kaynakli gevsetici faktorin tanimlanmis endojen mediyatdrlerden biri
olup olmadigi, saliveriimesine aracilik eden muskarinik reseptor alt-tipleri ve

yaptigi1 duz kas gevsemesinin mekanizmasi arastiriimigtir.



2. GENEL BILGILER

Alt Uriner sistemin iki 6énemli fonksiyonel Unitesi vardir. Bunlardan
birincisi rezervuar kismi yani mesane, digeri ise ¢ikis kismi yani mesane
boynu ve uretranin diz ve cizgili kaslaridir [2, 8]. idrarin depolanmasi
sirasinda ¢ikis kapali, mesane duz kasi intravezikal basinci genis bir hacim
araliginda disuk seviyede tutacak sekilde gevsektir. Idrarin bosaltiimasi
sirasinda ise ¢lkis kismini olusturan kaslar gevser ve mesane duz kasi

kasilarak idrarin ¢ikisini saglar.

2.1. Mesanenin Fonksiyonel Anatomisi

2.1.1. Urotelyum

Mesane epiteli (Urotelyum) uzun bir sure idrarin depolanmasinda
koruyucu bir bariyer olarak nitelendirilmigtir. Ancak son vyillardaki ¢alismalar
urotelyum hucrelerinin basing gibi mekanik uyarilari algiladigi ve yanit
verdigini, ayrica bunlari sinir sistemine ilettigine isaret etmektedir [9].
Dolayisiyla bu hicreler NO, ATP, asetilkolin ve diger mediyatorleri Ureterek
afferent sinirlerin aktivitelerini kontrol edebilir ve bir mekanosensoér olarak

gorev yaparak miksiyon refleksini baglatabilir [10].

2.1.2. Detriisor

Detrisorde U¢ duz kas tabakasi tanimlanmistir. Bunlardan en distaki
ve en icteki longitidunal, orta tabakadaki ise sirkuler olarak yerlegsmistir. Duz
kas hucreleri diger organlardakiler ile benzer yapidadir. Kas demetleri insan
detrusérinde karmasik duzendedir ve kollajenden zengin bir bag dokusu ile
cevrelenmigtir. Tavsan, sigan gibi daha kuguk hayvanlarda ise kas demetleri

daha basit organize olmuglardir [11].



2.1.3. Afferent Sinirler

Afferent sinir govdeleri dorsal kok gangliyonlarindan mesaneye ve
spinal korda projeksiyon yaparlar. Retrograd isaretleme ile yapilan ¢alismalar
mesane ve Uretranin afferent inervasyonunun blylk kisminin sakral
bolgedeki dorsal kok gangliyonlarindan kaynaklandigini ve pelvik sinir
icerisinde seyrettigini gostermistir [12]. Bazi afferentler ise sempatik cikis
seviyesinden kaynaklanir ve hipogastrik sinir igerisinde seyrederler. Sakral
afferent sinir ucglari detrlsor ve Uretranin bitlin bélgelerine dizenli bir sekilde
dagilirken, lumbar afferent sinir uclari trigonda yogun, mesane gdvdesinde
ise seyrek olarak bulunur. Afferent hipogastrik ve pelvik yolaklar mesanenin
normal dolumu ve mesanedeki agri ile ilgili duyulara aracilik eder. Pelvik ve
pudendal yolaklar ise miksiyon refleksi ve Uretranin termal duyular ile
iligkilidir [12].

insanlarda ve deney hayvanlarinda afferent sinirler detriisér kasinda
ve suburotelyal bdlgede bulunurlar [13]. Gabella ve Davis, [14] afferent
aksonlarin dort farkh bdlgede dagildigini géstermislerdir. Bunlar; epitel
tabakasinin tabani, epitelin ici, kan damarlari (hem arter, hem de venlerde)
ve kas lifleridir. Kas tabakasinin afferent inervasyonu diffiz ve tim mesane
boyunca tekduze bir yapi gosterir. Ancak mesanenin tepe kismindaki epitel
ve lamina propriada afferent akson yoktur.

Miksiyonun gerceklesmesinde rol oynayan en dnemli afferentler pelvik
sinir icerisinde seyreden ve mesane duvarindaki reseptorlerden spinal korda
bilgi tasiyan miyelinli Ad ve miyelinsiz C lifleridir. Ad lifleri pasif geriimeye ve
aktif kontraksiyona yanit vererek mesanenin dolulugu hakkinda bilgi verirler
[15]. C-liflerinin ise mekanik uyarilma esidi yUksektir, primer olarak mesane
mukozasinin kimyasal irritasyonuna ya da soguga duyarhdirlar [16, 17]. Bu
liffer normalde inaktiftir ve “sessiz lifler” olarak adlandirilirlar. C-liflerinin
bazilari nosiseptiftir, kimyasal wuyarillara duyarlidir ve daha sonra
mekanosensitif olabilirler. Epitelyal ve suburotelyal afferentlerin idrarin

kimyasal kompozisyonundaki degisikliklere ya da NO, prostaglandinler ve



ATP gibi epitelden saliverilen faktorlere karsi da yanit olusturduguna iliskin
bilgiler vardir [10].

2.1.4. Efferent Sinirler

Mesanenin bosaltilmasi ve idrarin depolanmasi parasempatik,
sempatik ve somatik sinirlerin igerisindeki efferent ve afferent uyarilardan
olusan kompleks bir duzen igerir. Bu sinirler mesanenin gevsek halde
tutularak idrarin dusuk intravezikal basingta depolanmasindan, sonra da
sfinkteri gevseterek ve mesane duz kasinin kasiimasi ile miksiyonu fasilite
etmekten sorumludur. Detrisorun kontraksiyonu ve sfinkterin gevsemesi
spinal kordun S2-S4 seviyesindeki sakral parasempatik nikleuslarda bulunan
parasempatik noéronlarin aktivasyonu ile olur [8]. Aksonlar pelvik sinir
icerisinde seyreder ve pelvik pleksusta, mesane Uzerindeki gangliyonlarda ya
da mesane ve Uretra duvar icerisindeki gangliyonlardaki postgangliyonik
sinirlerle  sinaps yaparlar. Pregangliyonik ndrotransmisyon nikotinik
reseptorler Uzerine etki eden asetilkolin araciligi ile olurken, ayrica adrenerjik,
muskarinik, purinerjik ve peptiderjik presinaptik reseptorlerle de module
edilebilir [12]. Pelvik sinirdeki postgangliyonik ndronlar ise asetilkolin
salivererek detrisor duz kasina eksitator uyarilar génderir.

Mesane ve uretranin sempatik inervasyonunun ¢ogu spinal kordun
torakolumbar bolgesindeki (T10-L2) intermediyolateral nlkleuslardan
kaynaklanir. Aksonlar ya inferior mezenterik gangliyon Gzerinden hipogastrik
sinirde ya da paravertebral gangliyonlar Gzerinden pelvik sinirde seyreder.
Bdylece sempatik sinyaller hem hipogastrik hem de pelvik sinirler aracilidi ile
tasinir [12].

insanlarda alt Uriner sistemin sempatik inervasyonunun primer etkileri
spinal ve gangliyon dlzeyinde parasempatik yolaklarin inhibisyonu ve
mesane tabaninin ve Uretranin kontraksiyonudur. Ancak birgok memelide
detrusorun adrenerjik inervasyonu noradrenalin salivererek detrisorin

gevsemesine aracilik etmektedir [2]. Izole mesane dokusu, sinirlerin



elektriksel stimulasyonu ile saliverilen ya da eksojen olarak verilen

noradrenaline gevseme yaniti verir [2, 18].

2.2. Kolinerjik Mekanizmalar

2.2.1. Kolinerjik Sinirler

Kolinerjik sinir uglari sigan mesanesinde duz kas lifleri igerisinde
yogun olarak bulunmaktadir. Bu sinir ucglarinda asetilkolinin yani sira
néropeptid Y (NPY), nitrik oksit sentaz (NOS) ve vazoaktif intestinal
polipeptid (VIP) de bulunur [12]. Bu sinirler ayrica mesanede suburotelyal

bdlgede de bulunurlar ancak fonksiyonlari belli degildir [19].

2.2.2. Muskarinik Reseptorler

Muskarinik reseptorler bes farkli gen ile kodlanan, farmakolojik olarak
tanimlanmis ve Myden Ms'e kadar isimlendirilen bes alt-tipten olusmaktadir
[20]. Muskarinik reseptorler G-proteinleri ile kenetlidirler fakat sinyal
transdUksiyon sistemleri degigebilir. My, M3 ve Ms reseptorleri Ggq1 ile
kenetlidirler ve fosfoinozitol hidrolizini aktive ederek hucre igi kalsiyumu
mobilize ederler. M, ve My reseptorleri ise pertusis toksine duyarll Gj, ile
kenetlidir ve adenilat siklazi inhibe ederler.

insan mesanesinde biitiin muskarinik reseptor alt-tiplerinin mRNA’s|
gosterilmigtir [21] ancak insanda ve bir ¢ok hayvan turinde detrisér diz
kasinda en fazla M, ve M3 alt-tipleri eksprese edilmektedir [22-25].

Normal miksiyon kontraksiyonlarindan sorumlu olan alt-tip M3s'tar [11].
Detrusordeki M3 muskarinik reseptorlerin aktivasyonundaki ana yolak L-tipi
kalsiyum kanallarindan kalsiyum influksu ve Rho-kinaz aktivasyonu ile
miyozin hafif zincir fosfatazin inhibisyonu sonucu kontraktil mekanizmanin
kalsiyum duyarhliginin artmasidir [12].

Mz-muskarinik reseptorlerin  fonksiyonel roli hendz tam olarak

aydinlatiimamigtir, ancak bu reseptorlerin sempatik sistem Uzerinden olusan



B-adrenerjik reseptorler aracili diz kas gevsemesini tersine cevirdikleri
disUnUlmektedir [26]. M, reseptdr aktivasyonu ayni zamanda non-spesifik
katyon kanallarini aktive [27] ya da protein kinaz C aktivasyonu ile ATP-
duyarli potasyum kanallarini (Katp) inhibe edebilir [28, 29]. Diger taraftan
birgcok hastalik durumunda M, reseptorler mesane kontraksiyonuna katkida
bulunabilir [30]. Ancak c¢ikis obstriksiyonu olan mesanelerde bile detrusor
kontraksiyonundan primer olarak M3 reseptorler sorumludur.

Muskarinik reseptorler presinaptik sinir ucunda da bulunurlar ve
transmitter saliveriimesini  diizenlerler. inhibitdr presinaptik reseptdrler
tavsan, sigan, kobay ve insanda M, ve Mj'tar [31-35]. Presinaptik fasilitator
reseptorler ise My’lerdir [31, 32].

Muskarinik reseptorler drotelyumda da gosterilmistir ancak fonksiyonel
onemleri henuz belli degildir. Bilinmeyen bir inhibitor faktorin
saliverilmesinden sorumlu olabilirler [36].

Muskarinik reseptorlerin fonksiyonu mesane ¢ikis obstriksiyonu,
norojenik mesane, asiri aktif mesane ve diyabet gibi hastaliklarda degisir.
Ancak bu degisikliklerin detrisor fonksiyonundaki o6nemi tam olarak

anlasilamamistir.
2.3. Adrenerjik Mekanizmalar

2.3.1. Adrenerjik Sinirler

Mesane govdesi oldukga daginik bir noradrenerjik inervasyona
sahiptir. Noradrenerjik sinirlerin yodunlugu diz kasta mesane boynuna dogru
artar. Bu sinirler lamina propriada da vardir, ancak fonksiyonel énemleri
henuz bilinmemektedir [37].

2.3.2. a-Adrenoseptorler

insan detriisériinde B-adrenoseptorler a-adrenoseptérlerden daha

fazladir ve noradrenaline verilen yanit gevsemedir [2]. Goepel ve digerleri



[38] insan detrisorinde a-adrenoseptorlerin sayisinin duguk oldugunu,
siralamanin  ise  B>ax>>as; seklinde  oldugunu  gdstermistir.  a-
adrenoseptorlerin mesane kontraksiyonunda édnemli bir rollerinin olmamasina
ragmen, mesane ¢ikis obstriksiyonu ve asiri aktif mesane gibi patolojilerde

bu durumun degisebilecedi kanitlanmigtir [12].

2.3.3. B-Adrenoseptorler ve cAMP Yolagi

Noradrenalinin detrisordeki gevsetici etkisi hem presinaptik hem de
postsinaptik olarak gerceklesebilir [39]. Kolinerjik  sinirlerdeki  a5-
adrenoseptorlerin uyarilmasi asetilkolin saliverilmesinin azalmasina neden
olmaktadir. Mesanede [(-adrenoseptdrler a-adrenoseptdrlerden postsinaptik
olarak daha fazla oldugundan noradrenalin B-adrenoseptoérler araciligiyla
detrisorde gevseme yapar [2, 18]. Mesanede 34, B2, ve B3 adrenoseptor alt-
tiplerinin varlhigr gdsterilmistir [40, 41]. Bir¢cok tlrde [pz-adrenoseptorler
dominanttir fakat kobay detrisdrinde hem 31 hem de B, alt-tipinin bulundugu
ve gevsetici etkinin esas olarak Bs-adrenoseptorler araciligi ile oldugu
bildiriimistir [42, 43]. insan mesanesinde B-adrenoseptér yanitlarinin Bs-
adrenoseptorler araciigl ile oldugu dusunulmektedir [12]. Dolayisiyla bu
reseptorlerin dolum sirasinda mesanenin gevsek durumda kalmasinda
kismen rolu oldugu ileri sdrllebilir. Ancak sempatektominin ya da [-
adrenoseptor blokajinin mesanenin dolumu Uzerine herhangi bir etkisi

gozlenmemigtir [44].

2.4. Nonadrenerjik, Nonkolinerjik (NANK) Mekanizmalar

Birgok memeli turinde elektriksel sinir stimulasyonu ile olusan mesane
kontraksiyonlarinin bir kismi atropine rezistandir [2]. NANK aracili yanitlarin
total kontraksiyon igerisindeki orani tire ve wuyari frekansina gore

degismektedir.



2.41. ATP

insan detriisoriinde elektriksel uyari ile olugan kontraksiyonun atropine
rezistan kisminin a,B-metilen-ATP ile ortadan kaldirilabildidi dolayisiyla da bu
yanittaki NANK mediyatorinin ATP oldugu ileri surtlmektedir [45]. Husted
ve digerleri [46] ATP’nin izole insan detrisdrinde konsantrasyona-bagimli
kasilma olusturdugunu ve sinir stimtlasyonu ile olusan yanitlari presinaptik
ve postsinaptik dizeyde etkiledigini gostermistir. ATP’nin kontraktil etkileri
P2X stimilasyonu aracilifi ile olmaktadir. insan mesanesinde P2X, reseptér
alt-tipinin varhigi ve bu reseptorin aktivasyonunun kasiima olusmasinda
onemli oldugu bildirilmistir. P2X3 alt-tipi ise mesanenin hacim degisiklikleri ile
ilgili reflekslerini kontrol eden periferik afferent yolaklarda &nemli rol
oynamaktadir [47].

Buglne kadar yapilan c¢alismalar ATP’nin mesanedeki eksitator
norotransmisyona hem detusérin hem de afferent sinirlerin stimtlasyonu ile

katkida bulundugunu dugtndidrmektedir.

2.4.2. NO

Deney hayvanlari ve insanlarin alt Uriner sistem (mesane ve Uretra)
diz kaslarinda NOS enziminin hem yapisal hem de induklenebilir (iNOS)
tiplerinin varhi§i gosterilmistir. iINOS stimule edilmemis detrisor hlcrelerinde
bulunmamaktadir ancak Uriner sistem infeksiyonlarinda ve lipopolisakkarit ya
da sitokinlerle uyari sonucu bu enzim eksprese edilmektedir [12].

NO alt driner sistemin inhibitor NANK yanitlarinin buyudk kismindan
sorumludur. NO’in detrisordeki fonksiyonel rolinin henlz tam olarak
anlasilamamasi ile birlikte dolum sirasinda mesanenin gevsemesinde onemli
bir faktor oldugu ileri stirlimektedir [48, 49]. Diger taraftan NO dondrleri ve
dibutil-cGMP’nin izole insan detrisor kasinda 6n-kasilma sonrasi gevseme,

kasilma ya da bifazik kompleks bir yanit olusturdugu bildirilmistir [50].
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2.4.3. Noropeptidler

2.4.3.1. Tasikininler ve Kapsaisine Duyarli Primer Afferentler:
Mesane ve Uretradaki kapsaisine duyarl primer afferentlerde P maddesi,
norokinin A (NKA) ve noérokinin B (NKB)'nin de iginde oldugu tasikininler
bulunmaktadir Bu peptidlerin duyusal fonksiyonlarinin yani sira lokal efektér
ya da efferent fonksiyonlart da vardir [51, 52]. Ayrica mesane
gangliyonlarinda ve noéromuskuler kavsakta norotransmitter ve/veya
néromodulatdr olarak da rol oynuyor olabilirler. Bu peptidlerin miksiyon
refleksinin aktivasyonu, diz kas kasilmasi, efferent ndérotransmisyonun
potansiyalizasyonu ve ndérojenik inflamasyonda goézlenen vaskuler tonus ve
permeabilite degisikliklerine katkilari olabilecedi bildirilmigstir [12].

Tasikininler etkilerini kendi NK reseptorleri Uzerinden gosterirler.
Tasikininlerden P maddesi NK1 reseptort, NKA NK2 reseptoru ve NKB de
NK3 reseptoru tzerine en yuksek afiniteyi gostermektedirler. Bu reseptdrlerin
hepsi farkli memeli tlrlerinin mesanelerinde in vitro ve in vivo olarak
gosterilmistir [51, 52]. Sican detrisorinde her U¢ reseptér de bulunurken
hamster, fare, kdpek ve insan detrlisérinde NK2 reseptérii daha dominanttir
[52]. Insan detriisériinde de tasikininler, reseptorleri ve kasici etkileri
gosterilmis ve kasilmadan sorumlu olan reseptorin NK2 alt-tipi oldugu
bildirilmigtir [12]. Bu peptidlerin potensleri ise NKA>NKB>>P maddesi
seklindedir [51, 53].

Vanilloidler ve vanilloid reseptérieri: Kapsaisin ve resiniferatoksin
mesane fonksiyon bozukluklarinin tedavisinde basari ile uygulanmaktadir
[10]. Bu maddelerin her ikisi de etkilerini VR1 reseptorid Uzerinden
gOstermektedir. VR1 reseptorleri nonselektif katyon kanallaridir ve nosiseptif
néronlarin periferik uglarinda bulunmaktadir, ancak normal mesane
fonksiyonu ve asiri aktif mesane patogenezindeki rolleri bilinmemektedir.
Ancak deneysel ve klinik galismalar kapsaisine duyarli afferentlerin nérojenik
ve diger sebeplere bagli asir aktif mesane patogenezinde katkisi oldugunu

gOstermigtir [54-56]. Antimuskarinik tedaviye direncli asiri aktif mesanesi olan
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hastalarda intravezikal resiniferatoksin  uygulanarak yapilan  klinik
calismalarda, tek bir uygulamanin baslangigta hafif bir rahatsizlik (agri)
olusturdugunu ancak 3 aylik degerlendirme sonucunda 12 hastanin 11’inde

semptomlarda belirgin dizelme oldugu saptanmistir [55].

2.4.3.2. Kalsitonin Geni ile Iiligkili Peptid (CGRP): Sican
mesanesinde CGRP-immunoreaktivitesi duz kas ve kan damarlari
cevresinde ve Urotelyumda gdsterilmistir [14]. Insan mesanesinde CGRP
reseptorleri arter ve arteriollerin duz kaslari Uzerinde ve az miktarda da
venullerin Uzerinde bulunurken duz kas Uzerinde gozlenmemektedir [57].
Mesanedeki CGRP igerigi primer afferent kaynakldir ancak saliverildiginde
diz kas gevsemesi ve vazodilatasyon gibi efferent fonksiyonu da vardir.
CGRP’nin etkisinin siddeti Uriner sistemin degisik bolgelerinde farklilik
gOsterir [58]. Kobay ve koépek mesanesinde CGRP potent gevsetici etki

gosterirken sigan mesanesinde ¢ok belirgin bir etkisi yoktur [59].

2.4.3.3. Vazoaktif intestinal Polipeptid (VIP): VIP-igeren sinirler
subepitelyal ve detrlisor kas lifleri arasinda bulunur [60]. VIP'in izole
detrusordeki etkileri tarler arasi degigkenlik gostermektedir. Kedilerde VIP in
vivo olarak pelvik sinir stimiilasyonu sonucu saliverilir [61]. Insan izole
detrisorinde bu peptid spontan kontraktil aktiviteyi inhibe ederken
muskarinik reseptor stimulasyonu ya da elektriksel stimulasyonla indtklenen
kasilmalari ¢ok az etkilemektedir [62, 63]. Sican ve kobay detrlisér
striplerinde VIP ya etkisizdir ya da ¢ok kuguk bir kasilmaya neden olur.
Tavsan detrUsorinde ise gevseme olusturur ve spontan kontraksiyonlari
inhibe eder [2].

Bunlarin yani sira NPY, endotelinler, anjiotensinler, bradikinin gibi

peptidler de detrisor Uzerinde kasici etki gosterir [12].
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2.5. Aminler

2.5.1. 5-Hidroksitriptamin (Serotonin)

Serotonin birgok tiriin mesane diz kasinda kasilmaya neden olur. Bu
yanit serotoninin duz kas Uzerindeki direkt etkilerinden ya da otonom sinir
sistemi Uzerinden gerceklesen indirekt etkilerinden kaynaklanmaktadir [12].

Kedi, sican ve insan mesane diz kaslarinda serotonin ile olusan
kontraksiyonlar 5-HT, reseptorlerinin stimulasyonu ile olmaktadir [64-68].
Kedi, fare, kobay, tavsan, domuz ve insanda mesanedeki eksitatdr néronlar
Uzerinde bulunan 5-HTj3; reseptorlerin aktivasyonu da kasilmaya neden
olmaktadir [65, 69-75].

2.5.2. Histamin

Histamin mesane diuz kasini kasar ve interstisyel sistitte gorulen
semptomlara aracilik eder [2]. Tavsan ve kobay mesanesinde histamin diuz
kas Uzerindeki Hi-reseptorleri Uzerinden kasilma olusturmaktadir. Ancak
tavsan mesanesinde bu kasilmanin bir kismini histaminin asetilkolin

saliverilmesine neden olarak olusturdugu ileri strtlmustar [76].

2.6. Prostanoidler ve Lokotrienler

PGF.q, PGE+ ve PGE;'nin izole insan ve hayvan detrisorinde kasilma
yaptigi birgok arastirmaci tarafindan gosterilmigtir [2]. Bu bulgular
prostanoidlerin detrisoér tonusunun duzenlenmesinde onemli oldugunu
diistiindiirmektedir. iskemik durumlarda ise I6kotrienler mesane tonusunun
dizenlenmesinde dnem kazanir ve artmis diz kas kasilmasinda ve asiri aktif
mesanede rol oynarlar [77]. Kobay mesanesinde LTD, ve LTE4 kasiima
olustururken siganda bu etki gozlenmemektedir [78, 79]. LTD4 reseptorleri
insan detrusorunde gosterilmistir ve LTD4Un insan detris6r duz kas

hlcrelerinde kasiima yaptigi belirtimektedir [80].
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2.7. Bilinmeyen Faktorler

Fovaeus ve digerleri [5] sican mesanesini dondr organ, endotelsiz
sigan aort striplerini de essey doku olarak kullandiklari koaksiyel biyoessey
sisteminde, muskarinik reseptor stimulasyonu ile bir diz kas gevsetici
faktorin saliverildigini gdstermislerdir. Mesaneden saliverilen ancak
urotelyum kaynakli olmayan bu gevsetici faktorin de detrisérin
gevsemesine katkisi olabilecegi dustntlmektedir.

Mesane kaynakli bir diger inhibitoér faktérin varligi izole domuz
mesane striplerinde yapilan bir ¢calisma ile ileri surGlmuUstir. Bu duz kas
gevsetici faktorin Urotelyumdan kaynaklandigi ancak NO, sikloksijenaz
ardnd, adenozin, katesolamin, GABA ya da EDHF benzeri bir madde

olmadigi gosterilmistir [36].
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3. GEREG VE YONTEM

Calismada erkek Sprague-Dawley sigcanlar (200-300 g) kullaniidi.
Arastirma Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu tarafindan
onaylandi (Karar No:2004/72-2).

3.1. Koaksiyel Biyoessey Sistemi Deneyleri

Calismamizda donor organ olarak sican mesanesi, essey doku olarak
da sigan anokoksigeus kasi kullandigimiz bir in vitro koaksiyel biyoessey
sisteminden vyararlanildi. Bunun igin siganlar kanatilarak olduraldd ve
mesane ve anokoksigeus kaslari izole edildi. Koaksiyel biyoessey sistemini
hazirlamak igin izole anokoksigeus kasi, tepe ve boyun kisimlari kesilmis
olan mesanenin igerisinden gecirildi. Bu sekilde mesane ile ¢gevrelenmis olan
anokoksigeus kasi organ askisi yardimi ile 37°C’de %95 O2-%5 CO, karisimi
ile gazlandirilan ve Krebs-Heinseleit solUsyonu igeren organ banyolarina
yerlestirildi. Anokoksigeus kasindaki gerim degisiklikleri bir izometrik kuvvet
transduseri aracihgr ile “MAY 95-Transducer Data Acquisition System”
kullanilarak bilgisayara kaydedildi. Dokular yanitlardan 6nce 15er dakika
araliklarla bir saat boyunca Krebs-Heinseleit sollisyonu ile yikanarak
dinlendirildi.

3.1.1. Deney Protokoli

Mesane ile ¢evrelenmis anokoksigeus kasinda fenilefrin (1-3 pM) ile
on-kasilma sonrasi asetilkolin (10%-10° M) ile kimiilatif konsantrasyona
badimli gevseme yanitlari (kontrol) alindi. Daha sonra dokular yikanarak
dinlendirildi ve gesitli antagonist ve inhibitorler ile 30 dakika sure ile inkube
edildi. inkibasyon sonrasinda yine fenilefrin (1-3 pM) ile &én-kasilma
uygulandi ve asetilkolin (10%-10° M) ile elde edilen gevseme vyaniti

tekrarlandi. Kapsaisin inklbasyonu diger antagonist ve inhibitérlerden farkl
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olarak 20 dakika sure ile yapildi ve dokular asetilkolin yaniti alinmadan 6nce
30 dakika yikandi.

Asetilkolinin yanisira diger muskarinik agonistlerin koaksiyel biyoessey
sistemdeki etkilerinin incelenmesi icin 6nce kontrol asetilkolin yaniti elde
edildi. Dokular yikanarak dinlendirildi ve yine fenilefrin én-kasilmasi sonrasi

incelenecek agonist ile konsantrasyona-bagimli gevseme yaniti alindi.

3.1.1.1. Noropeptid ve Piirinerjik Reseptor Antagonistleri: Mesane
kaynakli gevsetici faktortiin duyusal néronlarda bulunan endojen peptidlerden
biri olup olmadigini arastirmak icin bu peptidlerin etkilerine aracilik eden
reseptorlerin antagonistlerinin asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitina
etkisi incelendi. Bu amagla CGRP antagonisti CGRP fragment 8-37 (1 pM),
VIP antagonisti VIP 6-28 (1 uM), NK1 reseptdr antagonisti L-732138 (5 uM),
NK2 reseptor antagonisti MEN-10376 (1 pM) ve NK3 reseptdr antagonisti
SB-218795 (1 yM) kullanildi. Bunlarin yani sira duyusal sinirlerin toksini olan
kapsaisin (10 uM) ve bir endopeptidaz olan a-kimotripsin’in (10 U/ml) de
asetilkolin yaniti Uzerine olan etkileri de@erlendirildi. Mesane kaynakli
gevsetici faktorin purinerjik sistemle iliskisi olup olmadigini arastirmak icin de
purinerjik P2 reseptér antagonisti olan PPADS (50 uM) ve adenozin
antagonisti CGS 15943'nin (1 uM) asetilkolin ile elde edilen gevseme yaniti

uzerine olan etkileri incelendi.

3.1.1.2. Muskarinik Reseptor Antagonistleri: Koaksiyel biyoessey
sistemde asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitina hangi muskarinik
reseptor alt-tiplerinin aracilik ettigi incelendi. Bu amagla muskarinik
reseptorlerin  selektif antagonistleri  varligindaki gevseme yanitlari
degerlendirildi. Bunun icin M4 reseptér antagonisti telenzepin (100 nM), M-
M, antagonisti AF-DX 116 (10 uM), M3 antagonisti darifenasin (10 nM), M;-
M; antagonisti 4-DAMP (10 nM), M, antagonisti tropikamid (10 pM) ve

selektif olmayan antagonist atropin (10 nM) kullanildi.
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3.1.1.3. Muskarinik Reseptor Agonistleri: Bu grupta betanekol,
pilokarpin ve M; agonisti McN-A-343 ile koaksiyel biyoessey sistemde
konsantrasyona-bagimli gevseme vyanitlari elde edildi ve bu yanitlar

asetilkolin yaniti ile karsilastiriidi.

3.1.1.4. ikinci Ulaklarin inhibitérleri: Koaksiyel biyoessey sistemde
asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitindaki ikinci ulak mekanizmalar da
incelendi. Bu amagla adenilat siklaz inhibitori SQ-22536 (100 uM), guanilat
siklaz inhibitord ODQ (100 pM), protein kinaz A inhibitéri KT-5720 (1 pM) ve
protein kinaz C inhibitéri H-7 (30 yM) ile inklibasyonun asetilkolin ile elde

edilen gevseme yanitina etkileri degerlendirildi.

3.1.1.5. Fizostigmin: Asetilkolinesteraz inhibitori olan fizostigmin’in
koaksiyel biyoessey sistemdeki etkisi incelendi. Bu amagla kontrol asetilkolin
yaniti sonrasinda yine fenilefrin ile ©6n-kasilma uygulandi ve 10 uM
konsantrasyonda fizostigmin yaniti elde edildi. Bu yanit muskarinik reseptor
antagonisti atropin varliginda da incelendi. Ayrica izole organ banyosunda
mesane ile g¢evrelenmemis anokoksigeus kasinda da On-kasilma sonrasi

fizostigminin etkisi degerlendirildi.

3.1.1.6. a,B-metilen-ATP: Koaksiyel biyoessey sistemde ATP analodu
a,B-metilen-ATP’nin etkisi degerlendirildi. Kontrol asetilkolin yaniti alindiktan
sonra fenilefrin ile 6n-kasiima uygulandi ve a,-metilen-ATP (10%-10* M) nin
konsantrasyona-bagimh yaniti elde edildi. Farkh koaksiyel biyoessey
preparatlarinda a,B-metilen-ATP yaniti adenilat siklaz inhibitori SQ-22536
(100 pM) ve protein kinaz A inhibitéra KT-5720 (1 uM) varhidinda tekrarlandi.

3.2. izole Mesane Strip Deneyleri
Kanatilarak oldurtlen siganlarin  mesaneleri izole edildi ve bu

dokulardan 1.5 mm genigliginde ve 10 mm uzunlugunda mesane stripleri

hazirlandi. Her mesaneden 3 preparat hazirlandi. Preparatlar 1 g bazal gerim
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uygulanarak organ askisi yardimi ile 37°C’de %95 O2-%5 CO, karisimi ile
gazlandirilan ve Krebs-Heinseleit solUsyonu igeren organ banyolarina
konuldu. Dokulardaki gerim degisiklikleri bir izometrik kuvvet transduseri
aracithgr ile “MAY 95-Transducer Data Acquisition System” kullanilarak

bilgisayara kaydedildi.
3.2.1. Deney Protokolii

Dokular yanitlardan once 15er dakika araliklarla 1 saat boyunca
Krebs-Heinseleit solusyonu ile yikanarak dinlendirildi. Bu surenin sonunda 60
mM potasyum klorlr (KCI) ¢ozeltisi ile kasilma yaniti alindi. Daha sonra
dokular yine yikanarak dinlendirildi ve asetilkolin (10 nM-1 mM) ve q,B-
metilen-ATP (10 nM-0.1 mM) ile konsantrasyona-bagimli kasilma yanitlari
elde edildi. Ayrica bu kasilma yanitlari adenilat siklaz inhibitori SQ-22536
(100 pM) ve protein kinaz A inhibitord KT-5720 (1 pM) ile 30 dakika

inkiibasyon sonrasinda incelendi.
3.3. Bulgularin Sunulusu ve istatistiksel Analiz

Koaksiyel biyoessey sistemde elde edilen gevseme yanitlari papaverin
(10 M) gevsemesinin %’si olarak ifade edildi ve konsantrasyon-yanit egrileri
elde edildi. Papaverin organ banyosuna asetilkolin ya da a,B-metilen-ATP ile
maksimum gevseme elde edildikten sonra eklendi.

Mesane striplerinde elde edilen kasilmalar 60 mM KCI kasiimasinin
%’si olarak ifade edildi. 60 mM KCI ¢ozeltisinin izoozmolar olmasi igin,
krebsten ayni miktarda NaCl uzaklastirildi.

Her bir koaksiyel biyoessey preparatinda ve mesane stripinde en fazla
iki konsantrasyon-yanit egrisi elde edildi.

Agonistlerin potensini degerlendirmek amaciyla konsantrasyon-yanit
egrilerinden ECso degeri hesaplandi. Bulgular ECsy de@erinin  negatif

logaritmasi olan pD, degeri olarak sunuldu.
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Konsantrasyon-yanit egrilerinden agonist ile elde edilen maksimum
yanit hesaplandi ve Enax degeri olarak sunuldu.

Muskarinik  reseptér  antagonistleri ile  yapilan deneylerde
antagonistlerin pKg degerleri “pKg = -log([antagonist]/(KO-1))” formUline gore
hesaplandi [81]. Bu formulde KO konsantrasyon oranini belitmektedir.

Degerler ortalama + standart hata olarak sunuldu ve yanitlardaki
degisiklikler kendi kontrolleri ile karsilastirilarak degerlendirildi. Bu amagla
Student’'s t test ve tek yonli ANOVA/Newman-Keuls testleri kullanildi.
P<0.05 ise ortalamalar arasi fark anlamli kabul edildi. Veriler GraphPad

Prism 3 programi kullanilarak analiz edildi.

3.4. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlar ve ilaglar

Krebs-Heinseleit Soliisyonu (mM): NaCl, 113; KCI, 4.7; MgSQy, 1.2;
CaCly, 2.5; KH2POy4, 1.2; NaHCO3, 25.0; glukoz, 11.6.

Deneylerde kullanilan ilaglar:

Asetilkolin klortr, fenilefrin hidroklortir, atropin stlfat monohidrat,
papaverin hidroklorir, CGRP 8-37 (Kalsitonin geni ile iliskli peptid fragment
8-37), VIP 6-28 (Vazoaktif intestinal peptid fragment 6-28), MEN-10376,
PPADS (Piridoksal fosfat-6-azo(benzen-2,4-disllfonik asit) tetrasodyum
hidrat), ODQ (1H-[1,2,4]Oksadiazolo[4,3-alkinoksalin-1-on), SQ-22536 (9-
(Tetrahidro — 2 - furanil) - 9H — plrin — 6 - amin), H-7 dihidroklorlr (1- (5-
Isokinolinilstlfonil)-2-metilpiperazin dihidroklortr), KT-5720 ((9S,10S,12R)-
2,3,9,10,11,12- Hekzahidro — 10 — hidroksi — 9 -metil-1-oks0-9,12-epoksi-1H-
diindolo[1,2,3-fg:3',2',1"-kl]pirolo[3,4-i][1,6]benzodiazosin — 10 -karboksilik asit
hekzil ester), a-kimotripsin, kapsaisin, a,B-metilen ATP, fizostigmin salisilat,
telenzepin dihidroklorar hidrat, 4-DAMP (4-Difenilasetoksi -N- metilpiperidin)
metiyodit, McN-A-343 ((4 — Hidroksi — 2 - butinil) — 1 — trimetilamonyum — 3 -
klorokarbanilat klortr) Sigma (St. Louis, MO)'dan alinmistir.

AF-DX 116 (11-[[2-[(Dietilamino)metil]-1-piperidinil]asetil]-5,11-dihidro-
6H-pirido[2,3-b][1,4]benzodiazepin-6-on), tropikamid (N-Etil-3-hidroksi-2-fenil-
N-(piridinilmetil)propanamit), L-732138 (N-Asetil-L-triptofan 3,5-bis
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(triflorometil) benzil ester), SB-218795 ((R)-[[2-Fenil-4-kinolinil)karbonil]
amino] -metil ester benzen asetik asit) ve CGS-15943 (9-Kloro-2-(2-furanil)-
[1,2,4]triazolo[1,5-c]kinazolin-5-amin) Tocris’den alinmigtir.

Darifenasin Novartis (istanbul, Turkiye)den temin edilmistir.

AF-DX 116, tropikamid, SB-218795, CGS-15943, ODQ ve KT-5720
dimetilsulfoksit (DMSO)'te, L-732138 ve kapsaisin etanolde diger tim ilaglar
distile suda ¢ozulmustur. DMSO ve etanol, kullanilan konsantrasyonlarda

gevseme yanitlarini etkilememistir.
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4. BULGULAR
4.1. Koaksiyel Biyoessey Sistemde Elde Edilen Bulgular
Koaksiyel biyoessey sistemde fenilefrin ile 6n-kasilma olusturulan

anokoksigeus kasinda asetilkolin (108-10° M) konsantrasyona-bagimli
gevseme yaniti olusturmaktadir (Sekil 4.1).

100 nM

!
1 dak. ; WWW’“‘
A t :
3 10 nM A
1g. \
100
uM
1
Feniléfrin
1 M
L papaverin
asetilkolin
100 uM
10n0M 1 uM L 100 pM
fw/vk u"w‘/fj\d\\f*mw»\’\’mw”\
1 dak. f T T
100nM  10uM TmM B
\
\
\
\
\\\
\\N
\«\m
papaverin ..
asetilkolin

Sekil 4.1: Koaksiyel biyoessey sistemde (A) ve tek basina anokoksigeus
kasinda (B) fenilefrin ile 6n-kasilma sonrasi elde edilen asetilkolin yanitlarina

ait deney traseleri.
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4.1.1. Noropeptid ve Pirinerjik Reseptor Antagonistleri ile Elde

Edilen Bulgular

Mesanede duyusal sinir uglarinda bulunan peptidlerin antagonistleri;
CGRP antagonisti CGRP 8-37 (1 uM), VIP antagonisti VIP 6-28 (1 uM), NK1
reseptor antagonisti L-732138 (5 yM), NK2 reseptor antagonisti MEN-10376
(1 pM) ve NK3 reseptdr antagonisti SB-218795 (1 pM)nin koaksiyel
biyoessey sistemde asetilkolin yanitlarina etkileri degerlendirilmistir. Bu
antagonistlerle inkibasyon sonrasi asetilkolin ile elde edilen konsantrasyon-
yanit edrilerinden hesaplanan pD, ve Emax dederleri inkibasyon 6ncesi elde
edilen  kontrol dederlerden istatistiksel olarak anlamh  farkhlik
gostermemektedir (P>0.05) (Tablo 4.1.1).

Duyusal sinirlerin toksini olan kapsaisin (10 uM) ve bir endopeptidaz
olan a-kimotripsin (10 U/ml) ile inkiibasyon da koaksiyel biyoessey sistemde
asetilkolin gevseme yanitlarini etkilememistir. Kapsaisin varliginda asetilkolin
konsantrasyon-yanit egrisinden hesaplanan pD, dederi 5.22 + 0.12 iken bu
deger kontrol asetilkolin yaniti i¢cin 5.46 + 0.16 olarak hesaplanmigtir. a-
Kimotripsin varhigindaki pD, degeri ise 5.83 £+ 0.34 ve kontrolde 5.99 %
0.25'tir. Kapsaisin ve a-kimotripsin ile inkibasyon sonrasinda elde edilen pD,
degerleri kendi kontrolleri ile kargilastirildidinda bu degerler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir (P>0.05).

Pdrinerjik sistem mediyatorlerinin mesane kaynakli gevsetici faktor
yanitlari ile iligkisi purinerjik P2 reseptor antagonisti PPADS ve adenozin
reseptor antagonisti CGS-15943 kullanilarak incelenmigtir. Gerek PPADS (50
MM), gerekse CGS-15943 (1 uM) koaksiyel biyoessey sistemde asetilkolin ile
elde edilen gevseme vyanitlarini degistirmemigtir. Bu antagonistlerle
inkiibasyon 6ncesi ve sonrasi asetilkolin konsantrasyon-yanit egrilerinden
hesaplanan pD, ve Enax degerleri istatistiksel olarak farkl degildir (P>0.05)
(Tablo 4.1.1).
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Tablo 4.1.1: Koaksiyel biyoessey sistemde CGRP 8-37, VIP 6-28, L-732138,
MEN-10376, SB-218795, PPADS ve CGS-15943 inkubasyonundan o6nce

(kontrol) ve sonra (antagonist) asetilkolin ile elde edilen konsantrasyon-yanit

egrilerinden hesaplanan pD; ve Enax degerleri.

pD- Emax

Gruplar Kontrol antagonist kontrol antagonist
CGRP 8-37 (1 M) 6.23+£0.18 5.89%0.24 99.80£0.20 99 78+0.13
VIP 6-28 (1 M) 558+0.26 5.32+0.19 87.20£6.63 g3 27+664
L-732138 (5 pM) 559+0.37 539%0.14 90.68+4.72 89 00+6.16
MEN-10376 (1 uM) 593+0.10 5.88+0.14 99.25+0.48 97.60+1.84
SB-218795 (1 pM) 551+0.20 5.20+0.28 93.70+2.12 92.43+2.37
PPADS (50 pM) 5.68+0.14 547+0.19 91.16+x2.05 90.69+3.92

584+0.16 558+0.20 90.68+2.54 86.63+2.85

CGS-15943 (1 uM)

pD2: ECso de@erinin negatif logaritmasi

Emax: Maksimum gevseme yanitl
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4.1.2. Muskarinik Reseptor Antagonistleri ile Elde Edilen Bulgular

Mesane kaynakli gevsetici faktorin saliveriimesine aracilik eden
muskarinik reseptdr alt-tiplerinin belirlenmesi icin koaksiyel biyoessey
sistemde asetilkolin ile elde edilen gevseme vyanitlari M; antagonisti
telenzepin (100 nM), M, antagonisti AF-DX 116 (10 uM), M3 antagonisti
darifenasin (10 nM), M-M3 antagonisti 4-DAMP (100 nM), M, antagonisti
tropikamid (10 uM) ve selektif olmayan antagonist atropin (10 nM) varliginda
incelenmistir. Bu antagonistlerle inkibasyon sonrasinda asetilkolin
konsantrasyon-yanit egrileri anlamli olarak sada kaymistir (P<0.05) (Sekil
4.1.21, 4.1.2.2 ve 4.1.2.3). Bu antagonistlerle inkibasyon 6ncesi ve sonrasi
asetilkolin konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan pKg degerleri Tablo

4.1.2.1'de sunulmustur.



0+ *
25+
(<)
£
[
>
o 504
(O
X
754
® Kontrol
A Telenzepin (100 nM) -
100 T T T T T T
-8 -7 -6 -5 -4 -3
Asetilkolin (logM)
04 *
25+
()
£
()
-4
o 50
()
X
75+
® Kontrol
A AF-DX 116 (10 uM)
100 T | |

8 7 6 5 4 -3
Asetilkolin (logM)

24

Sekil 4.1.2.1: Koaksiyel biyoessey sistemde telenzepin (A) ve AF-DX 116 (B)

ile inkibasyon o6ncesi (kontrol) ve sonrasi asetilkolin ile elde edilen

konsantrasyon-yanit egrileri. * kontrolden anlamli olarak farkli, P<0.05.
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Sekil 4.1.2.2: Koaksiyel biyoessey sistemde darifenasin (A) ve 4-DAMP (B)
ile inkibasyon oncesi (kontrol) ve sonrasi asetilkolin ile elde edilen

konsantrasyon-yanit egrileri. * kontrolden anlamli olarak farkli, P<0.05.
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Sekil 4.1.2.3: Koaksiyel biyoessey sistemde tropikamid (A) ve atropin (B) ile

inkibasyon oncesi

(kontrol) ve sonrasi

asetilkolin

ile elde edilen

konsantrasyon-yanit egrileri. * kontrolden anlamli olarak farkli, P<0.05.
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Tablo 4.1.2.1: Koaksiyel biyoessey sistemde, muskarinik reseptor
antagonistleri telenzepin, AF-DX 116, darifenasin, 4-DAMP, tropikamid ve
atropin icin asetilkolin ile elde edilen konsantrasyon-yanit edrilerinden

hesaplanan pKg degerleri.

Antagonist pKs n
Telenzepin (100 nM) 8.56 £ 0.21 6
AF-DX 116 (10 pM) 6.01 £ 0.21 6
Darifenasin (10 nM) 9.36 £ 0.17 6
4-DAMP (10 nM) 9.30 £ 0.11 6
Tropikamid (10 pM) 6.63 +0.17 6
Atropin (10 nM) 9.20+£0.10 6
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4.1.3. Muskarinik Reseptor Agonistleri ile Elde Edilen Bulgular

Koaksiyel biyoessey sistemde asetilkolinin yani sira farkh muskarinik
reseptor agonistlerinden betanekol, pilokarpin ve My agonisti McN-A-343’Un
de etkileri incelenmigtir. Her U¢ agonist de asetilkoline benzer sekilde
konsantrasyona-bagimli gevseme yanitina neden olmaktadir (Sekil 4.1.3.1).
Bu agonistlerden betanekol ve pilokarpin i¢in hesaplanan pD, degerleri
asetilkolinden farkli degil iken McN-A-343'Un pD, degeri daha dusuk
bulunmustur (Tablo 4.1.3.1).
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Sekil 4.1.3.1: Koaksiyel biyoessey sistemde asetilkolin, betanekol, pilokarpin

ve McN-A-343 ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri.
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Tablo 4.1.3.1: Koaksiyel biyoessey sistemde muskarinik reseptor agonistleri
asetilkolin, betanekol, pilokarpin ve McN-A-343 icin konsantrasyon-yanit
egrilerinden hesaplanan pD, degerleri. * asetilkolinden anlamli olarak farkli,
P<0.05.

Agonist pD2
Asetilkolin 5.89 £ 0.08
Betanekol 5.54 £ 0.25
Pilokarpin 563 +0.18
McN-A-343 3.63 + 0.09*

pD2: ECso de@erinin negatif logaritmasi
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4.1.4. ikinci Ulaklarin inhibitérleri ile Elde Edilen Bulgular

Koaksiyel biyoessey sistemde guanilat siklaz, adenilat siklaz, protein
kinaz C ve protein kinaz A inhibitorlerinin etkileri incelenmistir. Guanilat siklaz
inhibitérd ODQ (100 uM) ve protein kinaz C inhibitért H-7 (30 uM) asetilkolin
ile elde edilen gevseme yanitlarini degistirmemigtir (P>0.05) (Sekil 4.1.4.1).
Adenilat siklaz inhibitori SQ-22536 (100 uM) ve protein kinaz A inhibitora
KT-5720 (1 pM) ise gevseme yanitlarini anlaml olarak inhibe etmistir
(P<0.05) (Sekil 4.1.4.2). Bu inhibitorlerle inkibasyon oOncesi ve sonrasi
asetilkolin konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan pD; ve Emnax

degerleri Tablo 4.1.4.1’de verilmektedir.
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Sekil 4.1.4.1: Koaksiyel biyoessey sistemde ODQ (A) ve H-7 (B) ile

inkibasyon oOncesi (kontrol) ve sonrasi asetilkolin

konsantrasyon-yanit egrileri.

ile elde edilen
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Sekil 4.1.4.2: Koaksiyel biyoessey sistemde SQ-22536 (A) ve KT-5720 (B) ile
inkibasyon oOncesi (kontrol) ve sonrasi asetilkolin ile elde edilen

konsantrasyon-yanit egrileri. * kontrolden anlamli olarak farkli, P<0.05.
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Tablo 4.1.4.1: Koaksiyel biyoessey sistemde ODQ, H-7, SQ-22536 ve KT-
5720 inkibasyonundan &nce (kontrol) ve sonra (inhibitdr) asetilkolin
konsantrasyon-yanit edrilerinden hesaplanan pD, ve Emnax dederleri.

* kontrolden anlamli olarak farkli, P<0.05.

pD. Emax
Gruplar n kontrol inhibitor kontrol inhibitor
0DQ (100 uM) 6 525+048 5.06+0.08 79.45+6.15 82.00+4.99
H-7 (30 uM) 6 517+028 5.02+0.10 88.62+4.87 91.14+£3.09

SQ-22536 (100 uM) 10 591+0.10 4.94+029 84.32+2.85 64.55+6.78"
KT-5720 (1 uM) g 599+0.17 480+ 0.32° 88.41+3.17 72.77+6.31

pD2: ECso de@erinin negatif logaritmasi

Emax: Maksimum gevsemenin yluzdesi
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4.1.5. Fizostigmin ile Elde Edilen Bulgular

Asetilkolinesteraz enzim inhibitorl fizostigmin (10 pM) koaksiyel
biyoessey sistemde, fenilefrin ile 6n-kasilma olusturulmus anokoksigeus
kasinda gevseme yanitina neden olmakta, mesane ile gevrelenmemis
anokoksigeus kasinda ise bu gevseme yaniti gézlenmemektedir (Sekil
4151, 4.1.5.2). Koaksiyel biyoessey sistemde elde edilen fizostigmin
gevsemesi asetilkolin ile karsilastirildiginda daha vyavas gelisen ve
maksimuma daha uzun slrede ulasan bir yanittir (Sekil 4.1.5.1). Fizostigmin
yaniti muskarinik reseptor antagonisti atropin ile inhibe olmaktadir (P<0.05)
(Sekil 4.1.5.2).
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Sekil 4.1.5.1: Koaksiyel biyoessey sistemde fenilefrin ile dn-kasilma sonrasi

fizostigmin ile elde edilen gevseme yanitina ait deney trasesi.
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Sekil 4.1.5.2: Fizostigmin (10 uM) ile koaksiyel biyoessey sistemde elde
edilen gevseme yanitina atropin (100 nM)in etkisi ve mesane ile
cevrelenmemis (Mesane (-)) anokoksigeus kasinda fizostigmin (10 pM)
yaniti. * koaksiyel biyoessey sistemdeki fizostigmin yanitindan anlamli olarak
farkli, P<0.05.
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4.1.6. a,B-metilen ATP ile Elde Edilen Bulgular

Koaksiyel biyoessey sistemde fenilefrin ile dn-kasilma olusturuimus
anokoksigeus kasinda a,-metilen ATP (10 nM-0.1 mM) asetilkoline benzer
sekilde konsantrasyona-bagimli gevseme yaniti olusturmaktadir (Sekil
4.1.6.1, 4.1.6.2). a,p-metilen ATP ile elde edilen gevseme yaniti plrinerjik P2
reseptor antagonisti PPADS varliginda inhibe olmustur (P<0.05) (Sekil
4.1.6.3). Adenilat siklaz inhibitorid SQ-22536 (100 pM) ve protein kinaz A
inihibitéri KT-5720 (1 uM) de a,B-metilen ATP ile elde edilen gevseme

yanitlarini anlamli olarak inhibe etmistir (Sekil 4.1.6.4).
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Sekil 4.1.6.1: Koaksiyel biyoessey sistemde fenilefrin ile dn-kasilma sonrasi

a,B-metilen ATP ile elde edilen gevseme yanitina ait deney trasesi.
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Sekil 4.1.6.2: Koaksiyel biyoessey sistemde asetilkolin ve a,B-metilen ATP ile
elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri.
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Sekil 4.1.6.3: Koaksiyel biyoessey sistemde PPADS ile inkiilbasyon oncesi
(kontrol) ve sonrasinda a,B-metilen ATP ile elde edilen konsantrasyon-yanit

egrileri. * kontrolden anlamli olarak farkli, P<0.05.
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Sekil 4.1.6.4: Koaksiyel biyoessey sistemde SQ-22536 (A) ve KT-5720 (B) ile

inkibasyon dncesi (kontrol) ve sonrasinda a,3-metilen ATP ile elde edilen

konsantrasyon-yanit egrileri. * kontrolden anlamli olarak farkli, P<0.05.
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4.2. izole Mesane Striplerinde Elde Edilen Bulgular

Sigan mesane striplerinde ilk olarak 60 mM KCI ile kasilma yaniti
alinmigtir. Daha sonra asetilkolin (10 nM-1 mM) ve a,B-metilen ATP (10 nM-
0.1 mM) ile konsantrasyona-bagimli kasiima yanitlari elde edilmistir. Adenilat
siklaz inhibitéri SQ-22536 (100 uM) ve protein kinaz A inhibitért KT-5720 (1
MM) mesane striplerinde asetilkolin ve a,B-metilen ATP ile elde edilen
kasilma yanitlarini etkilememistir (P>0.05) (Sekil 4.2.1).
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Sekil 4.2.1: Sigan mesane striplerinde SQ-22536 ve KT-5720 ile inkibasyon
oncesi (kontrol) ve sonrasi asetilkolin (A) ve a,B-metilen ATP (B) ile elde
edilen konsantrasyon-yanit egrileri. Yanitlar 60 mM KCI kasilmasinin %’si

olarak ifade edilmistir.
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5. TARTISMA

Mesanede idrarin depolanmasi sirasinda intravezikal basincin
artmadan kalmasina detrusorun vizkoelastik 6zellikleri, otonom sinir sistemi,
prostanoidler, néropeptidler, NO ve Urotelyumdan saliverilen faktorler gibi
bircok mekanizma aracilik etmektedir [1-4]. Bunlarin yani sira Fovaeus ve
digerleri [5] sican mesanesi ile gevrelenmis endotelsiz sigan torasik aortasi
kullanarak hazirladiklari  bir koaksiyel biyoessey sistemi ile sigcan
mesanesinden bir diz kas gevsetici faktorin saliverildigini gdstermigslerdir.
Bu gevsetici faktér muskarinik reseptor stimulasyonu ile saliveriimekte ve
urotelyumdan kaynaklanmamaktadir. Ayrica bu faktérin NO ya da bir
siklooksijenaz urinu olmadigi ve saliverimesine potasyum kanallarinin
aracilik etmedigi belirtiimistir [5, 6]. Yapisi henuz aydinlatilamamis olan bu
gevsetici faktorin de dolum sirasinda detrisériin gevsemesine katkisi
olabilecegi dusunulmektedir.

inci ve digerleri, [6] essey doku olarak endotelsiz sigan torasik aortasi
yerine sigan anokoksigeus kasi kullandiklari ayni biyoessey sisteminde
inflamasyonun mesane kaynakli gevsetici faktoriin sentezi ya da saliverilmesi
Uzerine etkisiz oldugunu goéstermislerdir. Diger bir calismada ise bu faktorin
reaktif oksijen bilesiklerinden etkilenmedigi ve EDHF benzeri bir etki
gOstermedigi belirtilmistir [7]. Ayrica mesane kaynakli gevsetici faktorin
saliverilmesinde tetrodotoksine rezistan sodyum kanallarinin rol oynadigi, bu
nedenle de saliverilmenin intramural duyusal ndronlardan olabilecegi ileri
surtlmastar [7].

Koaksiyel biyoessey sistemi doku veya organlardan saliverilen ve duz
kas tonusu uzerinde etkili olabilen endojen maddelerin saptanmasina olanak
saglamaktadir. ilk kez ilhan ve Sahin [82] tarafindan kobay trakeasindan
saliverilen epitel kaynakli gevsetici faktorin gosterilmesi igin kullaniimigtir. Bu
calismada da in vitro izole organ banyosunda si¢an mesanesi ile ¢gevrelenmis
sigan anokoksigeus kasinda fenilefrin ile 6n kasilma sonrasinda muskarinik
agonistler asetilkolin, betanekol ve pilokarpin ile gevseme olugmasi mesane

kaynakli gevsetici faktorin saliverilmesinin bir kaniti olarak kabul edilmigtir.
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Bu calismada ilk olarak mesane kaynakli gevsetici faktorin
mesanedeki duyusal noronlarda bulunan noéropeptidlerden biri ya da bir
purinerjik mediyator olup olmadigi arastirildi. Bu amagla CGRP, VIP, tasikinin
NK1, NK2 ve NK3 reseptdr antagonistleri, purinerjik P2 ve adenozin reseptdr
antagonistlerinin koaksiyel biyoessey sistemde asetilkolin ile elde edilen
gevseme yanitlarina olan etkileri degerlendirildi.

CGRP genel olarak guglu gevsetici etkili bir madde iken VIP tare bagli
olarak kasicl ya da gevsetici etki gosterebilmektedir [58, 63, 83-86]. Ancak
her iki peptid de sican mesane motilitesi Uzerinde cok az etkili ya da
etkisizdirler [2]. Bu calismada da bu peptidlerin reseptdr antagonistleri CGRP
8-37 ve VIP 6-28in asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitlarini
etkilememesi mesane kaynakli gevsetici faktérin CGRP ya da VIP
olmadigini gostermektedir.

Mesane fizyolojisinde rol oynayan tasikininler P maddesi, NKA ve NKB
sigan ve diger bir¢ok tirin mesanelerinde kapsaisine duyarli primer afferent
noronlarda bulunmaktadir. Bu tagikininler en yuksek afiniteyi sirasi ile NK1,
NK2 ve NK3 reseptorlerine gostermektedirler [11, 51, 52]. Bu calismada
tasikinin reseptdor antagonistlerinden NK1 antagonisti L-732138, NK2
antagonisti MEN-10376 ve NK3 antagonisti SB-218795 koaksiyel biyoessey
sistemde asetilkolin ile elde edilen gevseme vyanitlarini etkilemedi. Bu
bulgular mesane kaynakli gevsetici faktorin P maddesi, NKA ya da NKB
olmadigini gostermektedir.

ATP mesanede atropine rezistan NANK kasiimalardan sorumlu olan
mediyatordur [87]. ATP’nin metaboliti olan adenozin de NANK yanitlarinda
onemlidir [88]. Ancak c¢alismamizda asetilkolin yanitlari P2 reseptor
antagonisti PPADS ve selektif olmayan adenozin antagonisti CGS-15943
varhginda degismedi. Dolayisiyla mesane kaynakli gevsetici faktorin bir
purinerjik mediyator olmadigi ileri surdlebilir.

Koaksiyel biyoessey sistemde a-kimotripsin ve kapsaisin’in de
asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitlarini degistirmemesi bu faktérin
duyusal sinirlerde bulunan bir peptid olmadigini desteklemektedir. Ayrica

bulgularimiz mesane kaynakli gevsetici faktorun etkisini mesanede CGRP,
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VIP, NK1, NK2, NK3, purinerjik P2 ya da adenozin reseptorleri Uzerinden
olusturmadigini gostermektedir.

Mesane heterojen bir muskarinik reseptdr populasyonuna sahiptir.
Detrisér duz kasinda hem M, hem de M3 reseptorleri eksprese edilirken
mesaneyi inerve eden kolinerjik sinir ucglarinda fasilitatér M4 ve inhibitor
My/M, reseptorleri bulunmaktadir [31, 89, 90]. Calismamizda mesane
kaynakli gevsetici faktor saliverilmesinde rol oynayan muskarinik reseptor alt-
tiplerini arastirmak igin M4-antagonisti telenzepin, M,-antagonisti AF-DX 116,
Ms.antagonisti darifenasin, Ms/Ms-antagonisti 4-DAMP, Mgj-antagonisti
tropikamid ve selektif olmayan antagonist atropinin koaksiyel biyoessey
sistemdeki etkileri incelendi. Yukarida saydigimiz antagonistlerin hepsi
asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitlarini maksimum gevsemeyi
etkilemeden inhibe etmistir. Bu antagonistlerin afiniteleri pKg degerleri
hesaplanarak degerlendirilmigtir.

Telenzepin My selektif muskarinik reseptor antagonisti olarak kabul
edilmekte ve antagonist profili M{>Ms>M3;>M, seklindedir [23, 91]. Bu
calismada telenzepin icin pKg degeri 8.56 + 0.21 olarak hesaplanmistir. Bu
deger telenzepinin tavsan vas deferensinde My igin hesaplanmis olan pKg
degeri (8.86) ile uyumludur [92] ancak sigan sol atriumunda M icin (7.32) ve
sican mesanesinde M; igin (7.74) hesaplanan pKg degerleri ile uyumlu
degildir [93].

AF-DX 116, M, muskarinik reseptorler Uzerine ylksek afinite
gOstermektedir ve antagonist profili M>>M=2Ms>M3 seklindedir [94, 95].
Deneylerimizde koaksiyel biyoessey sistemde AF-DX 116 igin hesaplanan
pKg dederi 6.01 £ 0.21'dir. Bu deger AF-DX 116’nin tavsan vas deferensinde
(7.4) sican sol atriyumunda (7.0) ve kobay atriyumunda (7.2) M igin
hesaplanmis olan pKg degerine yakin degildir [92, 96]. Ayrica tavsan vas
deferensinde M; igin (6.85) hesaplanan pKg degeri ile de uyumlu degildir
[92]. Diger taraftan domuz miyometriyumunda (5.96), sican mesanesinde
(6.32), kobay mesanesinde (6.24) ve kobay trakeasinda (6.24) AF-DX
116’'nin M3 icin hesaplanan pKg degerlerine yakin bulunmustur [34, 97-99].
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Calismamizda selektif muskarinik Ms; reseptdr antagonisti olarak
darifenasin kullaniimistir. Darifenasin i¢in koaksiyel biyoessey sistemde
hesaplanan pKg degeri 9.36 + 0.11'dir. Bu deger darifenasinin kobay
mesanesinde M3 icin hesaplanmis olan pKg degeri (9.31) [100] ve literattrde
M3 alt-tipi icin belirtiimis olan diger degerlerle uyumludur (9.4) [23]. Bunun
yanisira darifenasinin My ve M, muskarinik reseptor alt-tipleri igin hesaplanan
pKgs degerleri sirasi ile 7.9 ve 6.9dur. Bu degerler deneylerimizde
hesapladigimiz pKg degeri ile uyumlu degildir [20, 23].

4-DAMP, My ve M3 muskarinik reseptor alt-tiplerine yuksek afinite
gOstermektedir ve antagonist profili M3;>M=Ms>M, seklindedir [23].
Deneylerimizde bu antagonist i¢cin pKg degeri 9.30 + 0.11 olarak
hesaplanmistir. Bu deder daha dnceki ¢alismalarda sigan mesanesi (9.12) ve
tavsan mesanesi (9.2) icin hesaplanan pKg degerlerine yakindir (26,5).
Ayrica bu deger literatirde 4-DAMP’In M4 (8.6-9.2) ve M, (8.4-9.4) icin
belirtiimis olan pKg dederleri ile de uyumludur ancak M; (7.8-8.4) ile uyumlu
degildir [20].

Tropikamid’'in muskarinik reseptorler Uzerindeki antagonist profili
M4>M3z=M>>M; seklindedir ve genellikle M, alt-tipini karakterize etmek igin
kullanilir. Calismamizda tropikamid icin hesaplanan pKg degeri 6.63 *
0.17°tar. Bu deger tropikamidin My reseptoru igin literatirde belirtilen pKg
degerlerine 7.54-8.13 yakin degildir [101-103].

Selektif olmayan muskarinik reseptér antagonisti atropin ile yapilan
deneyler sonucunda bu antagonist icin hesaplanan pKg degeri 9.20 +
0.10’dir. Bu deger atropinin farkli muskarinik reseptdr alt-tipleri igin literattrde
yer alan pKg degerleri ile uyumludur [20].

Calismamizda farkli  muskarinik reseptér antagonistleri ile
hesapladigimiz pKg degerlerini literaturle karsilastirdigimizda, bulgularimiz
mesane kaynakli gevsetici faktorin saliveriimesinde M1 ve M3 reseptdrlerinin
rolU oldugunu dusundurmektedir. M4 reseptdr agonisti McN-A-343 ile yapilan
deneyler de M; muskarinik reseptorunin katkisini desteklemektedir.
Koaksiyel biyoessey sistemde elde edilen gevseme yanitlarinda McN-A-
343’'Un potensi asetilkolin ile karsilastirildiginda daha dusuktar. McN-A-
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343’Un M, alt-tipine karsi yuksek afinite gosterdigi bilinmektedir [104, 105].
M; muskarinik reseptor alt-tipi mesanedeki kolinerjik sinir uglarinda
bulunmakta fasilitator olarak transmitter saliverilmesini regule etmektedir [25].
Dolayisiyla koaksiyel biyoessey sistemde McN-A-343 mesanedeki M,
reseptorlerini aktive ederek endojen asetilkolinin saliveriimesine aracilik
etmekte ve asetilkolin de mesane kaynakli gevsetici faktor saliveriimesine
neden olmaktadir.

Endojen asetilkolinin gevsetici faktdr saliverilmesindeki etkinligini
arastirmak icin asetilkolinesteraz inhibitdéri fizotigminin de koaksiyel
biyoessey sistemdeki etkileri incelendi. Mesane ile gevrelenmis anokoksigeus
kasinda fenilefrin ile On-kasilma sonrasi tek konsantrasyonda fizostigmin
uygulanmasi yavas gelisen ve daha uzun suren bir gevseme yaniti olusturdu.
Fizostigmin asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek kolinerjik sinir ucunda
endojen asetilkolinin miktarini artirmaktadir [32]. Fizostigmin yanitininin
atropin ile bloke olmasi bu gevsemede muskarinik reseptorlerin roll
oldugunu gostermektedir. Bu bulgu ile birlikte mesane uzaklastirildiginda
fizostigminin gevseme olusturmamasi da koaksiyel bioessey sistemde
mesane kaynakli gevsetici faktér saliveriimesine endojen asetilkolinin neden
olabildigini disundurmektedir.

Calismamizda mesane kaynakli gevsetici faktorin saliveriimesinde
ve/veya gevsetici etkisinde rol oynayan ikinci ulaklari incelemek igin adenilat
siklaz, guanilat siklaz, protein kinaz A ve protein kinaz C’nin rolleri
arastinimigtir. Adenilat siklaz inhibitéri SQ-22536 ve protein kinaz A
inhibitora KT-5720 koaksiyel biyoessey sistemde asetilkolin ile elde edilen
gevseme yanitlarini anlamh bir sekilde inhibe ederken guanilat siklaz
inhibitéri ODQ ve protein kinaz C inhibitéri H-7 bu yanitlari etkilememistir.
Bu bulgu deney sistemimizde elde ettigimiz gevseme yanitlarinda adenilat
siklaz-protein kinaz A yoladinin rol oynadigini goéstermektedir. Koaksiyel
biyoessey sistem dondr ve essey doku olarak iki kisimdan olustugu igin bu
yolak hem mesane kaynakli gevsetici faktérin saliverimesinde hem de
essey doku Uzerinde olusturdugu gevseme yanitinda rol oynuyor olabilir.

Fovaeus ve digerleri [5], kendi ¢alismalarinda kullandiklari essey doku olan
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endotelsiz sigan torasik aorta striplerinde cAMP ve cGMP duzeylerini
radyoimmunoessey ile dlgmusler ve gevseme sirasinda duzeylerinde anlamli
bir degisiklik bulamamislardir. Bu bulgu disunuldigunde adenilat siklaz ve
protein kinaz A’nin mesane kaynakli gevsetici faktorin olusturdugu gevsetici
etkide degil, bu faktéruin saliverilmesinde rol oynadidi ileri surtlebilir. Adenilat
siklaz stimUlasyonunun protein kinaz A aktivasyonu ile tetrodotoksine
rezistan sodyum kanallarinin fonksiyonunu module ettigi bildirilmistir [106,
107]. Mesanedeki afferent noéronlarin bircogunda tetrodotoksine rezistan
sodyum akimlari bulunmaktadir [108]. Daha dnceki ¢alismamizda mesane
kaynakli gevsetici faktérin  saliveriimesinin  mesanedeki intramural
noronlarda bulunan tetrodotoksine rezistan sodyum kanallari araciligi ile
olabilecegi ileri surllmustir [7]. Dolayisiyla adenilat siklaz-protein kinaz A
yolaginin koaksiyel biyoessey sistemdeki gevseme yanitlarina olan katkisi
daha onceki bulgularimizla értusmektedir.

Mesane kaynakh gevsetici fakorun saliveriimesinin - muskarinik
reseptor stimilasyonu sonucu olustudu ve bu olaydan sorumlu olan alt-
tiplerin M4 ve M3 oldugu dusundldugunde bu faktor spesifik olarak muskarinik
reseptor stimulasyonuna degil mesanenin kasilmasina karsi bir yanit olarak
da saliverilebilir. Bu hipotezi test etmek i¢in detrisor kasinda muskarinik
stimulasyondan farkli olarak purinerjik P2X reseptorlerini uyararak kasiima
olusturan [109] a,B-metilen ATP’nin koaksiyel biyoessey sistemdeki etkileri
incelendi. a,B-metilen ATP koaksiyel biyoessey sistemde konsantrasyona-
bagimli gevseme yaniti olusturdu. Bu gevseme yaniti P2 reseptor antagonisti
PPADS varhiginda inhibe oldu. Bu bulgu muskarinik reseptorlerin
aktivasyonuna benzer gsekilde P2X aktivasyonu ile de bu faktorin
saliverilebilecegini gostermektedir. Asetilkolin yanitlarina benzer sekilde
adenilat siklaz inhibitdri SQ-22536 ve protein kinaz A inhibitéra KT-5720 a,f3-
metilen ATP ile elde edilen gevseme vyanitlarini da inhibe etmistir. Bu
sonuglar adenilat siklaz-protein kinaz A yolaginin mesane kaynakli gevsetici
faktor yanitlarindaki rolina desteklemektedir.

Adenilat siklaz ve protein kinaz A inhibitorleri varhdinda gozlenen

inhibisyonun mesane kasiimasinin inhibisyonuna bagh olarak gelisip
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gelismedigini incelemek igin sican mesane striplerinde asetilkolin ve a,3-
metilen ATP ile elde edilen kasilma yanitlarinda bu maddelerin etkileri
incelendi. Adenilat siklaz inhibitord SQ-22536 ve protein kinaz A inhibitoru
KT-5720 mesane striplerindeki kasilma yanitlarini etkilemedi. Dolayisiyla
adenilat siklaz-protein kinaz A yolaginin detrisorin kasilmasinda 6nemli bir
katkis1 yoktur. Bu bulgu adenilat siklaz ve protein kinaz A inhibitorlerinin
koaksiyel biyoessey sistemde olusturduklari inhibisyonun detrisorin
kasilmasinin inhibisyonu ile de@il mesane kaynakli gevsetici faktorin

saliverilmesinin inhibisyonu ile iligkili oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE YORUM

Koaksiyel biyoessey sistemi ile saptanabilen mesane kaynakli
gevsetici faktor mesanedeki afferent néronlarda bulunan peptidlerden biri ya
da bir pulrinerjik mediyatdér degildir. Bu faktérin muskarinik reseptor
stimulasyonu ile saliveriimesine Mq- ve Ms-muskarinik reseptorler aracilik
etmekte ve adenilat siklaz-protein kinaz A yolagdi bu faktérin saliveriimesi ya
da olusturdugu gevsetici etkide rol oynamaktadir. Endojen asetilkolin mesane
kaynakli gevsetici faktor saliveriimesi icin yeterlidir. Asetilkolinin yanisira
mesanede kasiima olusturan o,B-metilen ATP ile de koaksiyel biyoessey
sistemde yanit alinabilmesi bu faktoriin saliveriimesinin mesane kasilmasi ile
iligkili olabilecegini dusundirmektedir.

Tdm bu bulgular mesane kaynakl gevsetici faktérin mesanenin
dolumu sirasinda detrlisorun tonusunun dizenlenmesinde bir kompansatuar
mekanizma olarak c¢alisabilecegini dolayisiyla da bu faktérin fizyolojik énemi

olabilecegdini gostermektedir.
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