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OzZET

Yilmaz, A.O., Siklofosfamid ile indiiklenmis Fare Sistit Modelinde Agonist ile
indiiklenen Kasilma Yanitlarindaki Bozulmada Hidrojen Siilfiir ile Reaktif Oksijen
Tiirevlerinin Rolii ve Etkilesimi, Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023. interstisyel sistit, alt iriner
sistemin duyusal ve motor disfonksiyonu ile karakterize bir sendromdur. Hidrojen
sulfir, endojen olarak (Uretilen bir gazotransmitter olup bir¢ok fonksiyonun
dizenlenmesinden sorumludur. Bu tez calismasinda, farede intraperitoneal olarak
uygulanan siklofosfamid ile olusturulan akut sistit modelinde, mesane lirotelyum
dokusunun agonist ile indliklenen kasilma yanitlari Gizerine etkisinin yani sira hidrojen
sulfar ile reaktif oksijen tlrevleri slpiricilerinin sistitteki roli ve etkilesimi
incelenmigstir. Sistit gelistirilen mesane preparatlarinda karbakol ile indiklenen
kasilma yanitlari artmakta ve Grotelyumun fonksiyonu hasarlanmaktadir. Bunun yani
sira, sistit gelistirilen farelerde kiimilatif karbakol ile elde edilen kasilma yanitlari,
Urotelyumlu mesane detrusor diiz kasi seritlerinde katalaz, siiperoksit dismutaz ve N-
asetil sistein ile degismezken NaHS ile inhibe olmaktadir. Ayrica, Grotelyumu cikarilmis
mesane detrusor seritlerinde, katalaz ve NaHS’in birlikte uygulanmasi ile, maksimum
karbakol ile elde edilen kasilma yanitlari azalmaktadir. Elde edilen sonuglar, sistitin
mesanedeki patofizyolojik etkilerini anlamak ve yeni tedavi hedefleri gelistirebilmek

acisindan 6nemlidir.
Anahtar Kelimeler: Siklofosfamid, mesane, lirotelyum, hidrojen siilfiir, katalaz
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ABSTRACT

Yilmaz, A.O., The Role and Interaction of Hydrogen Sufide and Reactive Oxygen
Species in The Impaired Agonist Induced Contractile Responses in
Cyclophosphamide Induced Mouse Model of Cystitis, Hacettepe University,
Graduate School of Health Sciences Master of Science in Pharmacology, Ankara
2023. Interstitial cystitis is a syndrome characterized by sensory and motor
dysfunction of the lower urinary tract. Hydrogen sulfide is an endogenously produced
gasotransmitter and is responsible for regulating many functions. In this thesis, the
effect of urothelium tissue in the bladder on agonist induced contractile responses in
an acute cystitis mouse model obtained by intraperitoneally administered
cyclophosphamide, as well as the roles and interaction of hydrogen sulfide and
reactive oxygen derivatives scavengers in cystitis were investigated. In the bladder
tissue having cystitis, carbachol-induced contractile responses were increased and
the functions of the urothelium was deteriorated. Besides, carbachol-induced
cumulative contractile responses in detrusor smooth muscle tissues with urothelium
in cystitis group were not altered by catalase, superoxide dismutase and N-acetyl
cysteine, but inhibited by NaHS. Moreover, in urothelium denuded bladder detrusor
strips, maximum contractile response induced by carbachol was decreased by
catalase and NaHS. The results obtained are important in terms of understanding the
pathophysiological effects of cystitis in the bladder and developing new treatment

targets.

Keywords: Cyclophosphamide, bladder, urothelium, hydrogen sulfide, catalase
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1. GiRis

Mesane, pelvis boslugunda yer alan ve idrari gecici olarak depolayarak iseme
ile uzaklastiran bir organdir. Saglikli bireylerde iseme fizyolojisi mesane depolama
fazinda detrusor kasinin gevsemesi ve Uretral sfinkter kasinin kasilmasi, bosaltim
fazinda ise bu durumun tersi ile gergeklesir (1). Mesane lirotelyumu uzun stiredir idrar
ve mesane diiz kasi arasinda bariyer olarak kabul edilmis; ancak deneysel calismalar,
Urotelyumun iseme, metabolik sekresyon, inflamasyonun diizenlenmesi ve afferent
fonksiyonlarla ilgili olduk¢a 6zellesmis bir yapi oldugu gdstermistir (2, 3). Ayrica
detrusor kasinin asiri aktivitesi, inflamasyon, hiicre biiyiimesi ve kanser gibi ¢ok sayida

patolojik durumda da rol aldigi belirtilmistir (4).

interstisyel sistit (iS); asiri aktif mesane semptomlari ile karakterize kronik
inflamatuar bir hastaliktir ve detrusor diz kasinin kasilmasini etkilemektedir.
Siklofosfamid (CYP) ile sistit olusturulan sican mesanesinde karbakol ile indiiklenen
kasilma yanitlarinin arthig bilinmektedir. Ancak bu degisimin hiicresel mekanizmalari

heniiz aydinlatilmamistir.

Hidrojen silfur (H2S), nitrik oksit (NO) ve karbonmonoksit (CO) gibi endojen
olarak olusan, curik yumurta kokusu ile karakterize, renksiz, toksik ve gaz yapisinda
bir nérotransmitterdir (5). Yakin zamanda ise organizmada sentezlendigi ve bircok
fonksiyonlardan sorumlu bir gazotransmitter oldugu anlasiimistir. Cogu dokuda
H.S'nin fizyolojik konsantrasyonlarda etkili oldugu, ancak belirli bir konsantrasyonun
Uzerinde canlilar Uzerinde zararh etkiler sergiledigi gosterilmistir (6). Ancak, H.S
dondrlerinin sistit ile Grogenital sistemde olusan kasilma bozukluklarini 6énleyici olasi
etkilerini Grotelyum varliginda ve yoklugunda gosteren fonksiyonel bir ¢calisma henliz

bulunmamaktadir.

Reaktif oksijen tirevleri (ROS), hiicresel homeostazi dizenleyen ve

hastaliklarin  patofizyolojisine etki eden hicresel islev bozuklugunun ana



moddulatorleri olarak bilinmektedir. ROS, bazal metabolik fonksiyonun bir pargasi
olarak sitoplazma, hiicre zari, endoplazmik retikulum (ER), mitokondri ve peroksizom
dahil olmak Uzere gesitli hiicre bélmelerinde ¢ok sayida enzimatik reaksiyonun yan
Urlnleri olarak, ayrica nikotinamid adenin dinlikleotit fosfat oksidaz (NOX) gibi
enzimler tarafindan 6zel olarak Uretilir ve hilicrelerde bir sinyal islevi olarak gorev
yaparlar (7). ROS’un patolojik durumlarda inflamatuar yolaklara etki ettigi ve
ateroskleroz, kardiyak iskemi veya sepsis gibi durumlarda artmis konsantrasyonda
Uretilerek doku hasarina neden oldugu bildirilmistir (8). Ayrica; ROS ile yapilan
calismalarda mesane diiz kasinin kasilma fonksiyonlari lizerinde de etkisi oldugu

gosterilmistir (9, 10).

H.S ve ROS’un olasi etkilesiminin tGrotelyum varliginda ve yoklugunda mesane
diiz kas kasilmasina etkilerinin gosterildigi bir ¢alisma henliz bulunmamaktadir.
H.S'nin sistitte detrusor ve / veya Urotelyumu koruyucu ve inflamasyonu azaltici
etkileri olabilecegi dustinlilmektedir. Bu nedenle, mesane detrusor diiz kasinda sistit
gelistiriimesi ile olusacak inflamasyon modelinde bozulan kasilabilirligin H,S ve ROS
ile iliskisini incelemek yeni tedavi prensiplerinin gelistirilmesi agisindan énemlidir. Bu
tez calismasinin amaci; CYP ile olusturulan sistit modelinde farede agonist ile
indliiklenen detrusor diiz kas kasilmasinin Urotelyum tabakasi varliginda ve
yoklugunda nasil degistiginin gosterilmesi ve kasilma yanitlari Gizerinde H,S ve ROS’un

olasi etkilesimlerinin incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mesane Anatomisi, Fizyolojisi ve inervasyonu

Mesane idrarin bosaltilmasi ve depolanmasinda gorev alan diiz kas yapisinda
bir organdir (11). Mesane duvari; epiteli olusturan Grotelyum, lamina propria ve
muskularis mukozadan olusmaktadir. Urotelyum ise ince bir bazal membran iizerine
oturmus bir epitel tabakasidir. Bu tabakanin altinda belli bir oranda distansiyona
olanak saglayan kalin fibroelastik bag dokudan olusan lamina propria tabakasinda
cesitli kan damarlari ve muskularis mukozayi olusturan diiz kas demetleri mevcuttur.
Diiz kas tabakasi; detrusor ve trigon olmak Uzere iki farkli diiz kas yapisindan olusur.
Mesanedeki diiz kaslarin oryantasyonu ve etkilesimi énemlidir; ¢linkii bu, mesane
duvarinin nasil davranacagini ve hiicrelerdeki aktivitenin sekli ve liimen igi basing
Uzerinde ne gibi bir etkisinin olacagini belirler. Detrusor diiz kas hticreleri dis ve ig
katmanlarda longitudinal, orta katmanda sirkiler yapida bulunur. Detrusorun
birbirlerini serbestce caprazlayan diiz kas demetleri, mesane boynunda dairesel
ozellik alarak fonksiyonel bir sfinkter 06zelligi kazanir. Trigon, Ureterlerin giris
deliklerinden mesane boynuna uzanir. Derin trigon detrusor diiz kasinin; ylizeyel

trigon ise Ureter kaslarinin uzantisidir (Sekil 2.1.) (1).
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Sekil 2.1. Mesane anatomisi (1).

Detrusor diiz kasi mesanenin idrar depolamasinda ve iseme esnasinda idrari
bosaltmak icin gerekli basinci Gretmesinde énemli bir rol oynamaktadir. Mesane
fonksiyonu; depolama fazinda detrusor diiz kasinin gevsemesi ve Uretral sfinkterin
kasilmasi, bosaltim fazinda ise bu durumun tersi ile saglanmaktadir. Depolama
fazindayken giderek artan sempatik uyari ve baskilanan parasempatik uyari yolu ile
mesane ici basing duslik tutulur. Normal mesane kapasitesi 400-500 mL arasinda
degiskenlik gdsterebilir. ilk doluluk hissi 100-200 mL, doluluk hissi 300-400 mL, acilen
bosaltma gereksinimi ise 400-500 mLde hissedilir. Doluluk hissi ile birlikte detrusor

kasini gevseten, sfinkteri kasan refleks yollar aktive olur (12).

Mesanenin depolama ve bosaltim fonksiyonlari omuriligin  sakral ve
torakolomber seviyelerinden c¢ikan parasempatik, sempatik ve somatik sinirler
tarafindan koordine edilmektedir. Sakral S2-S4 segmentlerinden ¢ikan parasempatik
kolinerjik lifler mesanenin gerilme ve dolgunluk hissini olusturur. Sinir-kas kavsaginda
kasin uyarilmasi icin asetilkolin (Ach) saliverilir. Ach muskarinik reseptorler (M3s)
araciligiyla detrusor diiz kasinda kasilmaya neden olur ve mesanenin bosalma olayi
gerceklesir. Bosaltma fazinda Uretral sfinkter basinci diser. Sfinkter mekanizmasinin
sakral iseme merkezine refleks inhibisyonu ortadan kalkar, sempatik aktivitenin inhibe

olmasiyla iseme baslar. Sempatik lifler T11-12 ve L1-2 segmentlerden gelir. Sempatik



postgangliyonik sinirlerden saliverilen noradrenalin, Bs adrenerjik reseptorlerinin
aktivasyonu ile mesane diiz kasinda gevsemeye ve lretra diiz kasinda a1 adrenerjik
reseptorler Gzerinden kasilmaya neden olur ve depolamayi saglar. Somatik sinir lifleri
ise, kas kasilmasini indiklemek icin nikotinik reseptorler (izerinde etki gosteren Ach

salivererek Uretranin kasilmasini saglar (1, 13).
2.2. Urotelyum Tabakasi

Urotelyum, dis uyaranlari algilayabilen, cesitli mediyatorleri saliverebilen ve
boylece diiz kas tonusunu ve mesane duvarindaki diger hicre tiplerinin islevini
degistiren oldukca aktif bir hiicre tabakasidir (14). Bazal, orta ve ylizeysel olmak lzere
3 farkli hiicresel katmandan olusur. Bazal hiicreler (irotelyumun i¢ tarafinda yer alir ve
lamina propria tabakasi ile dogrudan temas halindedir (15). ikinci kissimda bir orta
tabaka yer alir. Yiizeysel tabaka ise, idrarla dogrudan temas halindedir ve terminal
olarak farkhilasmis 'semsiye hicreler' olarak bilinen biylk ve altigen hiicrelerden
olusur (Sekil 2.2.) (16). Semsiye hiicrelerinin ug ylzeyi, asimetrik bir birim zara sahiptir
ve ¢ok sayida proteinden olusur (17, 18). Bu proteinler lirotelyal bariyer fonksiyonuna
katkida bulunur. Ayrica; glikozaminoglikandan (GAG) olusan bir tabaka, semsiye
hiicrelerinin idrar ile temas ettigi bolgeyi kaplar ve Urotelyal bariyer islevine katkida

bulunur (19).

GAG layer
Superficial

(umbrella) cells

Intermediate cells

Basal cell layer

Stroma

= —_—
= —

Sekil 2.2. Urotelyum katmanlari (16).



Urotelyumun bariyer gérevi goérmesinin yaninda, Urotelyal hiicrelerin
nosiseptor ve mekanoreseptorler gibi duyusal néronlara benzer bazi 6zellikler
gosterdigi ve gesitli sinyal iletim yolaklarini kullandigi bildirilmistir (20). Urotelyumun
hem normal hem de patolojik durumlarda mesanenin regiilasyonunda yer alan bazi
reseptorlere ve iyon kanallarina sahip oldugu bilinmektedir (21, 22). Bu reseptorler ve
iyon kanallari arasinda; bradikinin reseptorleri (22), plrin reseptorleri (23), adrenerjik
reseptorler (a ve B) (24), kolinerjik reseptorler (muskarinik ve nikotinik) (25), proteaz
ile aktive olan reseptorler (PAR) (26), epitelyal Na* kanallari (27) ve gecici reseptor
potansiyeli (TRP) kanallari (TRP vanilloid 1 (TRPV1), TRPV2, TRPV4, TRP melastatin 8
(TRPMS), TRP ankirin 1 (TRPA1)) yer almaktadir (28-32). Urotelyal hiicreler kimyasal
ya da mekanik uyarilar, idrarda bulunan bazi faktorler veya inflamatuar hiicrelerden
ve kan damarlarindan saliverilen kimyasal mediyatorler, peptitler veya transmitterlere
yanit olarak bu reseptor veya iyon kanallari ile aktive olabilir ve bunun sonucunda NO,
adenozin trifosfat (ATP), Ach, prostaglandin ve P maddesi gibi kimyasal mediyatorler

saliverilir (20, 33-36).

Nikotinik ve muskarinik reseptorler, lrotelyumda ve lamina propriada
gosterilmistir (37-42). Domuz Urotelyumunda ve lamina propriasinda, mesane diz
kasindan daha yiiksek yogunlukta muskarinik reseptorler bulunur (37). Sican ve insan
Urotelyumunda, muskarinik reseptor alt tiplerinin (M1-Ms) bulundugu bilinmektedir
(43). Yapilan ¢calismalarda, sican trotelyumunda nikotinik Ach reseptorlerinin bazi alt
birimlerinin ekspresyonu ve bu reseptorlerin mesane refleksinin modilasyonuna

aracilik ettigi gosterilmistir (44).

Mesanenin detrusor diiz kasi cogu zaman gevsemeden sorumludur. NO gibi iyi
bilinen inhibitdr aracilarin yani sira, trotelyumdan saliverilen bir inhibitor faktoriin
(UDIF) varhgini gosteren calismalar vardir (45). Urotelyumu cikarilmis domuz
mesanesinde, kontraktil maddelere karsi mesanenin kasilma yanitlarinin arttigi;
Urotelyumu saglam dokuda ise bozulmus olan mesanenin kasilma fonksiyonunun

normale dondugli gosterilmistir (37).



Urotelyumdan NO’nun yani sira, diger bir gazotransmitter olan H,S’nin de
saliverildigi bilinmektedir. insan (irotelyumunda hem sistatiyonin B-sentaz (CBS) hem
de sistatiyonin y-liyaz (CSE) enzimlerinin ekspresyonu gosterilmistir (46). insanda,
mesane inervasyonu yapan parasempatik sinirlerin 6ncl noérotransmitteri Ach’dir
(47). insan disindaki diger memelilerde ise bu éncii nérotransmitterin ATP oldugu
distnilmektedir (48). Saliverilme igin uyaranlar arasinda gerilme, mekanik gerilim,
kolinerjik, adrenerjik ve tasikinin reseptori uyarimi yer alir ve ayni zamanda mesane
diiz kasinin spontan kasilma aktivitesini de etkiler (49). Bu nedenle Urotelyumun

mesanenin kasilabilirligi Gizerindeki dizenleyici etkisi halen tartisma konusudur.
2.3. interstisyel Sistit

Mesanenin temelde iki ana gorevi bulunur. Bu goérevler; idrari depolamak ve
mesane doldugunda idrari bosaltmaktir (1). Depolama veya bosaltim fonksiyonundaki
bozukluklar, asiri aktif mesane sendromunun bilesenleri olan aciliyet, idrar
bosaltmada siklik ve sikisma hissiyati gibi alt Griner sistem semptomlarina neden
olabilir (50). iS; tekrarlayan pelvik agri, rahatsizlik ve artan idrara ¢ikma sikhgi ile
karakterize kronik bir durumdur (51). Hastalarda zihinsel ve fiziksel yasam
kalitelerinde 6nemli bozulmalar meydana gelir; depresyon, anksiyete, cinsel islev
bozuklugu ve sosyal etkilesim kaybi gibi faktorler ortaya cikabilir (52). Kesin tani
kriterlerinin olmamasi nedeniyle tedavisi oldukca komplike bir durumdur (53). idrar
yolu enfeksiyonlarina neden olan klinik bozukluklarin arastiriilmasinda kullanilan
hayvan modelleri tani ve tedavinin aydinlatilmasi icin oldukca 6nemlidir (54).
Gunlmuzde, ozellikle kemirgenlerde alt Uriner sistem enfeksiyonlari olusturmak igin;
spontane gelisen sistit (6zellikle kedilerde) (55), norojenik inflamasyon kaynakli sistit
(56), antijen ile indliklenen sistit (57), viral kaynakli sistit (nérojenik sistit) (58),
otoimmdin sistit (59) ve irritan maddeler tarafindan indiklenen sistit gibi birden ¢ok

deneysel yontem uygulanmaktadir.

irritan maddeler tarafindan indiiklenen sistit; bakteriyel lipopolisakkarit, asit,
terebentin, hardal yagi, kroton yagi ve akrolein olmak Uzere cesitli tahris edici

maddelerin intravezikal damlatilmasiyla indiklenir. Deney hayvanlarinda; o6zellikle



fare ve siganlarda, CYP ile olusturulan sistit modeli, uzun yillardir yaygin olarak
kullanilan deneysel bir yontemdir (60-62). CYP; antineoplastik bir ajandir ve bu ilagla
tedavi edilen hastalarda sistit sik gorilen bir komplikasyondur (63). CYP’nin ana
metaboliti olan akrolein, idrarin depolanmasi sirasinda mesanede birikir. Yiksek
oranda reaktif doymamis bir aldehit olan akroleinin mesane duvari ile temasi
mesanede steril inflamasyon, hemoraji, mesane endotel dokusunda hasar ve 6dem
olusturur (64). Yapilan calismalar, mesanedeki inflamasyonun detrusor diiz kasini,
mesanenin inervasyonunu, kan akisini ve Urotelyumun vyapi ile fonksiyonunu
etkileyerek idrarin depolanmasini ve bosaltilmasini etkileyebilecegini gbstermektedir

(65).

CYP ile olusturulan sistit modelinde, sican detrusor diiz kasinda, M, ve M3
reseptor ekspresyonlarinda artis bildirilmistir (66). Kronik sistit olusturulan sicanlarda,
detrusor diiz kasinda elektriksel alan stimiilasyonu, karbakol ve potasyum klorr (KCl)
(120 mM) ile kasilma yanitlarinin kontrol ile kiyaslandiginda arttigi gésterilmistir (67).
insan detrusor diiz kasinda yapilan bir calismada ise, asiri aktif mesane sendromu olan
hastalardan elde edilen detrusor kasi numunelerinde, hiicre i¢i Ca*?

konsantrasyonlarinda ve Ca*? saliverilmelerinde artis gézlenmistir (68).
2.4. Hidrojen Silfur

H,S; endojen olarak uretilen, cirik yumurta kokusu ile karakterize, renksiz,
toksik ve gaz yapisinda bir nérotransmitterdir (5). H,S memeli dokusunda enzimatik
ve enzimatik olmayan vyollarla yapisal olarak uretilir (69). Enzimatik olmayan yolak,
H,S'nin endojen (iretim kaynagi olarak daha 6nemsiz kabul edilir ve tiyol, tiyosiilfat ve
tiyosistein gibi tiyol iceren molekillerin veya glikoz oksidasyonundan tiiretilen
nikotinamid adenin dinlkleotit (NADH) ve nikotinamid adenin dintkleotit fosfat
(NADPH) gibi indirgeyici esdegerler kullanilarak elemental silfiriin indirgenmesinden
olusur (Sekil 2.3.) (70). Enzimatik olmayan yolagin tim bilesenleri memelilerde

mevcuttur. Ancak bu reaksiyonun fizyolojik 6nemi tam olarak aydinlatilamamistir (71).
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Sekil 2.3. Enzimatik olmayan yolaklar araciligiyla endojen H2S Uretimi.

H,S; CBS, CSE ve 3-merkaptopiruvat silflrtransferaz (3-MST) enzimleri
araciligiyla endojen olarak Uretilir. Endojen HS Uretimi igcin primer substrat L-
sisteindir. CBS Uzerinden H,S {retimi, sistatiyonin ve HS verecek sekilde
homosisteinin ve L-sisteinin konsantrasyonlari ile baglantilidir. CSE, L-sisteini piruvat,
amonyak ve H)S'ye donustlrir. L-sistein ile a-ketoglutarat reaksiyonu sistein
aminotransferaz (CAT) veya aspartat aminotransferaz (AAT) varliginda 3-
merkaptopiruvattan elde edilir. 3-merkaptopiruvat daha sonra H;S olusturmak igin 3-

MST tarafindan metabolize edilir (Sekil 2.4.) (72).
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Sekil 2.4. Enzimatik yolaklar araciligiyla endojen H,S tretimi (72).

H,S Gretiminde rol oynayan enzimler; karaciger, bébrek, kalp, vaskiler sistem,
beyin ve merkezi sinir sistemi dahil olmak lzere cok cesitli organ ve sistemlerde
bulunur. CBS'nin sinir sistemi ve beyinde H;S lretiminde majoér rol oynayan enzim
oldugu; ancak ayni zamanda karaciger ve bobrekte de yliksek oranda eksprese edildigi
bilinmektedir (73). CSE ise esas olarak vaskiler ve vaskiler olmayan diiz kaslarda
eksprese edilir ve CSE aracili H,S biyosentezinin sadece vaskiiler diiz kasta degil ayni
zamanda vaskiler endotelyal hiicrelerde de meydana geldigi bilinmektedir (74, 75).
3-MST ise, AAT/CAT ile birlikte hem beyinde hem de vaskiler endotelde H,S

Uretiminden sorumludur (76, 77).

H,S’nin bircok fizyolojik sistem (izerindeki etkileri arastirilmistir. ilk olarak
kardiyovaskuler sistemde H,S'nin gliclii bir vazodilator oldugu gosterilmis ve damar
diiz kasinda H;S'nin gevsetici etkisinden ATP-duyarli potasyum kanallarinin (Karp)
sorumlu oldugu bildirilmistir (74, 78). Ayrica; akut ve kronik olarak H2S dondrii
sodyum hidrosiilfit (NaHS) uygulamasinin, kan basincini distrdigi de gosterilmistir
(74, 78, 79). CSE knock-out farelerde, belirgin hipertansiyon, anjiyogenezin

inhibisyonundan kaynaklanan azalmis yara iyilesmesi ve kardiyoprotektif etkilerde
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azalma bildirilmistir (75, 80, 81). Baska bir H,S donorii olan GYY4137, endotoksik sok
modelinde farelerde antiinflamatuar etkiler gostermistir (82). H)S’nin ayrica
sicanlarda Ulser iyilesmesine katkida bulundugu da gosterilmistir (83). Sorumlu
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamis olsa da H,S'nin hem proinflamatuar hem

de antiinflamatuar etkili olabilecegi konusunda tartismalar devam etmektedir.

H.S’nin domuz ve insan mesane kas dokularini gevsetmesinin yaninda (84, 85);
sican ve kobay mesanesinde detrusor diz kas kasiimalarinin eksojen H,S ile
indiklendigi de gosterilmistir (86, 87). Son zamanlarda, eksojen H,S'nin, sicanlarda
trigon diz kasinda gevsemeyi indiikledigi ve sicanlarda bir H,S dondériniin intravezikal
olarak uygulanmasi sonucu, mesanede spontan kasilma araliklarini uzattigi
bildirilmistir (88). Ayrica sican detrusor ve trigon dokularinda CAT/3-MST yolagi aracili
endojen H,S Uretiminin eksprese edildigi de gosterilmistir (88). Yapilan galismalar,

H.S'nin mesanedeki fizyolojik rollerinin tartismal oldugunu gostermektedir.

2.5. Reaktif Oksijen Tiirevleri

ROS, hiicresel homeostazi diizenleyen ve hastaliklarin patofizyolojisine katkida
bulunan hiicresel fonksiyon bozukluklarinin ana moduilatérleri olarak gorev yaparlar
(7). Vicutta diastuk veya orta konsantrasyonlarda hiicresel yanitlar ve bagisiklik
fonksiyonu Uzerinde faydali etkiler gésterirken; yliksek konsantrasyonlarda ise, tim
hiicre yapilarina zarar verebilecek, zararh bir stirec olan oksidatif stresi olusturur (89).
Oksidatif stres ise, potansiyel biyolojik hasara neden olabilecek serbest radikallerin
zararl etkileri olarak tanimlanir (90). ROS, bazal metabolik fonksiyonun bir parcasi
olarak sitoplazma, hiicre zari, ER, mitokondri ve peroksizom dahil olmak lzere
hiicrelerin bu bélimlerinde enzimatik reaksiyonlarin yan (rinleri olarak, ayrica NOX
gibi enzimler tarafindan da 6zel olarak Uretilirler ve hilicrede bir sinyal islevi gorirler
(7). Kaynagina, hiicre tipine ve dokuya bagli olarak, ROS sinyali normal fizyolojik
sureclere katilabilir veya metabolik bozukluklara yol acabilir, ya da inflamatuar sinyal
yolaklarini etkileyip inflamatuar bir cevaba katkida bulunabilir (7). Ateroskleroz,
diyabet ve fel¢ gibi yliksek inflamatuar sinyalleme ve metabolik islev bozuklugu ile

iliskili hastaliklar, degistirilmis bir redoks dengesi ile iligkilidir (91).
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Oksidatif stres; kanser, artrit, vyaslanma, otoimmiin bozukluklar,
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi kronik ve dejeneratif
rahatsizliklarin gelisiminde énemli bir rol oynar. insan viicudu, dogal olarak veya
disaridan gidalar ve / veya takviyeler yoluyla saglanan antioksidanlari Ureterek
oksidatif strese karsi koymak icin cesitli mekanizmalara sahiptir. Endojen ve eksojen
antioksidanlar, ROS’un neden oldugu hasari onleyerek ve onararak “serbest radikal
supdriculeri” gorevi gorir ve bu nedenle bagisiklik sistemini destekler (92-95).
Superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz gibi enzimler
enzimatik antioksidan savunmasi olarak; askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E
vitamini), glutatyon, karotenoidler, flavonoidler enzimatik olmayan antioksidan

savunmasinda rol oynar (96).

Katalaz, karakterize edilen ilk antioksidan enzimdir ve hidrojen peroksitin
(H202) H20 ve O;’ye iki asamali donistimini katalize eder (97). Mitokondride Uretilen
katalazin asiri eksprese edildigi farelerde ateroskleroz ve katarakt prevalansinin
azaldig bildirilmistir (98, 99). Katalazin asiri ekspresyonunun kardiyovaskiler islev
bozukluklarina ve yaralanmalara karsi koruyucu etkisi oldugu da bilinmektedir (100).
Ancak, fizyolojik konsantrasyonlardan daha disik ROS seviyelerinin, tip 2 diyabet gibi

patolojilerden sorumlu olabilecegi diisiinilmektedir (101).

SOD, superoksit anyonunun (O27) H,02’ye dismutasyonunu katalize eder (97).
H,0, daha sonra katalaz veya GPx ile H,0 ve O;'ye dénusturilir. Memeli dokularinda
SOD’un ¢ izoformu vardir (97). SOD1, memeli hiicrelerinin sitoplazma ve
organellerinde; SOD2 mitokondride, SOD3 ise fibroblastlar ve endotel hiicreleri dahil
olmak (izere yalnizca birka¢ hicre tipi tarafindan sentezlenir (102, 103). Yapilan
¢alismalarda; izole sican mesanesi detrusor kasinin H2O; ile inkiibasyonunun karbakol
ve potasyum ile indiklenen kasilmalari azalthg gosterilmistir (10). Ayrica; NO
plazmada O3 tarafindan nétralize edilebilir, bundan dolayi SOD’un, vaskiiler tonusun

diizenlenmesinde rol oynayabilecegi distnidlmektedir (104).
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2.6. Hidrojen Siilfiir ve Reaktif Oksijen Tiirevlerinin Etkilegimi

ROS’un iskemi / reperfizyon (I/R) hasarinda, kardiyak hipertrofi ve
miyokardiyal fibrozis dahil olmak Uizere birgok kardiyovaskiiler hastalikta 6nemli rol
oynar. Kardiyak hiicrelerde CSE asiri ekspresyonu veya eksojen H,S tedavisi, farelerde
I/R hasarini takiben sol ventrikiliin yeniden sekillenmesine ve islev bozukluguna karsi
koruma saglar (105). CSE knock out farelerde; I/R’den sonra artan oksidatif stres,
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve siddetlenen kardiyak hasarin eksojen H,S
varliginda azaldigi gosterilmistir (106). H,S'nin dogrudan ROS sipiricist olarak

hareket ettigi ve temel antioksidan enzimleri upregiile edebildigi bildirilmistir (72).

izoproterenol ile indiiklenen miyokardiyal hasar modelinde HxS'nin Oy ve
H>0.'yi stipuricl etkisi ile lipid peroksidasyonunu azalthgl ve sistein transportunu
upregiile ederek glutatyon seviyelerini arttirdigi bildirilmistir (107, 108). Ayrica;
NaHS'nin artan SOD ve mitokondriyal kompleks IV aktiviteleri yoluyla hipoksi /
reoksijenasyonu takiben sican kardiyomiyositlerinde ROS seviyelerini sinirladigi

gosterilmistir (109).

H,S ve ROS’un olasi etkilesiminin arastirildigi diger bir calismada, pulmoner
arter endotel hiicrelerinde, eksojen olarak uygulanan H,S’nin Oy tretimini baskiladigi
(110), ayrica hipertansif sicanlarda NaHS inflizyonunun da Oy Uretimini baskiladigi
gosterilmistir (111). HzS ve ROS’un olasi etkilesiminin mesanedeki diiz kas kasiimasi
Uzerindeki etkilerinin gosterildigi bir calisma heniiz bulunmamaktadir. H,S'nin sistitte
detrusor veya Urotelyumu koruyucu ve inflamasyonu azaltici etkileri olabilecegi
dislinilmektedir. Ayrica, H2S'nin sitoprotektif etkisinin bulunmasi ROS siplrici bir
etkisinin oldugunu da dislindiirmektedir. Bu nedenle, mesane detrusor diz kasinda
sistit gelistirilmesi ile olusacak inflamasyon durumunda bozulan kasilabilirligin H,S ve

ROS ile iliskisini incelemek yeni tedavi prensiplerinin gelistirilmesi acisindan 6nemlidir.
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3. GEREG VE YONTEM

Deneylerde 20-25 g agirliginda Swiss disi albino fareler kullanildi. Hacettepe

Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan 2022/07-11 karar numarali izin alind..
3.1. Deneysel Sistit Modelinin Olusturulmasi

Sistit olusturulacak sicanlara intraperitoneal yol ile bir kez 200 mg/kg CYP,

kontrol grubuna CYP’nin ¢6ziiclsu olarak serum fizyolojik uygulandi (60).
3.2. Dokularin Hazirlanmasi

Fareler enjeksiyondan 24 saat sonra servikal dislokasyon ile 6tenazi edildikten
sonra abdomen agilarak mesane izole edildi ve Krebs’ Henseleit sollisyonu igeren
diseksiyon kabina alindi. Mesane 2 esit parcaya bolindu. Birinci parganin mesane
duvarindan 2 adet detrusor diiz kas seriti diseke edildi. ikinci parcanin ise &nce
diseksiyon mikroskopu altinda Urotelyumu temizlendi ve ardindan 2 adet detrusor
diiz kas! seriti izole edildi. izole edilen detrusor diiz kas seritlerinin bir ucu organ
askisina baglandi ve organ askisi yardimi ile 37°C‘de, %95 02 -%5 CO; karisimi ile
gazlandirilan Krebs’ Henseleit solisyonu iceren 5 ml’lik organ banyosuna alindu.
Detrusor diiz kas seritlerinin serbest kalan ucu izometrik kuvvet transdiserine
baglandi ve 800 mg bazal gerim uygulandi. Dokular deney protokoliinden 6nce 1 saat
boyunca 15%er dakikalik araliklarla yikanarak dinlendirildi. Deneyler sirasinda
gerimdeki degisiklikler izometrik kuvvet trandiseri ile “MP 150-Transducer Data

Acquisition System (BIOPAC Systems)” araciligi ile bilgisayara kaydedildi.
3.3. Deney Protokolii

Dokular asildiktan sonra 1 saatlik dinlenme siireci sonunda, dokulardan 80
mM K* iceren Krebs’ Henseleit sollisyonu ile kasilma yanitlari alindi. Ardindan 30
dakika dinlenen dokulardan kiimiilatif karbakol (10 nM-30 uM) ile konsantrasyona

bagimh kasilma yaniti elde edildi. 1 saatlik dinlenme siresi sonrasi dokular sodyum
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hidrosiilfit (NaHS; 300 uM), propargilglisin (PAG; 300 uM), aminoksiasetik asit (AOAA,;
1 mM), katalaz (1000 U/mL), N-asetil sistein (NAC; 100 uM), stiperoksit dismutaz
(SOD; 150 U/mL), NaHS+Katalaz, NaHS+NAC ile 30 dakika inkiibe edildi. NaHS nin
dahil oldugu gruplarda, NaHS inkibasyonu 30 dakikalik stirenin son 5 dakikasinda
yapildi. inkiibasyondan sonra kiimiilatif karbakol (10 nM-30 uM) ile konsantrasyona

bagimh kasilma yanitlari tekrarlandi.
3.4. istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama % standart hata olarak verildi. Karbakol ile elde edilen
kasilma yanitlari 80 mM K* kasilmasinin %’si olarak ifade edildi. istatistiksel anlamlilik
iki yonll varyans analizi (ANOVA) ve post doc Tukey ile degerlendirildi. P<0,05 ise
ortalamalar arasindaki fark anlamli olarak kabul edildi. Verilerin analizinde GraphPad

Prism v 6,01 kullanild.
3.5. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlar ve ilaglar

Deneylerde standart fizyolojik sollisyon olarak Krebs’ Henseleit soliisyonu
(mM): NaCl; 118, KCI; 4.7, MgS0a; 1.2, CaCly; 2.5 mM, KH;PO4; 1.2, NaHCOs; 25,
glukoz; 11.6 kullanildi. 80 mM K* solliisyonu NaCl'nin ekivalan miktarda KCI ile

degistirilmesi ile hazirlandi.

Kullanilan ilaglardan CYP serum fizyolojik; karbakol, NaHS, katalaz, NAC, SOD,
PAG ve AOAA distile su icerisinde ¢ozuldi.

Deneylerde kullanilan siklofosfamid (Endoxan, 1g) Baxter’den, karbakol, NaHS,

katalaz, NAC, SOD, PAG ve AOAA Sigma (St. Louis, Missouri)’'dan alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Zaman Bagimh Kasilma Yanitlar

Urotelyumlu (Sekil 4.1., A) ve irotelyumu cikarilmis (Sekil 4.1., B) kontrol
grubu ile Grotelyumlu (Sekil 4.1., C) ve Urotelyumu cikarilan (Sekil 4.1.D) sistit grubu
farelerin mesane detrusor diiz kasina deney prosedirleri sirasiyla uygulandi.
inkiibasyon evresinde organ banyolarina madde ilave edilmedi. Kullandigimiz deney

prosediirinde, zamana bagimli olarak kiimilatif (10 nM — 30 uM) karbakol kasiima

yanitlarinin etkilenmedigi gorildu (Sekil 4.1.).

A B
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2 2

= 100+ < 100
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Sekil 4.1. Urotelyumlu kontrol grubu (A), Girotelyumu cikarilmis kontrol grubu (B),
Urotelyumlu sistit grubu (C) ve Urotelyumu cikarilmis sistit grubu (D) fare
mesane detrusor diz kasinda kiimdilatif (10 nM — 30 uM) karbakol kasiima
yanitlarinda zamana bagiml degisim (n=5).
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4.2. Kontrol ve Sistit Grubu Fare Mesanelerinde Karbakol ile indiiklenen

Kasilma Yanitlari

Kontrol ve sistit grubu farelerden izole edilen mesane detrusor diiz kasinda
kiimulatif (10 nM — 30 uM) karbakol kasilma yanitlarinda, tGrotelyumlu ve Girotelyumu
cikarilmig sistit gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis gozlendi (Sekil

4.2.).

A B
150+ k% 150 R
x -+~ Kontrol - Kontrol
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%] 1004 k 100
&3 2 :
] m
E E
@ 50+ @ 504 o
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Sekil 4.2. Kontrol ve sistit grubu farelerden izole edilen tGrotelyumlu (A) ve tGrotelyumu
cikarilmis (B) mesane dokularinda kiimilatif (10 nM — 30 uM) karbakol ile
elde edilen kasilma yanitlari (n=7-11, *P<0,05 kontrol yanitina gore
istatistiksel olarak anlamli).
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4.3. Kontrol ve Sistit Grubu Fare Mesanelerinde Karbakol ile indiiklenen

Kasilma Yanitlarina Urotelyumun Etkisi

Kontrol ve sistit grubu farelerden izole edilen mesane detrusor diiz kasinda
kiimulatif (10 nM — 30 uM) karbakol kasilma yanitlarinda, Urotelyumu g¢ikariimis

dokularda, Urotelyumlu dokulara gore anlamli bir azalma gozlenmistir (Sekil 4.3.).

A B
- Urotelyumiu P -~ Urotelyumiu
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Sekil 4.3. Kontrol (A) ve sistit grubu (B) farelerden izole edilen Urotelyumlu ve
Urotelyumu cikarilmis detrusor diiz kaslarinda kiimdilatif (10 nM — 30 uM)
karbakol ile elde edilen kasilma yanitlari (n=7, *P<0,05 Urotelyumlu
dokularin yanitina gore istatistiksel olarak anlamli).
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4.4. Kontrol ve Sistit Grubu Fare Mesanelerinde Karbakol ile indiiklenen

Kasilma Yanitlarina NaHS inkiibasyonunun Etkisi

Kontrol ve sistit grubu farelerden izole edilen mesane detrusor diz kas
dokulari H2S donéri olan NaHS (300 uM) ile inkiibe edilip, ardindan kiimulatif (10 nM
— 30 uM) karbakol kasilma yanitlarini incelenmistir. NaHS inkibasyonundan sonra
kontrol ve sistit grubu farelerde, Grotelyumlu ve Urotelyumu cikarilmis dokularda,

kiimulatif karbakol kasilma yanitlarinda anlamli bir azalma gozlenmistir (Sekil 4.4.).

A B
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Sekil 4.4. Kontrol ve sistit olusturulmus farelerden izole edilen trotelyumlu (A) ve
Urotelyumu cikarilmis (B) mesane detrusor diiz kasinda kiimlatif (10 nM —
30 uM) karbakol ile elde edilen kasilma yanitlarina NaHS’nin (300 uM) etkisi
(n=6-7, *P<0,05 kontrol grubu yanitina gore istatistiksel olarak anlamli,
#P<0,05 Siklofosfamid NaHS yanitina gore istatistiksel olarak anlaml).
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4.5. Kontrol ve Sistit Grubu Fare Mesanelerinde Karbakol ile indiiklenen

Kasilma Yanitlarina H2S Enzim inhibitorlerinin Etkisi

Kontrol ve sistit grubu farelerden izole edilen mesane detrusor diz kas
dokulari bir CSE enzim inhibitori olan PAG (300 uM) ve bir CBS enzim inhibitori olan
AOAA (1 mM) ile ayri ayri ve birlikte olarak inkiibe edilip, ardindan kiimulatif (10 nM
— 30 uM) karbakol kasilma yanitlarini incelenmistir. Hem Urotelyumlu hem de
Urotelyumu cikarilmis dokularda enzim inhibitorleri karbakol kasilma yanitlarini
degistirmedi (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Kontrol ve sistit olusturulmus farelerden izole edilen tGrotelyumlu (A, C, E)
ve Urotelyumu cikarilmis (B, D, F) mesane detrusor diz kasinda kiimulatif
(10 nM — 30 uM) karbakol ile elde edilen kasilma yanitlarina sirasi ile PAG (A
ve B, 300 uM), AOAA (C ve D, 1 mM) ve PAG+AOAA'nIn (E ve F, 300 uM ve
1 mM) etkisi (n=4-7, *P<0,05 kontrol grubu yanitlarina gore istatistiksel
olarak anlamh).



21

4.6. Kontrol ve Sistit Grubu Fare Mesanelerinde Karbakol ile indiiklenen

Kasilma Yanitlarina Katalaz Enziminin Etkisi

Kontrol ve sistit grubu farelerden izole edilen mesane detrusor diz kas
dokulari H,0; stplricisi olan katalaz enzimi (1000 U/mL) ile inkiibe edilip, ardindan
kiimilatif (10 nM — 30 uM) karbakol kasilma yanitlarini incelenmistir. Urotelyumlu
mesane dokularinda, hem kontrol hem de sistit grubu farelerde, karbakol kasilma
yanitlarinda katalaz enzimi varliginda anlamh bir fark gériilmedi. Urotelyumu
cikarilmis dokularda ise, sistit grubu farelerde karbakol kasiima yanitlarinda katalaz

enzimi varliginda anlaml bir azalma goraldi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Kontrol ve sistit olusturulmus farelerden izole edilen Grotelyumlu (A) ve
Urotelyumu cikarilmis (B) mesane detrusor diiz kasinda kiimdlatif (10 nM —
30 uM) karbakol ile elde edilen kasilma yanitlarina katalazin (1000 U/mL)
etkisi (n=5-6, *P<0,05 kontrol grubu yanitina goére istatistiksel olarak
anlamli, #P<0,05 Siklofosfamid Katalaz yanitina gore istatistiksel olarak
anlamh).
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4.7. Kontrol ve Sistit Grubu Fare Mesanelerinde Karbakol ile indiiklenen

Kasilma Yanitlarina N-Asetil Sistein’in Etkisi

Kontrol ve sistit grubu farelerden izole edilen mesane detrusor diz kas
dokularr hidroksil grubu (OH") radikali stipricusi olan NAC (100 uM) ile inkibe edilip,
ardindan kiimdlatif (10 nM — 30 uM) karbakol kasilma yanitlarini incelenmistir. NAC

inkGibasyonu ile kontrol ve sistit grubu farelerde karbakol kasilma yanitlari degismedi

(Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Kontrol ve sistit olusturulmus farelerden izole edilen Urotelyumlu (A) ve
Urotelyumu cikarilmis (B) mesane detrusor diiz kasinda kiimilatif (10 nM —
30 uM) karbakol ile elde edilen kasilma yanitlarina NAC’in (0,1 mM) etkisi
(n=6-10, *P<0,05 kontrol grubu yanitina gore istatistiksel olarak anlamli).
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4.8. Kontrol ve Sistit Grubu Fare Mesanelerinde Karbakol ile indiiklenen

Kasilma Yanitlarina Siiperoksit Dismutaz Enziminin Etkisi

Kontrol ve sistit grubu farelerden izole edilen mesane detrusor diz kas
dokulari Oz radikali stupurtclst olan SOD enzimi (150 p/mL) ile inkibe edilip,
ardindan kiimdlatif (10 nM — 30 uM) karbakol kasilma yanitlarini incelenmistir. SOD
inkGibasyonu ile kontrol ve sistit grubu farelerde karbakol kasilma yanitlari degismedi

(Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Kontrol ve sistit olusturulmus farelerden izole edilen trotelyumlu (A) ve
Urotelyumu cikarilmis (B) mesane detrusor diiz kasinda kiimlatif (10 nM —
30 uM) karbakol ile elde edilen kasilma yanitlarina SOD enziminin (150

u/mL) etkisi (n=4,5, *P<0,05 kontrol grubu yanitina gore istatistiksel olarak
anlamh).



24

4.9. Kontrol ve Sistit Grubu Fare Mesanelerinde Karbakol ile indiiklenen

Maksimum Kasilma Yanitlarina NaHS ile Birlikte Kullanilan Antioksidanlarin Etkisi

Kontrol ve sistit grubu farelerden izole edilen mesane detrusor diz kas
dokulari HzS donori olan NaHS (300 uM) ile birlikte ROS sipdricileri olan Katalaz
(1000 U/mL) veya NAC (0,1 mM) ile inklibe edilip, ardindan kiimulatif (10 nM — 30

M) karbakol kasilma yanitlarini incelenmistir.

Urotelyumlu detrusor preparatlarinda, sistit grubu farelerde, NaHS’nin katalaz
ve NAC ile birlikte inklibasyonu sonrasinda, maksimum karbakol konsantrasyonu (30
uM) ile indiklenen kasilma yanitlarinda, sadece NaHS inkiibe edilen sistit grubu

farelere gore anlami bir fark elde edilemedi (Tablo 4.1.).

Urotelyumu ¢ikarilmis dokularda, sistit grubu farelerde, NaHS nin katalaz ve
NAC ile birlikte inklibasyonu sonrasinda, maksimum karbakol konsantrasyonu (30 uM)
ile indiklenen kasilma yanitlarinda, sadece NaHS inklbe edilen sistit grubu farelere

gore anlamli bir fark elde edilemedi (Tablo 4.2.).
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Tablo 4.1. Kontrol ve sistit grubu farelerden izole edilen Urotelyumlu mesane
dokularinda Katalaz, NaHS, NAC ve kombinasyonlarinin karbakol (30 uM)
ile elde edilen maksimum kasilma ve pD; degerleri.

Gruplar Emax pD:2 n
Kontrol 121.36+2.99 5.83 +0.03 24
Sistit 141.85 +2.07* 5.93 +0.02 30

Kontrol 103.4 + 2.68* 5.79 +0.03 5
Katalaz

Sistit 129.52 +5.14 5.87 +0.06 6

Kontrol 87.78 +5.15* 5.72 £ 0.07 6
NaHS

Sistit 101.23 +11.16* 5.91+0.10 7

Kontrol 88.41 +7.92* 5.68 +0.13 6
Katalaz + NaHS

Sistit 115.59 + 7.98# 5.88 +0.06 5

Kontrol 137.22 +4.09 5.93 +0.03 6
NAC

Sistit 154.31+2.28 6.01 +0.02 7

Kontrol 84.29+4.17% 5.95+0.04 6
NAC + NaHS

Sistit 114.24 + 7.60" 6.02 + 0.07 5

*P<0,05 kontrol grubu yanitina gére istatistiksel olarak anlamli, #P<0,05 sistit grubu yanitina gére

istatistiksel olarak anlaml.
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Tablo 4.2. Kontrol ve sistit grubu farelerden izole edilen Girotelyumu gikarilmis mesane
dokularinda Katalaz, NaHS, NAC ve kombinasyonlarinin karbakol (30 uM) ile

elde edilen maksimum kasilma ve pD, degerleri.

Gruplar Emax pD: n
Kontrol 111.36+2.63 5.93+0.02 25
Sistit 130.15+£1.91* 6.05 £ 0.02 31
Katalaz Kontrol 92.22 + 8.2* 5.91 +0.07 5
Sistit 111.31+4.03% 6.01 £ 0.06 5
NaHS Kontrol 86.58 £ 4.04* 5.89+0.04 6
Sistit 99.06 + 6.03% 6.00 £ 0.06 7
Katalaz + NaHS Kontrol 92.41 +3.67* 6.01 +0.06 5
Sistit 95.35+10.21* 6.03+0.10 5
NAC Kontrol 115.98 +3.84 5.98 £+ 0.04 8
Sistit 137.04 £5.34 6.09 + 0.04 10
NAC + NaHS Kontrol 63.09 £ 2.92* 6.10 £ 0.03 4
Sistit 92.16 + 10.93* 6.05+0.10 4

*P<0,05 kontrol grubu yanitina gére istatistiksel olarak anlamli, #P<0,05 sistit grubuna gore istatistiksel

olarak anlaml.
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5. TARTISMA

IS veya asir aktif mesane sendromu, pelvik agri, rahatsizlik hissi ve idrara
¢tkma sikhginda artisin yani sira, mesanede gelisen inflamasyon ile karakterize kronik
bir durumdur ve mesane detrusor diz kasinin kasilma fonksiyonunu
degistirebilmektedir (51). CYP ile olusturulan deneysel sistit modellerinde detrusor
diiz kasinin karbakol ile indiiklenen kasilma yanitlarinin degistigi bilinmektedir. Ancak
bu degisimin altinda yatan mekanizmalar henilz aydinlatilmamistir. Bu tez
¢alismasinda CYP ile indiklenen sistitli farelerin mesaneleri incelenmistir. Sekil 4.2.de
gorilebilecegi tzere, kontrol ve sistit grubu farelerden izole edilen mesane detrusor
diiz kasinda kiimulatif (10 nM — 30 uM) karbakol kasilma yanitlarinda, tGrotelyumlu ve
Urotelyumu cikarilmis sistit gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis
gozlenmektedir. Bu bulgu, laboratuvarimizda daha o6nce farkli tiirlerde kimyasal
permeabilizasyon ile hiicre membrani soyulmus ve bdylece sadece detrusor diiz kasi
iceren preparatlarda yaptigimiz deneylerde karbakol, sfingosin-1-fosfat ve tripsin

kasilmalari ile elde ettigimiz sonuclarimiz ile paraleldir (61, 62, 112).

Mesane Urotelyumunun, detrusor diz kasinin kasilabilirligini etkiledigi
bilinmektedir ancak bu etkinin yolagi heniiz net olarak belirlenmemistir. Urotelyumun
mesane diz kasindaki inhibitor etkisi, ilk olarak kobay mesanesinin detrusor diiz
kasinda gosterilmis ve P maddesi ile mesane kasilmasi indiiklendiginde, Grotelyumu
tahrip edilen dokularda, saglam dokulara kiyasla daha fazla kasilma yaniti elde
edilmistir (113). Urotelyumun diiz kas lzerindeki bu inhibitér etkisi, kemirgenler,
domuz, kedi, kdopek ve insan mesanelerinde de gosterilmistir (114-118). Bu tez
¢alismasinda elde ettigimiz bulgularda, disi Swiss albino fare mesanesinde,
Urotelyumu cikarilmis dokularda, Grotelyumlu dokulara kiyasla karbakol kasilma
yanitlarinin azaldigi gosterilmistir. Bu sonug¢ bir 6nce bahsedilen calismalara ters
yondedir. 2000 yilinda yapilan bir baska arastirmada ise, domuz mesanesinde,
Urotelyumlu kas seritlerinde, Urotelyumu cikarilmis kas seritlerine gore karbakol

kasilma yanitlarinda bir azalma gosterilmistir (37). Arastirmacilar, karbakol kasiima
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yanitlarindaki azalmanin, tGrotelyumdan saliverilen bir maddeden kaynaklandigini ve
bu inhibisyonun, mesane diiz kasini direkt olarak gevsetici etkiden ziyade, kasiimasini
engelledigini 6ne slirmislerdir. Ancak bu inhibitor etki, KCl veya nérokinin A ile iliskili
bulunmamistir (37). Urotelyumdan saliverilen bu inhibitdr etki, képek mesanesinde
norokinin A'ya (114), kedi mesanesinde ATP, KCI ve sinir stimiilasyonuna (119), fare
mesanesinde KCl'ye (120) ve insan mesanesinde KCl ve sinir stimilasyonuna yanit
olarak goézlenmistir (121). Urotelyumdaki inhibitér faktériin saliverilmesi, uyarim igin
gerekli olan mediyatore ve deney hayvani tiiriine bagl olarak degismektedir. Ornegin;
sican mesanesinde tire 6zgl olarak UDIF ile ilgili bir tartisma vardir. Bazi ¢alismalar,
Urotelyumun, sican mesanesi kasilmalarinda inhibe edici bir etkiye sahip olmadigini
gosterirken (122); baska bir calismada ise sican mesanesinde trotelyum cikarildiginda
inhibe edici bir etki géstermistir (123). insan mesane diiz kasi, KCl veya karbakol ile
onceden kasildiginda, Urotelyumun varhgl bu kasilmalar (zerinde inhibitor etki
gosterirken (124); ayni arastirmacilar fare mesane diiz kasinda, tGrotelyumun karbakol
ile induklenen kasilmalar (izerinde bir etkisini gozlemlememistir (125). Mesane,
noronal kokenli olmayan spontan kasilmalar sergiler ve Urotelyumun, mesane
kasilmasi lzerindeki inhibe edici etkisine zit olarak, tGrotelyum dokusu bu spontan
kasilmalari modiile edebilir (126). Yapilan bir calismada, disi Swiss albino fare mesane
dokusunda, karbakol ile indiiklenen kasilma yanitlarinda tirotelyumu ¢ikarilan dokular,
Urotelyumlu dokulara kiyasla daha disiik kasilabilirlik gostermistir (126). Ek olarak,
kobay ve sican mesane detrusor preparatlarinda, lirotelyumu cikarilan dokularda,
Urotelyumlu dokulara kiyasla mesanenin spontan kasilmalarinda onemli 6l¢lide
azalma gozlenmistir (127, 128). Yine, kobay mesanesinde, 50 uM karbakol ile
indliiklenen kasilma vyanitlarinda, karbakoliin Urotelyumdan ATP saliverilmesini
indlikledigini, ATP’nin ise P2X reseptorleri lizerinden mesane diiz kasinin spontan
kasilmalarini artardigi da gosterilmistir (129). Urotelyumun bu etkisi, daha énce
bahsettigimiz inhibe edici etkisine zithr. Bu da bize, disi Swiss albino fare mesanesinde
elde ettigimiz deney bulgularimizin Grotelyumun inhibe edici etkisinin degil, néronal
kokenli olmayan ve mesanenin spontan kasiimalarini dizenleyen faktorleri

etkileyecek sekilde bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Urotelyumun etkisinin
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kullanilan deney hayvani tiirli, deney kosullari, uygulanan agonist madde ve
mesanenin patolojik durumu gibi bircok faktérden etkilendigi diisiinilmektedir. Sonug
olarak, Urotelyum mesane hacmi, norotransmitterler, sicaklik ve gesitli
kimyasallardaki degisiklikler icin bir sensor gorevi gorir. Buna karsilik, diz kas
aktivitesini etkiler, birgok uyarana karsi kas kasilmasini inhibe ederken, ayni zamanda

detrusor diiz kasinin kasilma fonksiyonuna yardimci da olur.

H,S noroprotektif ve kardiyoprotektif etkiler gostermekte, oksidatif stresi
azaltmakta, ayrica vaskiler tonusu da azaltmaktadir (80, 130, 131). Sican mesane
detrusor kasinda H,S’in konsantrasyona bagimli kasilma yaptigi ve bu etkiyi kapsaisine
duyarh primer afferent sinirleri stimiile ederek gerceklestirdigi 6ne slrilmustir (86,
132). Fare mesanesinde CYP ile olusturulan akut sistit modelinin kullanildigi bir
calismada ise, HoS dondrleri diallil stlftr (DAS) ile diallil distlfiiriin (DADS) ile tedavinin
CYP’nin neden oldugu urotoksik etkileri onledigi morfolojik, histopatolojik ve
biyokimyasal olarak gosterilmistir (133). NaHS veya L-sistein’in, sican ve insan mesane
diz kasini, konsantrasyona bagl bir sekilde gevsettigi, bu gevsemenin ise Karp
kanallarini aktive ederek gerceklestirdigi bilinmektedir (84). Ek olarak domuz
Ureterinde ve mesane boynunda HS'nin, Karp kanallarini aktive ederek duyusal
noropeptitlerin saliveriimesini modile ettigi, bunun sonucunda lreter ve mesane
boynunda gevsemeyi indikledigi de 6ne slirilmuistiir (85). Literatiirdeki bulgulara
paralel olarak, elde ettigimiz sonuglarda H2S donéri olan NaHS nin, Grotelyumlu ve
Urotelyumu cikarilan mesane dokularinda, karbakol ile indiiklenen kasilmalari anlamli
bir sekilde sirasiyla yaklasik olarak % 22 ve % 25 oraninda inhibe ettigini gbzlemledik.
Celiskili olarak, H;S'nin kobaylarda sinir uglarindan ndéronal Ach saliverilmesini
arttirdigl, bunun sonucunda blylk kondiiktansli kalsiyum ile aktive olan potasyum
kanallarini (BKca) inhibe ederek membran depolarizasyonuna neden oldugu ve

detrusoru kasici etkisi de gosterilmistir (87).

H,S, bazi memelilerin mesanesinde endojen olarak tretilebilir ve Giretiminden
sorumlu olarak CBS, CSE ve 3-MST enzimleri eksprese edilir (84). insanda iirotelyumda

L-sistein H,S'ye donlsir ve detrusor kasi Uzerinde etki gostererek mesane
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homeostazina katkida bulunabilir (134). insan mesanenesinde iirotelyumlu dokuda,
karbakol ile indiklenen kasilmalarin, H,S sentez enzimlerinin inhibisyonu ile arthg
gorilmustir. Ayni calismada, muskarinik reseptorlerin karbakol ile uyarilmasi sonucu
olusan siklik guanozin monofosfatin (cGMP), Protein kinaz G’yi fosforile ederek H,S
olusumunda artisa yol achgi da gosterilmistir (135). Bu tez calismasinda elde ettigimiz
bulgulara gore, kontrol ve sistit grubu farelerden elde ettigimiz detrusor dokularini
CBS ve CSE enzim inhibitorleri ile inkibe ettigimizde, Grotelyumlu ve Urotelyumu
¢ikarilan dokularda karbakol ile indiklenen kasilmalarda anlamli bir degisiklik
gozlemlenmedi. H;S; CBS, CSE ve 3-MST enzimlerinin yani sira, sistein ile homosistein
arasinda gerceklesen bir kondenzasyon yolu ile de Uretilebilir (136). Farelerde genel
olarak CSE enzimi aktif olarak rol alsa da, 3-MST’nin varligi da yapilan bazi ¢calismalara
gore goz ardi edilmemelidir (130). Bulgularimiz, CBS ve CSE inhibisyonuna ragmen, 3-
MST Uizerinden veya homosistein yolu ile de H;S lretiminin olabilecegini bize

duslindirmektedir.

H,S'nin antioksidan etkiye sahip oldugu ve bu sayede kalbi kanser ilaglarinin
yol actigi toksik etkilerden korudugu bilinmektedir (137). Yine kanser ilaclari ile
yapilan bir calismada, diallil tristlfitin (DATS; sarimsakta bulunan bir H,S donérii) sican
karaciger hepatositlerini CYP’nin toksik etkilerine karsi korudugu gosterilmistir (138).
Ayrica, DATS'In farede gelistirilen melanoma modelinde tiimor blylimesini inhibe
ettigi de belirlenmistir (139). Dolayisi ile H2S, CYP'nin mesanede yol actigi toksik etkiler
olan hemorajiler, kasilma bozukluklari ve fonksiyonel kayiplari engellemede yararli
olabilir. Daha oOnce yaptigimiz bir calismada, H;S'nin permeabilize kobay tenia
cekumunda karbakol kasilmasini azalttigini ve bu etkiden hiicre ici H,02 olusumu ile
Ca*? deposu olan mitokondrinin sorumlu oldugunu gésterdik (140). Mitokondri, ATP
Uretimi sirasinda yan (riin olarak ROS (retir. Mitokondriyal kaynakli ROS, pulmoner
arter vazokonstriksiyonu ve serebral arter vazodilatasyonu gibi vazomotor tonusun
dizenlenmesinde veya hipokside yanitta rol oynamaktadir (141). ROS ayni zamanda,
diz kas hicrelerinde hiicre biylimesi, hiicre gocl, inflamatuar sitokinlerin
salgilanmasi, hiicre farklilasmasi ve apoptoz gibi bircok fizyolojik veya patofizyolojik

sireclerde de yer alir (142). Bu etkilerden sorumlu ROS arasinda Oy, H,0; ve OH;
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antioksidan sistemler olarak da SOD ve katalaz enzimleri yer alir (143). Sistit gibi idrar
yolu enfeksiyonlari, oksidatif hasara neden olur ve lipid peroksidasyon seviyelerini
artirarak kan ve idrarda antioksidan enzim aktivitelerinde inhibisyona yol agar (144).
Sistit patogenezinde oksidan hasar, inflamatuar siireg sirasinda goriilen nétrofiller ve
monositlerin serbest radikaller ve ROS lretmesi ile baslar (145). Fare mesanesinde,
E.coli ile olusturulan sistit modelinde 6dem, |6kosit infiltrasyonu ve hemorajinin
onemli Olcide arthgl ve proinflamatuar sitokinlerin seviyelerinin yukseldigi

gosterilmistir (146).

Katalaz, hiicreleri oksidatif stresten koruyan 6nemli bir ROS stpurucusidir ve
H,O2'nin parcalanmasini katalizler. Sekil 4.6.da gorilebilecegi gibi, sistit grubu
farelerde, trotelyumlu mesane dokusunda, katalaz inkiibasyonu sonrasinda karbakol
ile indiklenen kasilma yanitlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamh bir fark
gozlenmezken; Urotelyumu cikarilan mesane dokularinda karbakol ile indiiklenen
kasilma yanitlarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak bir azalma gozlenmistir.
Baska bir calismada, H;O. inkiibasyonunun sican detrusor diz kas seritlerinde
kasilmalari arttirdigl ve bunun nedeninin siklooksijenaz ve Rho-kinaz yolaklarinin
aktivasyonu oldugu gosterilmistir (147). Diger bir arastirmada, sican mesane
seritlerinde H,0, inkiibasyonunun, kiglik kondiktansh kalsiyum ile aktive olan
potasyum kanalini (SKca) inhibe ederek, mesanedeki bazal tonusu ve kasilma siddetini
anlamli bir sekilde arttirdig1 belirlenmistir (148). Yine, fare mesanesinde lrotelyum
hiicrelerinden H,02'nin Uretildigi 6ne siirilmektedir (143). Ek olarak, erkek Wistar
sican mesanesinde E.coli ile olusturulan sistit modelinde, kontrol grubu sicanlarina
kiyasla, mesanedeki katalaz ekspresyonunda anlamli bir inhibisyon gézlenmistir (149).
Dolayisi ile, sistitte antioksidan enzimlerin ekspresyonu azaldigindan ve H;0;
ekspresyonu arttigindan dolayi, disaridan katalaz enziminin eklenmesi bu ROS-ROS
slplricu dengesini iyilestiriyor gibi gorlinmektedir. Fare mesanesinde, lirotelyumu
¢ikarilmis dokuda bu etkinin gozlenip, Grotelyumlu dokuda gézlenmemesinin nedeni,
mesanedeki H.0; kaynaginin lrotelyum olmasindan dolaylr kaynaklaniyor olabilir.

Daha yiksek konsantrasyonlarda katalaz uygulanmasi ile, CYP ile olusturulan sistitte,
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Urotelyumlu dokuda da karbakol ile indlklenen kasilma yanitlarinin inhibe edilmesi

olasidir.

NAC, OH- radikallerini direkt stiptrici etkiye sahip bir tiyol bilesigidir (100).
Antioksidan bir madde olan glutatyonun 6nclsi olan NAC, klinikte mukolitik,
idiyopatik pulmoner akciger fibrozunda onleyici ve hepatoprotektif ajan olarak
kullanilmaktadir (150, 151). Sicanda ketamin ile olusturulan sistit modelinde, i.p.
olarak NAC enjeksiyonu yapilan sicanlarda, NAC uygulanmayan gruba kiyasla mesane
fibrozunda ve iseme fonksiyonunun iyilesmesinde anlamli bir artis gézlenmistir (152,
153). Bunun yani sira, sicanda lipopolisakkarit ile olusturulan sistit modelinde, i.p.
olarak NAC enjeksiyonu yapilan sican mesanesinde, NAC uygulanmayan gruba gore
mesane inflamasyonu, rotelyumun butlnligl ve iseme fonksiyonun iyilesmesinde
anlaml bir fark elde edilmistir (154). Bulgularimiza gore, sistit grubu farelerin mesane
dokusunda, kontrol grubu farelerin mesane dokusuna kiyasla karbakol ile indiklenen
kasilma yanitlarinda NAC inkiibasyonu sonucunda anlamli bir fark elde edilememistir.
Bu bulgumuz literatlirdeki calismalara ters dismekte olup, deney kosullarimizin

farkhligindan dolayi kaynaklanmakta olabilir.

SOD, katalaz gibi endojen olarak sentezlenen bir antioksidandir. Memelilerde
SOD’un (g izoformu bulunur ve lg¢l de O anyonunun H;0.'ye dismutasyonunu
katalizler ve hiicreleri oksidatif stresten korur (97). Hipertansif sican modelinde Oy,
endoteli saglam olan damarlarda NO ile reaksiyona girerek NO’nun vazodilatasyon
etkisini inaktive ederken (155); domuz koroner arterinde ise BKca kanallarini aktive
ederek vazodilatasyona da katkida bulunabilir (156). Bu tez ¢alismasinda, kontrol ve
sistit grubu farelerin, Grotelyumlu ve Girotelyumu cikarilmis mesane dokularinda, SOD
enzimi ile inkibasyon sonrasinda karbakol ile indliklenen kasilma yanitlarinda anlamh
bir fark gozlenmemistir. Halbuki sicanda yapilan baska bir calismada, E.coli ile
olusturulan sistit modelinde, katalaz gibi SOD ekspresyonlarinda da, sistit ile gelisen
bir inhibisyon gorilmektedir (149). Baska bir calismada da, erkek Wistar sican
mesanesinde, SOD1’in inhibisyonu sonucu ATP ile indiiklenen kasilma yanitlarinda ve

karbakol ile indiiklenen kasilma yanitlarinda anlamli bir azalma gozlenmistir (157).
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Bizim bulgularimiza gore, fare mesane detrusorunda karbakol ile indiiklenen
kasilmalarda, ROS’tan H,0;'nin fonksiyonel etkileri gorilmekte, O, ve OH ile bir
degisim elde edilmemektedir. Dolayisi ile, O2" ve OH™ anyonlarinin, mesane diiz
kasinda fonksiyonel etkilerinden ziyade, inflamatuar regllatorler olarak rol

oynadiklari digtnilebilir.

H.S ve ROS’un olasi etkilesiminin incelendigi sinirli sayida g¢alismalardan
birinde, Muzaffar ve ark. (110), pulmoner arter endotel hiicrelerinde, H;S’in Oy
Uretimini baskiladigini gostermislerdir. Baska bir calismada ise, hipertansif sicanlarda,
NaHS inflzyonunun Oy Uretimini azalttgl gosterilmistir (111). H,S ve ROS’un olasi
etkilesiminin diiz kas kasilmasina etkilerinin gosterildigi bir c¢alisma heniz
bulunmamaktadir. Bulgularimiza gore; sistitte artan karbakol kasilma yanitlari
Urotelyumlu mesane dokularinda katalaz ve NAC varliginda degismezken; NaHS
varliginda bu yanitlar azalmaktadir. Urotelyumu cikarilmis detrusor preparatlarinda
ise, sistitte artan karbakol kasilma yanitlari NAC varhginda degismezken; katalaz ve
NaHS varliginda azalmaktadir. H;O0; ve HS'nin memelilerdeki karmasik redoks
dizenlemelerinde diizenleyici roller oynadigini gosteren c¢alismalar vardir (158, 159).
Ayrica; NaHS'nin, katalaz ile ve NAC ile ayri ayri olarak kombine inkiibasyonu
sonucunda sistit grubu farelerde, Urotelyumlu ve Urotelyumu c¢ikarilmis mesane
dokularinda, NaHS ile inkiibasyonuna kiyasla, karbakol kasilma yanitlarinda anlamh

bir fark gézlenmemistir.
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6. SONUC

H2S'nin sistitte detrusor ve/veya trotelyumu koruyucu ve inflamasyonu azaltici
etkileri olabilecegi dusliniilmektedir. Ayrica, H2S'nin sitoprotektif etkisinin bulunmasi
ROS siplrict bir etkisinin olabilecegini de diistindiirmektedir. Bu nedenlerle, mesane
detrusor diiz kasinda sistit gelistirilmesi ile olusacak inflamasyon durumunda bozulan
kasilabilirligin H,S ve ROS ile iliskisini incelemek yeni tedavi prensiplerinin
gelistiriimesi agisindan 6nemlidir. Bu tez ¢alismasindaki bulgularimiza gére, CYP ile
indUklenen sistitte fare mesane detrusor diiz kasinda, karbakol ile elde edilen kasilma
yanitlari artmakta, Urotelyum dokusunun c¢ikarilmasi ile karbakol kasilimalari
azalmakta, ayrica sistitte artan karbakol yanitlari H,S ve katalaz ile inhibe olmaktadir.
Dolayisiyla; bu bulgular bize katalaz ve HyS'nin sistitte mesane detrusor diiz kasi
kasilmasinda rol oynadigini; hem kanser tedavisinde kullanimi yaygin olan CYP’nin
olasi yan etkisinde, hem de asiri aktif mesane sendromu gibi hastaliklarda etkili

olabilecegini diisindirmektedir.
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