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OZET

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

IN VITRO SICAN MESANE KASILMALARI UZERINE
MELATONIN RESEPTORLERININ ROLU

Fatma Nur TAKI

Fizyoloji Anabilim Dali

DOKTORA TEZI/ KONYA-2017

Amag¢: Bu tez calismasinin amaci, in vitro mesane kasilmalar1 iizerine melatonin
reseptorlerinin olasi etkilerinin ve bu etkilerin meydana gelmesinde reseptor agonist ve antagonistinin
rollerinin arastirilmasidir.

Yontem: Deneysel calismalar, Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezi ile Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Caligmada Wistar cinsi 5-6 aylik, 200-250 g aras1 24
adet disi sican kullanildi. Eter sedasyonunu takiben servikal dislokasyon yontemi ile siganlar 6tenazi
edildi. Abdomen medyan hattan agilarak mesane ¢ikarildi ve Krebs soliisyonu i¢ine alindi. Mesane
boyun kismindan apex yoniinde longitudinal bir kesi ile agilarak mesaneden vertikal yonde 2X10 mm
ebadinda iki kas seridi hazirlandi. Seritler izole organ banyosundaki cam hazneler igerisindeki
diizenege 1 g gerim uygulanarak yerlestirildi. Kas seritlerine melatonin, melatonin reseptor agonist ve
antagonisti ve bunlarin ¢oziiciileri kiimiilatif olarak uygulandi. 45 dakikalik bir uyum periyodunu
takiben spontan kasilma gdsteren biitiin mesane seritlerine 10° M asetilkolin (ACh) uygulanarak
kasilmalar indiiklendi. Kiimiilatif olarak agomelatin (10'8 M-10° M), melatonin (0.01 mM, 0.1 mM, 1
mM, 2.5 mM) ve melatonin 2 reseptdr antagonisti 4PPDOT (0.01 mM, 0.1 mM) uygulamalar1 yapildi
ve genlik tizerinde olusan etkiler kayit altina alindu.

Bulgular: Agomelatin 10® M-10° M doz araliginda uygulanmasiyla Gnemli bir etki
olusmazken, 10 M ve 10° M dozlarinda istatistiksel olarak anlamli bir inhibisyon gézlendi (p<0.01
ve p<0.001, sirastyla, n=7). Melatonin benzer sekilde, 0.01 mM ve 0.1 mM dozlarmin ACh ile
indiiklenen mesane diiz kas kontraksiyonlari iizerine etkili olmadig1 fakat 1 mM ve 2.5 mM dozlarda
kontraksiyonlar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigi belirlendi
(p<0.001). 0,01 mM ve 0.1 mM 4P-PDOT ise 2 mM melatonin uygulanmasiyla olusan inhibisyonu
geri dondiirmedi.

Sonu¢: Agomelatin ve melatonin in vitro sigcan mesane diiz kas kontraksiyonlar1 {izerinde
belirgin inhibitdr etki gdstermektedir. Bu etkiler doz bagimli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ancak 4P-
PDOT in vitro sigan mesane diiz kas kontraksiyonlarini etkilememektedir. Bu da mesane kasilmalar1
iizerindeki melatoninin olusturdugu inhibisyonun muhtemelen melatonin 2 reseptorii aracili olarak
ortaya ¢cikmadigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Agomelatin; Melatonin; Mesane; Sigan; 4P-PDOT.
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ABSTRACT

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

EFFECT OF MELATONIN RECEPTORS ON IN VITRO RAT BLADDER
CONTRACTIONS

Fatma Nur TAKI

Department of Physiology

PHD THESIS / KONYA-2017

Aim: The objective of this thes is was to investigate the possible effects of melatonin
receptors on bladder contractions in vitro and roles of agonist and antagonist in emergence of these
effects.

Method: Experimental studies were carried out in KONUDAM Experimental Medicine
Research and Application Center and the Laboratory of Physiology Department in Necmettin Erbakan
University. 24 female Wistar rats (5-6 mount age) weighing 200-250 g have been used in this study.
Rats were euthanized by cervical dislocation after light ether sedation. The abdomen was opened by
median line and the bladder was removed and taken into the Krebs solution. The bladder was opened
with a longitudinal incision in the direction of the apex from the neck to prepare two muscular strips
of 2x10 mm in the vertical direction. The strips were placed by applying 1 g of tension to the
assembly in the isolated organ bath. Melatonin, melatonin receptor agonist and antagonist and their
solubilizers were cumulatively applied to the muscles trips in organ bath. Following a 45-minute equal
ibrati on period, tonic contractions were induced by application of acethylcholin (ACh) at 10° M
concentration. Agomelatin (10® M-10° M), melatonin (0.01 mM, 0.1 mM, 1 mM, 2.5 mM) and
4PPDOT (a selective melatonin receptor 2 antagonist, 0.01 mM, 0.1 mM) were applied and the effects
on contraction amplitudes were recorded.

Results: Agomelatin had no effect between 10® M and 10" M level but there was significant
inhibitory effect at the other doses (p<0.01 and p<0.001 respectively, n=7). Similarly, there was no
significant effect on bladder smooth muscle contractions after application of 0.01 mM and 0.1 mM
melatonin concentrations, whereas melatonin administration both 1 mM and 2.5 mM significantly
inhibited the contraction compared to control (p<0.001). 4P-PDOT administration at 0.01 and 0.1 mM
concentrations failed to reverse the inhibition occured by 2 mM melatonin application.

Conclusion: Agomelatin and melatonin have significant inhibitory effects on rat bladder
smooth muscle contractions in vitro. These effects are dose-dependent. However, 4P-PDOT does not
have a significant effect on rat bladder smooth muscle contractions. These results show that the
inhibition of melatonin on bladder contraction is not mediated by melatonin 2 receptor.

Keywords: Agomelatin; Bladder; Melatonin; Rat; 4P-PDOT.
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1. GIRIS VE AMAC

[zole mesane dokusu, ¢ok sayida kimyasal ajanlarin fizyolojik ve farmakolojik
acidan etkilerinin arastirilip ortaya konulmasinin yanisira uzun yillardir klinik olarak tedavi
amactyla kullanilmasina imkan saglayan bir dokudur. Giinlimiizde de izole mesane
dokusunun fizyolojisinin daha iyi bir sekilde anlasilip ortaya konmasi igin cesitli

caligmalar yiiriitiilmektedir.

Iskelet kast ile kalp kas1 hizli kasiimak iizere tasarlanmisken diiz kas viicudun tiim
boliimlerinde yer almistir. Farkli gorevler igin yliksek seviyede adaptasyon saglayan diiz
kas otonomik innervasyon ile kontrol edilir. iskelet ve kalp kasmnda bulunan aktin ve

miyozin filamentleri diiz kaslarda ¢izgili bantlar seklinde bulunmaz (Guyton 2006).

Diiz kaslar mesane, kan damarlari, mide, barsaklar, uterus, solunum yollar1
gibi i¢i bos organlarin yanisira goz, bobrek ve deride bulunur. Diiz kaslar bir¢ok
yonden smiflandirilabilmektedir. Fazik diiz kas uyarildiginda gegici olarak kasilir ve
ara baglantilar yoluyla tiim dokuya aksiyon potansiyeli aktarilir. Fazik kas bu
ozelliginden dolay1 tek birimli (liniter) diiz kas olarak da adlandirilmistir. Safra kanallari,
kan damarlari, barsaklar, mesane, mide, solunum yollar1 ve uterus gibi i¢i bos organlarin
kaslar1 buna 6rnektir. Cok {initeli (multiunit)kas olarak da adlandirilabilen tonik kas ise
stirekli kas tonusunu siirdiirebilir ve tek bir kas veya kas grubu ¢cevredekilerden bagimsiz
islev goriir. Bu oOzelllikle hareketler iizerinde ince kontrol saglanabilmektedir. Gézde
(pupil ¢apin1 kontrol eder), bobrekte (mezengiyal hiicrelerle kan akimini diizenler),
deride (piloerektor kaslar ile killarin diklesmesi) bulunur. Bazi diiz kas ¢esitleri de
birden fazla uyariya cevap verecek fazik ve tonik o6zelliklerin karigimi seklindedir

(Wray 1993; Fomin ve ark 1999; Ganong 2011; Guyton 2006).

Diiz kas filamentleri dinlenim durumunda iskelet kasinda oldugu gibi standart
bir boya sahip degildir. Kasilma esnasinda bile ayrilip birlesebilir. Uterus, mesane ve
mide barsak kanali gibi bos organlarinhiicre iskelet yapist ve diiz kas sarkomerlerinin
plastisitesilimen hacmindeki degisiklikler esnasinda kasilmayr siirdiirmek igin
gereklidir.Diiz kas yapisi ve islevlerine dair birgok detay halen aydinlatilmamustir.
Fakat diiz kasinda diger kaslar gibi esas gorevi benzer kasilma prensiplerini

kullanarak kuvvet olusturmaktir (Ganong 2011; Vander ve ark. 2010).



Mevcut c¢alismanin amaci, in vitro mesane kasilmalar1 tlizerine melatonin
reseptorlerinin olasi etkilerinin arastirilmasi ve bu etkilerin meydana gelmesinde
reseptOr agonist ve antagonistinin etki mekanizmalarinin arastirilmasidir. Yapilan bu
¢alismanin sonunda elde edilecek bulgularla mesane ve mesane fonksiyonlari ile ilgili
terapotik  kullanim  alanlarina  yonelik  arastirmalara  katkisaglanabilecegi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Diiz Kaslar Ve Diiz Kaslarda Kasilma

Insan viicudunun yaklasik %40°1 iskelet kasindan, %10’u diiz kas ve kalp
kasindan olusur (Brooks 2003; Guyton 2006). Diiz kaslardaiskelet kasi ve kalp
kasinda oldugu gibi mikroskobik ¢izgilenmeler bulunmamaktadir (Fung 1993;
Horowitz 1996; Hille 2001; Ganong 2011). Diiz kas hiicreleri tek ¢ekirdekli ve
iskelet kaslarna kiyasla ¢ok kiigiiktiir.Boylari20-500 pum, ¢aplar1 ise 1-5 pum’dir
(Horowitz 1996; Guyton 2006). Diiz kaslardaki sarkoplazmik retikulumda (SR) iki
tip Ca*® kanali vardir. Bunlar Ca*? aktiveli Ca™ kanali olan riyanodin reseptorii
(RyR) ile inozitol 1, 4, 5-trifosfat (IPs)-kapili Ca*? kanallaridir. RyR hiicre ici
Ca™%nim artisiyla aktive olur. IP3 kapili Ca*? kanali ise, bazi hormonal faktérlerin
etkisine bagli ortaya ¢ikan IP3 tarafindan aktive edilir (Motta 1990; Chen ve ark.
1995; Berne ve Levy 2017). Diiz kas hiicrelerinde iskelet kasinda olan T tiibiilleri
bulunmaz. T tiibiillerinin yerine diiz kasta bulunan ‘kaveol’ olarak adlandirilan cepler
SR’ye elektriksel baglantt saglar. Kaveollar hiicrelerin yiizey/hacim oranini

artirmaktadir (Somylo ve ark. 1994; Owens 1995;Berne ve Levy 2017).

Diiz kaslarda Ca™ konsantrasyonu ekstraseliiler ortamda 10° M iken
intraseliiler ortamda 107 M’dir (Guyton 2006). Bu durum hem intraseliiler ile
ekstraseliiler arasinda, hem de SR ile sitoplazma arasinda ¢ok yiiksek bir Ca*
gradiyenti olusturur. Olusan bu gradiyent farki, Ca*#nin hiicre zari ile SR zarindan
gegisi icin net bir kuvvet olustur. Boylece Ca*?nin protein yapili kanallar araciligiyla
gecisine yol agar. Bu protein yapili kanallar, genellikle kapalidir.Voltaj, mekanik
uyar1 veya ligand baglanmas: ile aktive olarak Ca*? gegirgenligini saglarlar (Alberts
ve ark.2002). Sarkolemma, diiz kas kasilmasinda 6nemli rolii olan Ca*®nin
ekstraseliiler sividan giris c¢ikigint  diizenler. Bu yiizden sitoplazmik Ca*
konsantrasyonu sadece SR ile degil, ayn1 zamanda sarkolemmal aktivite ile de
diizenlenir (Chen ve ark. 1995; Huizinga 1992).

Hiicrenin uyarilmasiyla SR’deki Ca*? kanallari acilir, sitoplazmik Ca*
konsantrasyonu hizla artar. Ikinci haberci olan IP3’iin SR’deki reseptérlerine
baglanmasiyla saliverilme gergeklesir. IP3, agonistlerin ilgili reseptdre baglanmasi
sonucunda G proteini araciligiyla aktive olan fosfolipaz C (PLC) enzimi tarafindan
meydana getirilir. PLC fosfatidilinozitol bifosfati (PIP2), IP3 ve diagilgliserole
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(DAG) hidrolize eder. Olusan IP3, SR’ye diffiize olup IP3-kapili Ca*? kanallarin
acar. Bunun iizerine Ca*? SR’den sitoplazma igerisine hizla saliverilir (Berridge

1993, Raeymaekers ve ark. 1993; Chen ve ark. 1995; Karaki 1997; Putney 2001).

SR’de ayrica RyR kanali bulunmaktadir. RyR’lerin aktivasyonu Vvoltaj
bagimli Ca™ kanallarindan (VBCC) intraseliller ortama giren Ca'™ ile
gerceklesir.Sitoplazmik Ca**nin lokalize yiikselmesi sonucunda kisa siireli RyR
agilmalar1 meydana gelir. Bu spontan, lokalize sitoplazmik Ca™ konsantrasyon
artmalari, “Ca*? kivileimlarr™ olarak isimlendirilen kisa parlak flaslar olustururlar

(Nelson 1995; Jaggar ve ark. 2000).
Ca*®min hiicre iginden uzaklastiriimasi ii¢ farkli yolla meydana gelir:

1. SR membranindaki Ca*’-ATPaz (SERCA) pompalartyla SR’ye Ca*?

aliminin artmasi.

2. Hiicre membranindaki Ca*? -ATPaz (PMCA) araciligiyla Ca*®nm hiicre
disina atilmasi (Burdyga ve ark. 1994).

3. Diger ikisine kiyasla daha az oranda Na'-Ca™ degistirici yardimiyla
olmaktadir (Burdyga ve ark. 1994).

SERCA pompalari, SR liimeni ile sitoplazma arasindaki yaklasik 10.000
katlik bir Ca* gradiyentini olusturmak igin gereken enerjiyiATP hidrolizinden elde
eder.Ca™ SR icine pompalandiktan hemen sonra kalretikiilin ve kalsekestrin gibi
proteinler tarafindan tamponlanir. Bu proteinlere biiylk miktarda Ca'?

baglanmaktadir(Sanders ve ark. 2000).

Kasilmanin baglamasinda en énemli rolii iskelet kas1 ile kalp kasinda oldugu
gibi Ca*? iistlenir. Diiz kasin kasilmast intraseliiler Ca*¥nin artistyla meydana gelir.
Iskelet kasindaki SR, kasilma icin gerekli olan Ca*¥nin kaynagiyken, diiz kaslarda
Ca*? iyonlarmin hemen hemen hepsi aksiyon potansiyeli yada diger uyarilar
sonucunda hiicre dis1 sividan kas hiicresine girer (Kuriyama ve ark. 1998; Lee ve ark.
2002; Guyton 2006). Bu gecis Oncelikli olarak wvoltaj bagiml Ca*? kanallar
araciligiyla gerceklesir. VBCC aktivitesi depolarizasyon derecesine baglidir. Daha
biiyiikk bir depolarizasyon ger¢eklesmesi sonucundahiicreye daha fazla Ca* girer.

Boylece daha giiclii bir kasilma ortaya ¢ikar (Fox 2016). intraseliiler Ca*? artisi,



miyozin diizenleyici hafif zinciri (MHZ) fosforile ederek aktinle etkilesmesine yol
acar. Boylelikle kuvvet olusumuna yol agan bir Ca*?-CaM bagimli olan protein kinaz
aktive olur. CaM’a dért Ca™® molekiilii baglanmaktadir. Ca*’-CaM kompleksi
MHZ’yi fosforile eden miyozin hafif zincir kinaz1 (MHZK) aktive eder. Miyozin
capraz kopriilerin fosforilasyonu sonucu miyozin baslar1 aktine baglanir.Capraz
koprii boylece ince filaman: kalin filamanin merkezine ¢eker ve disli gark etkisi
olusturur. Boylece kuvvet meydana gelir. Bu esnada miyozin basindan adenozin
difosfat ile Pi serbestleserek ATP’nin baglanmasina izin verir. ATP, miyozinin
aktine affinitesini azaltip miyozinin aktinden ayrilmasimi saglar. Yeni baglanan
ATP’nin enerjisi, bas1 siklusa yeniden hazir hale getirmek i¢in kullanilir. Bu sekilde
capraz koprii bir sonraki kasilma siklusuna hazir hale gelmis olur. Capraz koprii
sikluslar1t miyozin ¢apraz kopriisii fosforile kaldig siire¢ boyuncadevam eder. Capraz
képrii sikluslari sitoplazmik Ca*® konsantrasyonu azalmaya baslayincaya kadar her
siklus i¢in bir ATP’nin hidrolize olmasiyla devam eder (Huizinga 1992; Missiaen
1992; Berridge 1993; Murphy 1994; Nelson 1995; Lincoln ve ark. 1997; Miriel
1999). Ca*? konsantrasyonundaki azalma sonucunda MHZK inaktif duruma geger.
Capraz kopriiler, miyozin hafif zincir fosfataz (MHZP) enzimi tarafindan defosforile

edildigi i¢in kasilma durur (Berne ve Levy 2017).
2.1.1. Diiz Kaslarda Ca**’un Rolii

2.1.1.1. Lokal Ca*? salimma olaylar

2 sinyalleri (Ca*

Biiyiik Ca*? olaylarinin yani sira cesitli hiicre ici Ca’
kivilcimlart ve puflar gibi) belirlenmistir (Asada ve ark. 1999; Swillens ve ark. 1999;
Gordienko ve Bolton2002; Wier ve Morgan2003;Heppner ve ark. 2005). Ca*?
kivileimlart SR’dan RyR araciligiyla salinan Ca*#dan meydana gelir, Ca*? puflar1 da
IP3R acik oldugunda olusur. Diiz kastaki SR gelismistir ve 3D rekonstriiksiyonlar

tiim hiicrelere yayilan dantelsi bir ag gostermektedir (Shmygol ve Wray2004).

SR’daki Ca*? salimm kanallari Ca™ (RyR) ve IPsR kapilidirlar. Her iki
reseptorde li¢ izoformdan meydana gelmektedir. Bu izoformlarin (6zellikleri farkli
oldugu igin) differansiyal ekspresyonlari araciligiyla diiz kas Ca*? sinyallesmesinde
bazi cesitliliklerin oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu farkliliklardan dolayi Ca* (hem
RyR hem de IP3R) ve kafein (RyR) duyarlilig1 {i¢ izoform arasinda farklilik arz eder.

Baz1 diiz kas hiicreleri (insan miyometriyumu (Morgan ve ark. 1996; Martin ve ark.
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1999) ve birka¢ kan damar1 gibi) IP3R1-3 ve RyR1-3 ekspre ederken fare
miyometriyumu yanlizca RyR3 izoformunu (Mironneau ve ark. 2002), rat tireteri IP3
reseptorlerini ve kobay ireteri (Burdyga ve ark. 1997) sadece RyRlerini ekspre

etmektedir.

2.1.1.2. Ca* kivileimlari ve puflar

RyR agikhigindan kiigik lokal Ca*? salimmlar ilk olarak Kkardiyak
miyositlerde belirlenmistir ve Ca*? kivileimlari olarak adlandiriimistir( Cheng ve ark.
1993). Ca™ kivileimlarinin varhgmi ilk kez Nelson ve ark. (1995) arteryal
miyositleri kullanarak diiz kasta gostermislerdir, ardindan Miriel ve ark. (1999)
hasarli olmayan damarda Ca*? kivileimlarmin varligini rapor etmiglerdir. RyR3’iin
agirlikli olarak diiz kas ve beynin bazi kisimlarinda ekspre edildigi rapor edilmistir.
Ozellikle Lohn ve ark. (2001) RyR3 izoform KO (knock out) fare kullanilarak
yaptiklar1 ¢aligmada arteryal miyositdeki Ca*? kivileim sikliginda artis oldugunu
bulmusglardir. Bu ¢alisma RyR3’iin Ca™ kwlcimlarma inhibitdr oldugunu 1ileri
stirmektedir. Gebe olmayan fare miyometriyumunda RyR3 ekspre edilen tek izoform
olmustur ve spontan Ca*? kivileimlar gézlemlenmistir (Mironneau ve ark. 2002).
RyR1-3 ekspre edilen gebe rat miyometriyumunda kivilcimlar nadiren gézlenmistir.
Bu durum RyR’iin inhibitor rolii ile tutarlilik gostermektedir. RyR2’nin (ayrica
kardiyak RyR izoformu olarak adlandirilir) Ca*? kivileimlarinin olusumu i¢in 6nemli
oldugu disiiniilmektedir. RyR2 havayolu diiz kasi1 (Du ve ark. 2005), portal ven
(Coussin ve ark. 2000) ve mesanede (Ji ve ark. 2004) Ca*? salinim1 ve kivilcimlari ile

iliskilendirilmektedir.

Alt1 farkli hiicre tipini igeren bir g¢alismada Ca*? puflarinin  kinetikleri,
amplitiidleri ve uzaysal yayilimlarinin oldukga benzer oldugu rapor edilmistir (Tovey
ve ark. 2001). ‘blip’ terimi tek bir IP3R acikliginda olusan Ca*® salimm icin
kullanilmistir. Kivileimlarda oldugu gibi, bir Ca*? puf tretmek i¢in birkag
kiimelenmis IP3R’nin birlikte acilmasi gerekmektedir. Kivileimlarin aksine Ca*
puflarina uyarilmamus sartlar altinda nadiren rastlamir. Diiz kas hiicrelerinde Ca*
puflar1 sadece rat uterusunda (Boittin ve ark. 2000) ve fare kolonik miyositlerinde
(Bayguinov ve ark. 2000) belirlenmistir.

Hem IP;R hem de RyR’'niin pH ve diger modiilatorlerle birlikte Ca*®

duyarhiligi acisindan birbirini etkileyebildikleri ileri siiriilmektedir. Ornegin diiz
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kaslarda (White ve McGeown2003) vas deferens, pulmoner damar (Zhang ve ark.
2003), portal vende(Gordienko ve Bolton 2002) IPsRleri modiile eden kivilcimlar
rapor edilmistir. Benzer sekilde RyRlerinden Ca*? salmmmm IPy’den indiiklemis
Ca*? salmimini artirdig1 bildirilmistir (Boittin ve ark.1999; Bayguinov ve ark. 2000).
Bu tiir etkiler SR’dan paylasilan Ca*? havuzu kavramma da uyacaktir. Diiz kasta
bulunan puflarin azligi géz oniine alindigi zaman IPzRiiniin bir RyR kiimesinde
bulunabilecegi ve RyRlerinin yanitlarini artirmak icin islev gorebilecegi iddia

edilmistir (Janiak ve ark. 2001).
2.1.1.3. Biiyiik Ca*’ sinyallesmesi ve kasilma

Diiz kas ve diger hiicrelerde lokal olaylarin Ca*? dalgalarn tiretmek igin
toplanabilecegi, ortaya c¢ikan bir goriistiir. Bu sekilde Ca*? ile aktive edilmis CI'
kanallar1 ya da kontraksiyon gibi intraseliiler hedefleri aktive eden Ca*? seviyeleri
elde edilebilir. Vaskiiler miyositlerde iiretilen (yayilim gosteren) Ca*? dalgalarinin
sik desarj bolgelerinde baslatildigi ve kasilmayla sonuglandigini Gordienko ve ark.
(2001) gostermislerdir. Ileumda Ca*? kivileimlari, dalgalarin bagladig1 alanda
belirlenmistir (Gordienko ve ark. 1998).

Diiz kasdaki fazik kasilmalarin temelini olusturan sebebin Ca*? daki (transit
Ca*?) biiyiik artis oldugu varsayilmustir. Austin ve Wray (1995) (vaskiiler), Taggart
ve ark. (1996) (uterus), Brudyga ve ark. (1995) (iireter) cesitli diiz kaslarin kasilma
gicii ve Ca*? miktarlarinda simultane &lgiimler yapmislardir ve kaydedeger
benzerlikler tespit etmislerdir. L-tipi Ca'? kanalimin agilmasi miyofilamentleri aktive
eden Ca*®un baslica kaynagidir, bundan dolay1 IP3’le indiiklenmis Ca*? salmim
derin sitoplazma Ca**nun salmimi yoluyla katkida bulunabilir. Ayrica Ca'
duyarliligi/duyarsizlig1 olarak da bilinen, Ca*? ve kasilma giicii arasindaki iligkide
degistirilebilecek bir durumdur. Ana modiilator yolaklardan biri miyozin hafif zincir
fosfotazin aktivitesini degistiren agonistlerdendir (Somlyo ve Somlyo2003; Wray ve
ark. 2003;Gerthoffer2005). Son veriler Rho-kinaz yolagiin agonistlerin yoklugunda
aktive olabilecegini gostermislerdir (Shabir ve ark. 2004, Ratz ve ark. 2005).



2.1.1.4. Lokal Ca*? sinyalleri ve uyarilabilirlik

Diiz kas miyosit plazma membraninda Ca*?a duyarli K¢, ve Clc, olarak
adlandirilan iki iyon kanali vardir. Membranin K* iletkenligini artirarak K
kanallarinin  aktive olmasi hiperpolarizasyon ve cksitabilitenin azalmasiyla
iliskilendirilir. CI" kanallarinin agilmasi durumunda Cl” sitoplazmadan ayrilacak,

bdylece membran repolarize olacak ve eksitabilitenin artmasi beklenecektir.

Ug: tip Kca, iletkenlik biiyiikliikleri, farmakolojileri ve molekiiler temellerine
gore tammmlanmustir. Iletkenliklerine gére gruplandirildiklarinda biiyiik (BK), orta
(IK), kiiclik (SK) kanallar olarak isimlendirilirler. Diiz kasta BK kanallar1 ve onlarin
Ca*? kivileimlar ile aktivasyonu en ilgi ¢ekici olay oldu. Bu durum spontan transit
disa akim (STOC) olarak bilinen Ca*? kivileimma elektrofizyolojik karsiliktir
(Benhan ve Bolton 1986; Nelson ve ark. 1995). Bunlar depolarizasyon ile goriilen
disa akimla karsilagtirlldiginda kiigiik akimlardir ve SR Ca* salgilarken spontan
meydana gelmektedir. STOClar ve kivilcimlar arasindaki iligkinin kaniti biiyiik
Olglide farmakolojiye dayanmaktadir. Eger thapsigarjin ya da siklopiazonik asit
(CPA) gibi ajanlarla SERCA’y1 inhibe ederek SR Ca'®den bosalirsa kivilcimlar
kaybolur, bu yiizden STOCIlar da kaybolur (Nelson ve ark. 1995; Sieck ve ark.
1997;Gordienko ve ark. 1998). Eger BK kanallar1 segici olarak 1mM
Tetraethylammonium (TEA) ya da iberiotoxin bloke edilirse Ca*? kivilcimlari

STOClIar ortaya ¢ikaramaz.

Ca*? kivileimlart ile BK kanallari ve STOClarin iliskisini agiklamadan once
diiz kasta SR’den Ca*? salimiminmin kontraksiyonlar1 artirdigi diisiiniilmiistiir. Bunun
nedeni yakin zamana kadar Ca* sinyallerinin diiz kasta eksitator oldugunun
diisiiniilmesi, c¢izgili kasta da SR’dan salinan Ca*®un kontraksiyon igin onemli
oldugunun kabul edilmesi olmustur. Ca*? kivileimlan ilk olarak Kkardiyak kasta
belirlenmistir.Ca**- indiiklenmis Ca** salinimi gibi(CICR) membran yiizeyi boyunca
Ca* girisini amplifiye eden RyRlerinden salinan Ca*™®un rolii tespit edilmistir. Diiz
kaslarin birgogunda RyRleri vardi ve kivilcimlar ¢ogunda saptanabildigi igin
aragtirmalarin  geneli CICR’niin kasilmayr artirmak icin harekete gececegini

varsaymislardir.



Miyometriyum deneylerinde Taggart ve Wray (1998) RyR aracili Ca'*?
salinim inhibisyonunu ya da CPA ile SR bosaltilmasinin siganlarda kontraktil
aktiviteyi  artirdigini  gostermiglerdir.  Gebelikte uterusun  kontrolii  igin
miyometriyumdaki BK kanallarmin rolii biiyiik 6nem tagimaktadir. Ca*
kivileimlarmin varligimi vaskiiler, destrusor (Herrera ve ark. 2000) ve iireterik

(Burdyga ve Wray1999) diiz kaslarda kanitlayan bir¢ok arastirma mevcuttur.

Birgok sistemik vaskiiler diiz kasta Ca*? kivileimlart BK kanallarini aktive
edebilir. Ozellikle Nelson ve ark. (1995) calismasi, izole hiicreler ve rodent kani in
Vitro preparasyonlar1 yani sira insan fizyolojisi uygulamalari ilgi uyandiran plan
olusturmustur (Nelson ve ark. 1995; Brenner ve ark. 2000; Amberg ve ark. 2003). Bu
bir dizi ¢alismada arastirmacilar Ca™® kivileimlarnin hiperpolarize membran ile
iliskisini gdstermislerdir ve lokal Ca*? sinyallerinin kontraksiyona sebep olmadigi
sonucuna varmiglardir. Calismada ayrica BK kanallarinin hiperpolarizasyonu
tirettigini ve fonksiyonel agidan 6nemli olduklarini gostermislerdir. Dolayisiyla, BK
kanallar1 bloke oldugunda kan damarlarinin in vitro preparasyonlar1 giiclinde bir artis
gosterdi. Buna ilave olarak PKC (Proteinkinaz C) aracili vazokonstriktorlerin
kivilcimlart 6nledigi (Bonev ve ark. 1997) belirtilmistir, cAMP aracili aktive olan
vazorelaktanlar ise vazodilatasyona neden olmak i¢in Ca™ kivileimlarini
artirmaktadirlar (Porter ve ark. 1998). B; alt iinitesi, BK kanallarina gozenek
olusturan a alt tinitesi ile iliskilidir (Cox ve Aldrich2000). Genetigi degistirilmis
alt birimine sahip olmayan fareler yiiksek kan basincina sahiptirler (Brenner ve ark.
2000; Pluger ve ark. 2000;Lohn ve ark. 2001). B; alt biriminin olmamasi, bu
hayvanlarda kanalin Ca*? 've kars1 duyarliligin azalmasina yol agtig1 i¢in Ca*’daha
yiiksek bir seviyeye yiikselmistir. Boylelikle BK kanali aktivitesi oncesi kasilma
uyartlmistir. Dolayisiyla bu g¢alismalar BK kanal aktivitesindeki bozulmalar ile
insandaki hipertansiyon arasinda bir baglantiy1 ileri slirmektedir. Bu baglanti
Fernandez-Fernandez ve ark. tarafindan 2004’de f; alt biriminde tek bir aa
mutasyonunu ortaya ¢ikaran epidomiyolojik bir calisma ile rapor edilmistir.
Fernandez-Fernandez ve ark. (2004) bu mutasyonun BK kanalinin Ca*?e
duyarliliginda bir artisa neden oldugunu ve bunun hipertansiyon riskinde azalmaya
neden oldugunu gostermislerdir. Bu nedenle siddetli hipertansiyonda sadece %3'iin
mutasyonu varken, normotansif populasyonun %21'i bu mutasyona sahip olmustur.

Hipertansiyon icin bir¢ok genetik yatkinlik daha once tanimlanmis olsa da,



insanlardaki primer hipertansiyon ile baglantili dogrudan bir mekanizmanin ilk

gosterimi bu mekanizma olmustur.

SK ise mide (Suzuki ve ark. 1993), mesane (Herrera ve ark. 2000), kolon
(Kong ve ark. 2000; Mazzone ve Buxton2003), uterus (Mazzone ve Buxton2003)
gibi bir dizi farkli diiz kasta belirlenmistir. SK1-4 olmak tizere dort farkli izoforma
sahiptirler. Izoformlarin islevsel dnemi ve dagilimlar1 (Kong ve ark. 2000; Chen ve
ark. 2004) tanimlanmustir, 6zellikle SK3’iin diiz kastaki eksitabilite ve kontraksiyon
ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ca*? ile aktive olan SK kanallarimin kaynag: L-
tipi Ca' kanallarinin araciliftyla SR ve yiizey membran girisi olabilir. Boylece,
kolonik miyositlerde IP; ile indiiklenen Ca*® saliminin, bir inhibitér purinerjik
mekanizmanin pargast olarak relaksiyon ve hiperpolarizasyonun temelini

olusturdugu ileri siiriilmektedir (Kong ve ark. 2000).

2.1.1.5. Clcs kanallar ve Ca™ sinyallesmesi

Diiz kaslarin bir¢ogu bu kanallar1 ekspre eder ve CI iletkenlikleri ¢izgili
kastan daha yiiksektir. Rat ureterik diiz kas Clc, hem Ca™* dalgalar1 (Shabir ve ark.
2004)hem de aksiyon potansiyeli parametrelerinde etkiye yol agan (Burdyga ve
Wray 2002) L-tipi Ca™ kanallar aracihgiyla Ca*? girisiyle aktive olabilir. Clc,
kanallarinin aktivasyonu eksitabilitede artisa ve L-tipi Ca*? kanallarinin acilmasina
yol acacaktir, bu ylizden pacemaker aktivitede rol aldig1 iddia edilmektedir (Janssen
ve Simms 1994). Uterus miyositlerinin sadece %30’u bu kanallar1 ekspre etmistir, bu
da uterus i¢indeki pacemaker alt hiicre popiilasyonunun bir 6zelligi olabilecegini ileri
stirmektedir (Jones ve ark. 2004). Spontan aktivasyonun aksine, uterus ve diger diiz
kas agonistlerinde Cl¢, stimulasyonu i¢in 6ncelikli yol olabilir. Bundan dolay ¢esitli
diiz kaslarda, IP3 ile indiiklenen global Ca*? artigt sonrasi kontraksiyonlarda CI°
kanallariin rolii gériilmiistiir (Janssen ve Sims1992; Criddle ve ark. 1996). Clc,
kanallarinin aktivasyonu global CI" akimi yan1 sira STICs (spontan transient inward
currents) olarak bilinen lokal transit igeri akimlar iretir (Janssen ve Simms 1994,
Greenwood ve Large1996; Sergeant ve ark. 2001). Hem RyRler hem IPsRler STICs

aktivasyonunda belirlenmistir (Craven ve ark. 2004).
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2.2. Mesane Diiz Kasinda Kasilma Mekanizmasi

Diiz kas tonusunu belirleyen nedir? Hiicresel seviyede, detrusorda ve diger
dokulardaki diiz kas kontraksiyonu, oncelikle serbest hiicre i¢i Ca*
konsantrasyonundaki bir artis tarafindan yonlendirilmektedir. Bununla birlikte, hiicre
i¢i Ca*® konsantrasyonuna yanit olarak diiz kas kasilmasinin miktari, cesitli

enzimlerin fosforilasyonuile saptanmistir (Ratz ve ark. 2005).

Sonu¢ olarak, diiz kas tonusu, miyozin hafif zincirinin fosforilasyon
durumuna baghdir (Sekil 2.1). Bu, bir enzim olan MHZK ile arttirilir ve baska bir
enzim MHZF ile azaltilir. Ca*® CaM ile birlikte MHZK'nin aktivitesini arttirarak
MHZ fosforilasyonuna ve diiz kas kasilmasina yol agmaktadir. Bununla birlikte,
MHZ’nin herhangi bir fosforilasyonu MHZF tarafindan tersine cevrilebilir.
MHZF'nin aktivitesi, Rho kinazi ve PKC'yi de kapsayan protein kinazlarin
fosforilasyonu ile diizenlenmektedir. Ayrica bu protein kinazlar, fosforile edildiginde
MHZF'nin ek inhibisyonuna neden olan CPI-17 olarak adlandirilan bir proteini de
fosforile etmektedirler.

Kasilma kuvveti ile Ca* konsantrasyonu arasindaki iliski Ca*? duyarlilig
olarak adlandirilmistir. Muskarinik asetilkolin reseptorlerinde agonistler de dahil
olmak tizere bazi kontraktil ajanlar, Ca*? duyarliligin1 arttirir ve dolayisiyla hiicre i¢i
Ca'*? yiikselmesine bagli olarak beklenenden daha biiyiik bir kasilma tepkisine neden
olmustur. Bu tiir agonistlerin Ca+2'y1 uyaran Ozelliklere sahip oldugu ileri
stiriilmiistiir. Tersine, B-adrenoseptorlerinde agonistler de dahil olmak iizere bazi
rahatlatic1 ajanlar, Ca*? duyarhiligini distiriir ve dolayisiyla hiicre igi Ca*? iizerindeki
etkilerine dayanarak beklenenden daha biiyiik bir gevseme tepkisine neden olur. Bu
gibi agonistlerin Ca*? desensitizasyonuna neden oldugu iddia edilmistir(Ratz ve ark.
2005).
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Muskarinik reseptor

Ca kanal1 B-Adrenoseptor

Sekil 2.1. Detrusor diiz kas kontraksiyonlarinin muskarinik reseptér ve B-adenoreseptdrler
tarafindan diizenlenmesi (Michel 2015).

Yakin zamanda yapilan iki arastrma Ca'® sensitizasyon ve Ca*
duyarsizlastirma ile ilgili sinyal iletim siiregleri tizerine ilave 1s1k tutmustur. Hayashi
ve ark. (2015), izole edilmis insandaki detrusor seritlerini, f-adenoseptorlere cevap
olarak tiretilen ikinci bir haberci olan cAMP ile bir muskarinik reseptdr agonisti olan
karbakol arasindaki etkilesimi incelemek i¢in kullanmislar ve cCAMP'nin karbakol ile
indiiklenen Ca*? sensitizasyonunu inhibe edebildigini gostermislerdir. PKC inhibe
edildiginde cAMP tarafindan indiiklenen gevseme daha da artmisken PKC’ye eslik
eden Rho kinaz inhibisyonun etkisinin oldukga kii¢iik oldugu belirlenmistir.

Baska bir calismada, Cernecka ve ark. (2015) dogrudan Ca*? sensitizasyonu
iizerinde calismamislardir, ancak elde ettikleri veriler Hayashi ve ark. (2015)’nin
datalariyla eslesmistir. Cernecka ve ark. (2015) Rho kinazin inhibisyonunun insan
detrusor seritlerindeki iki B-adrenoseptdr agonisti tarafindan gevsemeyi arttirdigini
bulmuslardir. Buna karsin, sican detrusor seritlerinde tutarli bir artis gézlenmedigi
rapor edilmistir. Bir kontraktil ajan yoklugunda, B-adrenoseptor agonistleri MHZ

fosforilasyonunu belirgin bir sekilde azalttig1 rapor edilmistir. Aksine, karbakolgegici
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olarak MHZ fosforilasyonunu arttirmistir ve ilging bir sekilde PB-adrenoseptor

agonistlerinin ek varlig1 bu tepkinin inhibisyonuna neden olmamastir.

Biitiin bunlar ne anlama geliyor? Insan detrusor diiz kasi hiicrelerinin
kasilmas1 oncelikle endojen muskarinik agonist asetilkolin tarafindan uyarilir. Bu
durum muskarinik reseptor antagonistleri tarafindan inhibe edilebilir, ancak 6zellikle
patofizyolojik ortamlarda, ATP ve bradikinin gibi ek kontraktil ajanlar da rol
oynadig1r i¢in muskarinik reseptdr antagonistleri smirli etkinlige sahiptir. [-
adrenoseptor agonistleri, bir muskarinik agonist tarafindan baska bir uyar1 (Michel ve
Sand 2009) tarafindan indiiklenen kasilmaya kars1 biraz daha az olsa da, her tiirlii
kontraktil uyarana karsi gevsemeye neden olabilir. Bu diferansiyel rahatlama,
muskarinik agonistin neden oldugu Ca*? sensitizasyonunu yansitabilir. Ca*?
sensitizasyonuna ve duyarsizlastirmaya neden olan mekanizmalarin daha 1iyi
anlagilmasi, asir1 aktif ve/veya yetersiz detrusor i¢in yeni tedavi yoOntemleri

saglayabilmektedir.
2.2.1. Membran Eksitasyonu
2.2.1.1. Dinlenme potansiyeli ve aksiyon potansiyeli

Detrusor kas1 hakkinda elektrofizyolojik bilgiler, insanlar da dahil olmak
tizere ¢esitli tiirlerden elde edilmistir. Kobay detrusor dokusunda -31 ile -53 mV
arasinda (Hashitani ve ark. 2000; Hashitani ve ark. 2001), tavsandaki ortalama deger
-37 mV ve sicanda -47 mV dinlenme membrani potansiyel degerleri bildirilmistir.
Izole insan detrusor hiicrelerinde, 3M KCl dolu mikroelektrotlar tarafindan
kaydedilen zar potansiyeli -47 ve -55 mV arasindadir (Montgomery ve Fry
1992;Visser ve Mastrigt 2001).

Yavas depolarizasyon dalgalar: ile baglantili spontan aksiyon potansiyelleri,
birka¢ arastirmaci tarafindan tavsan ve kobaydan alinan detrusor dokusunda
gosterilmistir (Hashitani ve ark. 2000; Hashitani ve ark. 2001). Benzer aksiyon
potansiyeli, insan detrusor hiicrelerinde de tanimlanmistir (Montgomery ve Fry 1992;
Visser ve Mastrigt 2001). Kobay detrusoriiniin spontan elektriksel aktivitesi
genellikle diizenli araliklarla meydana gelen tekli spayklardir, ancak zaman zaman
sivri patlamalar olarakkaydedilebilmistir (Hashitani ve ark. 2000; Hashitani ve ark.
2001).
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Insan detrusoriinde, aksiyon potansiyelinin depolarizasyon faz1 ice dogru Ca*
akimi ile olusmaktadir (Montgomery ve Fry 1992). Repolarizasyon ise muhtemelen
Ca*® akimmin inaktivasyonunu ve kismen Ca*? bagimhi disa K* akimmnin

aktivasyonunu igermektedir (Mostwin 1986; Montgomery ve Fry 1992).

Kobaymesanesinde yapilan calismada gosterildigi gibi, spontan aksiyon
potansiyelleri [Ca*?]i daki artis ile iliskilidir, spontan AP kafein, riyanodin veya CPA
tarafindan engellenmemistir. Bu durum da [Ca™]; depolarinin onlarin varhg: ile
baglantili olmadigini ileri stirmektedir (Hashitani ve ark. 2000). Bununla birlikte,
intraseliiler depolardan Ca*? salinmasi, aksiyon potansiyelleri ile iligkili [Ca+2]i’deki
artig1 artirabilir. [Ca*?]i’deki artislar diiz kas demetleri sinir1 boyunca gergeklestikten
sonra ara baglantilar yoluyla diger demetlere yayilmistir (Hashitani ve ark. 2001).

2.2.1.2. Ca* kanallar

Hig siiphe yok ki [Ca+2]i 'deki bir artis, detrusorde kasilmanin etkinlestirilmesi
icin gerekli olan onemli bir islemdir. Bununla birlikte, bu artisin ekstraseliiler
alandan gelen akimdan ve/veya intraseliiler depolardan salimimdan kaynaklanip
kaynaklanmadig: hala tartisilmaktadir (Kajioka ve ark. 2002). Diiz kasta birkag cesit
Ca*? kanali gosterilmistir, ancak detrusor i¢in, voltajla ¢alisan kanallar hakkinda daha
fazla bilgi mevcuttur. Ornegin birgok diiz kas tipinde Ca*? gecirgenliklerinde belirgin
derecede farklilik olan en az iki SOCs (depo islevli Ca*? kanallar1) bulunmaktadir
(Albert ve Large 2003). Ancak bu kanallarin detrusor kontraksiyonlari i¢in dnemini

ortaya koyan ¢aligsmalar heniiz bulunmamastir.

Ganitkevich ve Isenberg (1992) kobaydetrusor kasinda [Ca*?]i akisini
kaydettikleri ¢alismada VBCC yoluyla Ca*? tagimalarinin depolarizasyon aracilt
[Ca™]; degisikliginde kilit olaylar oldugunu rapor etmislerdir. Bununla birlikte
calismada L-tipi Ca*? kanallar vasitastyla depolarizasyonla indiiklenen Ca*? akisinin

intraseliiler depolardan Ca*? salinmasini indiikledigi sonucuna varmislardur.

Muskarinik reseptér stimiilasyonunun (karbakol), L-tipi Ca™ akimini domuz
ve insan detrusor hiicrelerinde onleyebildigi gosterilmistir (Kajioka ve ark. 2002;
Yoshino ve Yabu 1995). Bunun iki bagimsiz mekanizma vasitasiyla ortaya ¢iktigi
6ne siiriilmiistiir: 1) Ca*? kanahmin Ca*? aracili inaktivasyonu 2) GTP-baglayici

protein aracili mekanizma (Yoshino ve Yabu 1995).
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Hayvansal detrusor dokusu tizerinde yapilan bir¢ok ¢alisma, dihidropiridine
duyarli Ca*? kanallari iizerinden ekstraseliiler Ca*? girisinin 6nemi ve ATP ve ACh
gibi transmitterlerle detrusor aktivasyonu igin intraseliiler Ca**’un mobilizasyonunu
gostermistir  (Andersson  1993). Buna ¢k olarak muskarinik  reseptor
stimiilasyonunun, kontraktil mekanizmanin Ca* duyarhiligm arttirdigr  one
siiriilmiistiir. insan detrusoriinde (Fovaeus ve ark.1987), ekstraseliiler Ca**’un
aktivasyon siirecinde dnemli bir rol oynamakta oldugu goriilmiistiir. Bir¢ok calisma,
muskarinik ve/veya purinerjik stimiilasyon ile indiiklenen kontraksiyonda
ekstraseliiler Ca*? girisinin (bu giris i¢in dihidropiridin duyarl Ca*? kanallar1 daha

yaygindir) 6nemini ortaya koymustur.

Uchida ve ark. (1994), kobay detrusor striplerinde karbakol ile uyarilan tonik-
kontraktil yanitin esasen hiicre membran depolarizasyonuna bagli oldugunu ve
ekstraseliiler Ca* akist oldugunu iddia etmislerdir. Bu depolarize cevabin ise
PKC'nin muskarinik reseptor aktivasyonu yoluyla ATP'ye duyarli K kanallarinin
inaktivasyonuna sebep olabilecegini 6ngérmiislerdir. Wu ve ark. (2002), intraseliiler
Ca'? depolarinin yeniden dolugunun L-tipi Ca*? kanallarinin aracilik ettigi Ca'?
akimiyla gergeklestigini 6ne siirmiistiirler. Bu Ca*? akimu bir feedback mekanizmasi
ile diizenlenir. Mekanizmada, L-tipi Ca*? kanallarinin iletiminde arti ve hiicre
depolarizasyonu meydana getirerek Ca*? ile aktive olan K kanallarimin aktivasyonu

[Ca*?); diisiisiinii azaltmustir.
2.2.1.3. K kanallar1

Birgok K* Kanali arasinda destrusor fonksiyon i¢in onemli olanlar ATP'ye
duyarli ve Ca*? ile aktive olmus (biiyiik, orta ve kiigiik iletkenlik) kanallar olarak
belirlenmistir (Wickenden 2002). Detrusordeki diger K* kanallarinin olusumu ve

islevi hakkinda bilgi yetersizdir.
2.2.1.3.1. ATP'ye duyarh K" kanallar

Detrusor ATP'ye duyarli K'(Katp) kanallarmni ekspre eder ve bu kanallar
mesane kontraktilitesinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Andersson 1992).
Spontan aksiyon potansiyellerinin frekansi voltaja duyarhidir. Bu nedenle, detrusor
kas hiicre membrani hiperpolarizasyonu, aksiyon potansiyelinin ateslenmesini ve

buna bagli kontraksiyonu azaltabilmektedir. K* kanal acicilari, K™’ un sizmasima
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miiteakip K" kanallarinin a¢ilmasiyla hiperpolarizasyonu iiretmektedirler (Andersson

1992, Andersson 1993). Bu kanal, vaskiiler diiz kasindaki K atp’na benzemektedir.

Katp’nin roliiniin anlagilmasinda kritik bir husus, kanal aktivasyonu ile doku
fonksiyonu tizerindeki etki arasindaki iligkidir. Petkov ve ark(2001) Katp’'ni, ZD-
6169 ve levkromakalim ile aktive ederek kobay detrusor hiicrelerindeki bu iliskiyi
arastirmiglardir. Sonuglar, Katp’nin %1'inin aktivasyonunun énemli 6l¢lide aksiyon
potansiyellerini ve ilgili fazik kasilmalar1 inhibe etmek icin yeterli oldugunu

Onermistir.
2.2.1.3.2. Ca™ ile aktive edilen K* kanallar

Grine ve Zuzack (1991) kobay detrusor hiicrelerinde, (BKcy) kanallarinin
incelenmesi i¢in prob olarak kullanilan charybdotoxin ile iberiotoxin'in belirgin
uyarict etkilerini bulmuslardir ve bu kanallarin membran potansiyeli ve bazal
tansiyon kontroliinde yer alabilecegini onermislerdir. BK¢, kanallarinin membran
potansiyelini kontrol etmede ve detrusor diiz kasinin kontraktilitesinde 6nemli rol
oynamalar1 diger arastirmacilar tarafindan da dogrulanmistir (Karicheti ve Christ
2001).

Intraseliiler Ca*? ve BKca akimlariin o6lgiilmesi, BKc; akimlarinin SR’deki
RyRlerinden Ca*? salinim olay1 (Ca*? kavileim) ile aktive oldugunu aciga ¢ikarmistir
(Herrera ve ark. 2001). Bu reseptorler insan detrusoriinde gosterilmistir. Herrera ve
ark. (2001) Ca™ kivileimlart ile BKcs, akimlarmi karakterize etmislerdir ve
kobaydetrusor diiz kasinda RyRlerinin BKc, kanallarmma baglanmasinin voltaj

bagimlilig1 oldugunu belirlemislerdir.

Sadece BKc, kanallar1 degil ayn1 zamanda SKc, da detrusor diiz kasinda
eksitabilite diizenleyicileridir. Herrera ve Nelson (2002), SKc; kanal bloker1 apamini
kullanarak, kobaydetrusoriinde bulunan SK ¢, kanallarinin roliinii incelemislerdir. Ve
bu ¢alisma ile Apaminin, genis bir konsantrasyon araliginda (107 ile 10°® M) fazik
kasilmalarin  genliklerinde konsantrasyona bagli bir artisa neden oldugunu
bulmuslardir. Herrera ve Nelson (2002) VBCC ve RyRlerinden SKc, ve BKca
kanallarina Ca*? sinyallerinin etkisini belirlemek i¢in, tiim hiicre zar1 akimini

Ol¢miislerdir. Sonuglar VBCC ile Ca*? girisinin BKc,; ve SKc, kanallarint aktive
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ederken, RyRleri vasitasiyla Ca*? salmminmn (Ca+2 kivilcimlar1) yalnizca BKc,

kanallarini aktive ettigini ngdrmislerdir.
2.2.1.3.3. Voltaj kapih K" kanallar

Fare detrusor miyositlerinde, Thorneloe ve Nelson (2003) voltaj kapili
K*akiminin biyofiziksel, farmakolojik ve molekiiler &zelliklerini tespit etmislerdir.
Davies ve ark. (2002) Ky’nin insan detrusor diiz kasinda ekspre edilip, islev
gordiginii iddia etmislerdir. Ca*a baglh olmayan K* akimi bir Ky blokeri olan 3,4-
diaminopiridin tarafindan engellendi. Ky akim blokerlarinda spontan kasilmalarin
genligini artirmakla karakterize edilen miyojenik bir etki oldugu diisiiniilmektedir.
Davies ve ark. (2002) Ky alt birimlerinin detrusor kasinda eksprese edildigi ve

islevsel olarak 6nemli oldugu sonucuna varmislardir.
2.2.1.4. Gerim aktiveli kanallar

Detrusor kas hiicrelerinde hiicre membrani mekanik gerilmesinin, spesifik
olmayan katyon kanallarin1 aktive ettigi Onerilmistir.Kanallar, gadolinyum iyonu
(Gd*®) ve grammostola spatulata zehiri tarafindan engellenebilmektedir. Eger bir
hiicre dinlenme uzunlugunun % 20'sine kadar gerilirse, total akim L-tipi kanallar
agmaya ve Ca*? akisim artirmaya yetecek sekilde hiicreyi depolarize edebilecegi ileri
stiriilmiistiir. Gerim aktiviteli kanallarin mesane duvarinda uzunluk detektorleri gibi

davranma potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir (Fry ve ark. 1998).

Hiposmotik yolla indiiklenen hiicre sismesi, ¢esitli hiicre modellerinde gerim
aktiveli kanallar1 uyarmak igin yaygin olarak kullanilmistir. Chambers ve ark.
(1997), izole edilmis insan detrusor diiz kas hiicrelerinin hiposmotik soliisyonlarla
membran gerilmesine karst duyarli oldugunu ve icerdigi mekanizmalarin intraseliiler
Ca*?un dogrudan mobilizasyonunu icerdigini gostermislerdir. Ayrica, kararli ve
kararsiz (asir1 aktif) mesanelerden izole edilen hiicrelerin yanit verme oranlarinin
farkli olabilecegini onermislerdir. Benzer bir model kullanarak, Tertyshnikova ve
ark. (2003) gadolinyum ve grammostola spatulata zehirinin insan detrusor
miyositlerinde gerimle indiiklenen Ca*® sinyallesmesini inhibe ettigini iddia
etmiglerdir. Zehir sigcan mesanesinin in vitro modelinde, mesane uyumlulugunu
gelistirmis ve spontan mesane kasilmalarinin sikligini 6nlemislerdir. Calismanin

sonuglarma gore, detrusor hiicrelerinde gerimle indiiklenen sinyalizasyonun
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etkinlestirilmesinin, mesane dolumu sirasinda detrusor kontraktilitesinin miyojenik
diizenlenmesinde onemli bir rol oynayabilecegini ve gerimle aktiveli kanallarin

inhibisyonunun mesane uyumlulugunu iyilestirebilecegini dnermislerdir.
2.2.1.5. Ligand aktiviteli kanallar

Ligand kapili iyon kanallar1 bazi hiicrelerde olusur ve bir dizi
transmitter/modiilatér kullanmaktadir. P2X reseptorlerinin aktivasyonu, katyonlara
nispeten nonselektif bir kanal agmaktadir. Bu durum cogunlukla Na® tarafindan
tagian ice dogru bir akim tretmistir ve depolarizasyona sebep olmustur(Inoue ve
Brading 1991).

Evans ve ark. (1996), P2X; ve P2X; reseptorlerini eksprese eden hiicrelerdeki
tam hiicre yama kenetini kullanarak ATP tarafindan uyarilmis zar akimlarimi
kaydetmislerdir. Iki reseptdr arasinda, monovalent organik katyonlara gegirgenlikleri
agisindan  fark bulunmamustir. P2X; reseptorlerinin  Ca*? gecirgenligi P2X;
reseptorlerinden daha fazladir. P2X; reseptoriinii eksprese eden hiicrelerde ATP ile
uyarilan akimlar, artirilan ekstraseliiler Ca+2k0nsantrasy0nu ile inhibe edilmistir.
Buna karsin P2X; reseptoriinii eksprese eden hiicrelerde ATP ile uyarilan akimlar,

ekstraseliiler Ca+2k0nsantrasyonundaki bu tarz artiglarla inhibe edilmemistir.

2.3. Melatonin

2.3.1. Melatonin Biyosentezi

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) Lerner ve ark. (1958) tarafindan ilk
olarak izole edilmis ve tanimlanmistir. Giiclii bir serbest radikal temizleyici ve bircok
bitkide redoks-aktif enzimlerin regiilatoriidiir (Poeggeler ve ark. 1993), memeli
sirkadiyen ritminde regiilator rolleri olan 6nemli bir hormondur (Kennaway ve
Wright 2002). Omurgali pineal bezi tarafindan giiniin karanlik evresinde sentezlenen
ve salgilanan bir nérohormondur. Giiniin aydinlik evresinde mavi 151k, melanopsin
iceren (suprakiazmatik cekirdege impulslar gonderen) retina ganglion hiicrelerini
uyarir. Bu impulslar pineal beze gelen sempatik uyariy1 engelledigi i¢in melatoninin
salinmasini bastirir (Wurtman ve ark. 1964; Geoffriauve ark. 1999). Pineal bezdeki
melatoninin sentezi birka¢ adim igerir. Oncelikle, serebral damarlardan alman L-

triptofan, serotonin haline doniistliriiliir. Serotonin daha sonra hiz sinirlayici
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arilalkilamin N-asetiltransferaz (AANAT) ile N-asetil-5-hidroksitriptamin’e (N-
asetilserotonin) metabolize olur. Sentez isleminin son basamagi, N-asetil-5-HT'nin

hidroksindol-0-metil transferaz (HIOMT) ile melatonine doniistiiriilmesidir.

Melatonin, insan viicudu boyunca yaygin olarak bulunan bir lipofilik
hormondur (Axelrod ve Wurtman 1968;Reiter 1991; Claustrat ve ark. 2005). Bir kez
olustuktan sonra, melatonin yiiksek konsantrasyonlarda beyin-omurilik sivisina ve
kilcal damarlara salinir, daha sonra ¢ogu viicut dokusuna hizla dagitilir (Cardinali ve
Pevet 1998;Tricoire ve ark. 2003). Viicudun organ ve dokularinin ¢ogu, pineal
bezinki ile benzer bir metabolik yol araciligiyla melatonini sentezlemektedir (Stefulj
ve ark. 2001). Melatoninin bu ekstra-pineal kaynaklar1 dokunun yerinde korunmasi
icin kritik sayilmaktadir (Kvetnoy 2002). Melatoninin dogrudan ya da araci etkileri
gbsteren in vivo veya in vitro ¢alismalar sirasinda farkli etkiler meydana getirdigi
gosterilmistir. Bu baglamda, melatoninin sirkadiyen ritimlerin diizenlenmesinde yer
aldig1 ve kortizol, gonadotropinler ve biiylime hormonu gibi diger hormonlarin

seviyesini kontrol eden mevsimsel tepkilere katildig: 1yi bilinmektedir.

Tiim bu etkilere ve daha fazlasina sebep oldugu bilinen melatonin ile ilgili
1970 Nobel Fizyoloji ve Tip Odiilii sahibi Julius Axelrod tarafindan ¢ok sayida
arastirma yapilmistir. Bununla birlikte ‘DNA onarimu ile ilgili mekanik ¢aligsmalart’
lizerine Biyokimya Nobel Odiilii (2015) sahibi olan Aziz Sancar ve ark. arastirmada

melatonin iizerine odaklanmislardir.

Dolasimdaki melatonin, basta karacigerde metabolize olur. Sitokrom P450
monooksigenazlar tarafindan hidroksillenmis ve daha sonra 6-siilfatoksimelatonini
olusturmak tizere siilfat ile konjuge edilmistir (Skene ve ark. 2001). Melatonin ayrica
oksidatif pirol-halkas1 boliinmesi ile kinuramin tiirevlerine metabolize olmaktadir

(Hirata ve ark. 1974).

2.3.1.1. Melatonin etki mekanizmasi

Memelilerde melatoninin baslica etki mekanizmalart 4 madde halinde

Ozetlenebilmektedir (Macchi ve Bruce 2004). Bunlar;
e kalmodulin gibi hiicre i¢i proteinlere baglanma,

e antioksidatif etkiler,
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e orphan ailesinin niikleer reseptorlerine baglanma,

e plazma membraninda bulunan melatonin reseptdrlerine baglanma seklindedir.
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Sekil 2.2. Go6zden pineal beze nodrolojik yolak. Adrenerjik uyaridan sonra melatoninin

pinealositde intraseliiler sentezi ve etkisi (Emet ve ark. 2016)

Yapilan birgok caligma melatoninin, ikinci habercilerin sinyal iletiminde yer
alan hiicrei¢i bir protein olan CaM ile dogrudan etkilesime girebilecegini ve
melatoninin, Ca"™®un CaM'e baglanmasimi dogrudan antagonize ettigini
gostermektedir (Benitez-King ve Anton-Tay 1993; Pandi-Perumal ve ark. 2008).
Melatonin CaM, kalretikiilin ve tubulin isimli hiicre i¢i proteinlerle etkilesmektedir
(Ekmekcioglu 2006; Pandi-Perumal ve ark. 2008 (Sekil 2.2)). Diiz kas biyolojisinde
potansiyel Onemi melatoninin CaM (Benitez-King ve Anton-Tay 1993) ve
kalretikulin (Macias ve ark. 2003) ile olan etkilesimidir, ¢iinkii bu proteinler diiz kasi
kasilmasinda ana faktor olan Ca* sinyallegsmesinin  diizenlenmesinde rol

oynamaktadir. Bunun yanisira melatoninin CaM’e Ca*? baglanmasi iizerindeki inhibe

20



edici etkisinin (Benitez-King 2006) ¢esitli diiz kas tiplerinde melatoninin gevsetici
etkilerinin temelini olusturup olusturmadigi hala tam olarak bilinmemektedir.
Melatoninin Ca*2-CaM'e baglanmasi, Ca**-CaM bagimli néronal nitrik oksit sentaz
(nNOS) aktivasyonunu da engeller (Leon ve ark. 2000). Sitoplazmik proteinler ve
melatonin arasindaki etkilesime baska bir ornek, gogiis kanseri hiicre ¢ogalmasi
tizerine melatoninin muhtemel antiproliferatif etkilerinin kismen bu etki araciligiyla

iliskili olabileceginin diistiniilmesidir (Sanchez-Barcelo ve ark. 2005).

Melatoninin  antioksidatif ve faydali etkileri, iskemi/reperfiizyon,
iltihaplanma, iyonize radyasyon, mitokondriyal toksinler vb. gibi serbest radikaller
ve 1ilgili reaktanlarla iligkili ¢esitli patolojik kosullarda kapsamli bir sekilde
sunulmustur (Allegra ve ark. 2003; Tan ve ark. 2003; Reiter ve ark. 2004, Rodriguez
ve ark. 2004).

Retinoid baglantili Orphan c¢ekirdek hormon reseptdr ailesi (RZR/ROR)
melatoninin immiinomodulator etkilerinden sorumludur. IL-2 ve IL-6, bu mekanizma
ile tek ¢ekirdekli hiicrelerde tretilmektedir (Garcia-Maurino ve ark. 1998; Carrillo-
Vico ve ark. 2005;Ekmekcioglu 2006(Sekil 2.2)). Melatoninin lipofilik 6zelligi hiicre
i¢i proteinlerle etkilesime girmesine izin verir. Bu niikleer faktorlerin aktivasyonu
ozellikle de bagisiklik diizenleyici genlerin ekspresyonunu veya bastirilmasin
indiiklemektedir (Steinhilber ve ark. 1995). Melatonin RZR/ROR i¢in dogal bir
ligand gibi is gormektedir. RZR/RORa, ¢esitli organlarda eksprese edilirken, RZRf3
beyin ve retina icin spesifiktir (Smirnov 2001). RZR/ROR ailesinin ii¢lincii iiyesi
olan RORy, iskelet kast cDNA'sinda eksprese edilir (Hirose ve ark. 1994).

Melatonin ayn1 zamanda retinal fizyoloji, mevsimlik lireme dongiisii, kanser
gelisimi ve biiyiimesi, bagisiklik modiilasyonu, antioksidasyon ve serbest radikal
temizleme, mitokondriyal solunum, kardiyovaskiiler  fonksiyon,  kemik
metabolizmasi ve gastrointestinal fizyoloji gibi fizyolojik ve patofizyolojik siireclerin
biiyiik bir ¢ogunlugunu diizenler (Arendt 2006; Ekmekcioglu 2006; Pandi-Perumal
ve ark. 2006). Bu nedenle, melatoninin ¢esitli kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe
etmek (Ram ve ark.2002) ve immiinmodiilator 6zellikleri ortaya ¢ikarmak gibi gesitli
klinik uygulamalari oldugu 6ne siiriilmiistiir (Carrillo-Vico ve ark. 2006). Gii¢li bir
antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii olan melatonin, serbest radikal ve ndrotoksin

kaynakli hasardan etkilenen noronal hiicrelere néron koruyucu ve anti-inflamatuar
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etkiler sunmaktadir. Bu etkilerin araciligiyla Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi,
inme gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde potansiyel terapotik faydalar
gostermistir (Bondy ve Sharman 2007; Reiter ve ark. 2007).

Melatonin pineal bezden geceleri salinan bir hormon olmakla birlikte uyku-
uyaniklik dongiisii, pubertal gelisim ve mevsimsel adaptasyonun diizenlenmesinde
rol oynamaktadir. Melatoninin viicut durusu, denge kontroli ile iliskili oldugu
gosterilmigtir (Pandi-Perumal ve ark. 2008). Melatonin dogrudan hipokampal
noronlart etkileyen bellek olusumunu diizenlemektedir (Comai ve Gobbi 2014).
Melatonin antinosiseptif, antidepresan, anksiyolitik, antineofobic ve lokomotor
aktivite diizenleyen etkilere sahip oldugu kanitlanmistir (Uz ve ark. 2005). Ayrica
yapilan arastirmallara gore melatonin noroprotektif, anti-inflamatuar, agr
diizenleyici, kan basinci disiiriicii, retinal, vaskiiler, mevsimsel iireme, osteoblast
farklilasmasi, anti-tiimor ve antioksidan etkilere yol agmistir (Li ve ark. 2013; Comai
ve Gobbi 2014).

Melatonin intravendz uygulamasi periferal kan dolasgimini artirirken (van der
Helm 2003), dogrudan etki ettigi zaman serebral arterlerde vazokonstriksiyona yol
agmistir (Dubocovich ve ark. 2003). Gilindiiz melatonin uygulamasi, viicudun distal
bolgelerinde vazodilatasyon nedeniyle viicut 1sisim1 diigiirmiistiir (Krauchi ve ark.
1997; van den Heuvel ve ark. 1999; Pandi-Perumal ve ark. 2008). Melatoninin kan
damarlarina etkileri noradrenerjik etkileri ve/veya NO’in etkileri ile ilgili gibi
goriilmektedir (Ekmekcioglu 2006). Vazodilator ve periferal direng diisiiriicii etkisi
vazopressin saliniminin inhibisyonu, anti-noradrenerjik mekanizma veya NO

potansiyalizasyonu ile iliskili olabilecegi iddia edilmistir (Ekmekcioglu 2006).
2.3.2. Melatonin Reseptorleri

Melatonin reseptorlerinin viicutta bulundugu yerler beyin, retina, kalp-damar
sistemi, kalp ventrikiil duvari, aort, koroner ve serebral arterler, karaciger ve safra
kesesi, duodenal enterositler, kolon, ¢gekum ve ek vermiformis, deri, parotis, ekzokrin
pankreas, bobrek, bagisiklik sistemi, trombositler, kahverengi ve beyaz adipositler,
prostat ve meme epitel hiicrelerinde, yumurtalik/graniiloza hiicreleri, miyometrium,
plasenta ve fetal bobrek hiicreleridir (Uz ve ark. 2005; Hardeland 2012).
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1. MT1: Melatonin reseptorii tip 1a, Mel 1a, ML1a, ML1, MTNR1A

MT]1 insandaki 4. kromozomda kodlanmistir ve 351 aminoasitten olusur (Li
ve ark. 2013). MTI, gesitli G-proteinlerine baglanarak adenilat siklaz (AC)
inhibisyonu olusturmaktadir (Comai ve Gobbi 2014). MT1 reseptorleri, insan
derisinde yaygin olarak bulunmustur (Pandi-Perumal ve ark. 2008). Yaslanma ve
Alzheimer hastalig1 esnasinda SCN ve kortekste MT1 azalmistir (Pandi-Perumal ve
ark. 2008).

2. MT2: Melatonin reseptorii tip 1b, Mel 1b, ML1b, MTNR1B

MT?2 insandaki 11. kromozomda kodlanmistir ve 363 aminoasitten olusur (Li
ve ark. 2013). MT?2 ¢esitli G proteinlerine baglanarak AC inhibisyonu olusturmus ve
CAMP fiiretimi azalmistir (Levoye ve ark. 2006; Chaste ve ark. 2011). Buna ek
olarak, ¢oziinebilir guanilat siklaz (GC) yolagini inhibe etmistir (Comai ve Gobbi
2014). MT2 reseptorleri deride normal ve malign melanositler ile ekrin ter
bezlerinde yer almaktadir (Pandi-Perumal ve ark. 2008). MT2 reseptorleri ratlarda
hipokampusta bulunan GABA-A reseptorii ile ilgili fonksiyonlarini inhibe etmistir
(Dubocovich ve ark. 2003). Alzheimer hastaliginda, MT2 ekspresyonu azalmustir.
MT?2 reseptorleri antidepresan aktiviteye katilmaktadirlar (Hardeland 2012). MT2
uyku bozukluklari, anksiyete, depresyon, Alzheimer hastalig1 ve agr1 patofizyolojisi
ve farmakolojisine katkida bulunmustur (Comai ve Gobbi 2014). MT2
reseptorlerinin ~ hipnotik  ajanlarin  gelistirilmesi  igin  yeni  bir  hedef
olabilecegidiistiniilmiistiir (Comai ve Gobbi 2014). MT2 reseptorleri melatoninin
anksiyolitik etkilerinden sorumludur. Farmakolojik ¢aligmalar MT2 reseptorlerinin
uykuyu (6zellikle NREMS) diizenledigini ortaya koymustur (Comai ve Gobbi 2014).
MT2 ligandlar1 segici olmayan MT1/MT2 ligandlar1 ile karsilastirildiginda daha
giiclii hipnotik 6zelliklere sahip oldugu iddia edilmistir (Comai ve Gobbi 2014).

3. Mellc: MTNR1C

Insanlarda mevcut degildir. Balik, kurbaga ve kuslarda bulunmaktadir (Li ve
ark. 2013). Tavukta, Mellc ritmi MT1 ve MT2 nin tersidir. Mellc seviyesi giindiiz
en yiiksek, gece en diisiik diizeydedir (Rada ve Wiechmann 2006; Li ve ark. 2013).
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4, MT3: ML2, NQO2, Kinon rediiktaz 2 enzim, QR2

MT3, kinonlarin elektron transfer reaksiyonlarmi inhibe ederek oksidatif
stresten korunmay1 saglayan rediiktaz grubuna aittir (Pandi-Perumal ve ark. 2008).
Bir detoksifikasyon enzimi olan MT3, karaciger, bobrek, kalp, akciger, bagirsak, kas
ve kahverengi yag dokusunda yer almaktadir (Ekmekcioglu 2006). G6z igi basincin

diizenlenmesine katildigina dair kanitlar bulunmustur (Ekmekcioglu 2006).
5. RZR/RORa: Retinoid baglantih Orphan niikleer hormon reseptorii

Bu reseptor ile melatonin, ¢ekirdegin retinoik asit reseptdr siiper ailesine
uygun transkripsiyon faktorlerine baglandig tespit edilmistir (Pandi-Perumal ve ark.
2008).

6. GPR50: H9, ML1X: Melatonin ile ilgili Orphan reseptorii

MELZ1c'nin ortologudur (Dufourny ve ark. 2008). X kromozomunda (Xq28)
kodlanmistir ve 618 aminoasitten olusmaktadir (Li ve ark. 2013). Insanlar da dahil
olmak tizere tim memelilerde bulunur. Melatonin'e baglanma 06zelligi yoktur
(Ekmekcioglu 2006), ancak melatoninin MT1'e baglanmasinda etkilidir (Hirsch-
Rodriguez ve ark. 2007). GPR50 kuslarda ve baliklarda bulunmamaktadir (Gubitz ve
Reppert 1999; Li 2013). GPR50'nin melatonine yakimligi yoktur ancak MT1 ile
dimerlestiginde melatonin sinyalini inhibe ettigi kanitlanmistir (Levoye ve ark. 2006;
Chaste ve ark. 2010).

MT1 ve MT2 néronal ve periferik dokularda dagilim gostermektedir
(Ekmekcioglu2006; Pandi-Perumal ve ark. 2008). MT1 ve MT2 SCN’de yiiksek
yogunluklarda (Liu ve ark. 1997) bulundugu ve bunlarin ekspresyon seviyeleri,
ditirnal ritm ile senkronize edildigi diisiiniilmektedir (Reiter 1991). SCN'ye ek olarak,
fonksiyonel melatonin reseptdrlerinin esas olarak beyinde (Dubocovich ve ark.2003)
ve ovaryum (Clemensve ark.2001), testis (Frungieri ve ark.2005) arterler, kalp
(Masana ve ark. 2002), karaciger, bobrek (Naji ve ark. 2004), adipositler (Zalatan ve
ark. 2001), bagisiklik sisteminde (Guerrero ve Reiter 2002; Skwarlo-Sonta ve ark.
2003;Dubocovich ve Markowska2005) lokalize olduklart belirlenmistir.

MT1 ve MT?2 hiicre yiizeyine yapistiklarinda, etkilerini G protein vasitasiyla
olusturmuslardir. MT1 aktivasyonu, PKA inhibisyonu ile birlikte forskolin tarafindan
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uyarilan cAMP olusumunun inhibisyonuna yol agmaktadir (Ekmekcioglu 2006).
Benzer sekilde, MT2 aktivasyonu, forskolin tarafindan uyarilan cAMP olusumunun
inhibisyonuna yol agmistir (Ekmekcioglu 2006). Buna ek olarak, cGMP olusumunu
inhibe etmistir (Ekmekcioglu 2006). Membran reseptérleri temelde merkezi sinir
sisteminde bulunurken, RZR/RORa hem perifer hem de beyinde bulunmustur
(Carlberg 2000). Membran reseptorleri ve spesifik agonistleri sirkadiyen ritimle
iligkili iken, RZR/RORa ¢evresindeki immiino-modiilasyondan, hiicresel biiyiime ve
kemik farklilagmasindan sorumlu goriinmektedir (Carlberg 2000). PKC-a
aktivasyonu, melatonin etkisinin olusumunda kritik bir adim olarak diistintilmdistiir
(Pandi-Perumal ve ark. 2008).

MT’lerinde etkili farmakolojik ajanlarin gelistirilmesi, antihipertansif, anti-
kanser veya immiin sistemi uyarici etkiler ile iligkili olabilmis veya uykuya dalmay1
kolaylastirabilmislerdir (Ekmekcioglu 2006). Anti-inflamatuar etkisine ilaveten,
immiin sistemi uyarici etkisi otoimmiin bozukluklarda istenmeyen bir durum olarak
ortaya cikmistir ve melatonik ilaglar bu hastalarda kontrendike olabilmistir
(Hardeland 2012). Ornegin, melatonin, romatoid artrit semptomlarini proinflamatuar

sitokinleri uyararak siddetlendirmistir (Forrest ve ark. 2007).
2.3.2.1. G proteini ile birlesen melatonin reseptorleri

Melatonin, yedi gecisli transmembran G proteinine bagli melatonin
reseptorleri ile etkilesime girerek fizyolojik etkilerinin ¢ogunu meydana
getirmektedir. [lk MT, sadece memeli olmayan tiirlerde ekspre edilen Xenopus laevis
melanofor mRNA'larindan klonlanmigtir (Ebisawa ve ark. 1994). Ardindan insan
melatonin reseptdrlerinin iki farkli formunu kodlayan cDNA'lar klonlanip ve MT1 ve
MT?2 olarak gosterilmistir (Reppert ve ark. 1994; Reppert ve ark. 1995). iki reseptdr
alt tliriiniin baglanma 6zellikleri benzerdir ve melatonin i¢in subnanomolar afiniteler

sergilemektedir (Dubocovich ve ark. 2005).

Diger birgok G proteine bagl reseptér (GPCR) gibi, melatonin reseptorleri
potansiyel olarak hiicre dis1 N-terminallerinde glikosile edilmislerdir. Fonksiyonel
diizenlemeleri igeren hiicre i¢i C terminali kuyruklarinda PKC, kazein kinaz 1 ve 2

ve PKA fosforilasyon bdlgeleri bulunmaktadir (Dubocovich ve ark.2005).
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2.3.2.2. Melatonin reseptorleri sinyallesmesi

Melatonin reseptorleri i¢in sinyal iletim yollari, farkli dokular ve hiicre tipleri
arasinda degislik gostermektedir (Von Gall ve ark. 2002; Witt-Enderby ve ark,
2003). Rekombinant melatonin reseptorleri kullanilarak MT1’in AC inhibisyonuna
ve PLC-B aktivitesine aracilik eden farklt G proteinlerine baglandig1 gosterilmistir.
Boylece, MT1 aktivasyonu, Gie, Gig Ve Ge(Brydon ve ark. 1999) ve Gy, Gg, Ve
Guis (Ho ve ark. 2001; Chan ve ark. 2002) dahil olmak iizere c¢ok g¢esitli G
proteinlerinin aktivasyonuna yol agmaktadir. Bu sistemlerin bazilarinda, melatonin,
PKA aktivitesinde (Morgan ve ark. 1994) ve niikleer faktor CREB fosforilasyonu
(cAMP yanit elementi baglayan protein) azalmalar da dahil olmak tlizere (McNulty
ve ark. 1994) cAMP sinyal iletim kaskadinda (Niles ve Hashemi 1990; Brydon ve
ark. 1999) engelleyici etkilere sahiptir. Hipofiz PT'sinde (pars tuberalis) MT1
aktivasyonunun ana etkisi, CAMP birikimini inhibe etmektir (Morgan ve ark. 1994).
Bununla birlikte, klonlanmis MT1 ile transfekte edilmis COS-7 hiicrelerinde (Chan
ve ark. 2002) ve insan nevroblastoma SH-SY5Y hiicrelerinde (Schuster ve ark. 2005)
melatonin cAMP'nin uyarilmasina neden olmustur. Bu mekanizma tam olarak
tanimlanmis olmamasima ragmen, bu uyarict etkinin G; veya Gs proteinleri ile
etkilesimden bagimsiz oldugu ve gecici olarak bir Ca*2-CaM sinyal iletim yolu ve c-
Jun N-terminal kinaz aktivasyonu ile iliskili oldugu ileri stiriilmiistiir (Chan ve ark.
2002; Schuster ve ark. 2005).

MT?2, fosfoinositid tiretimi, AC’1n inhibisyonu ve ¢oziinebilir GC yolaginin
inhibisyonu (Boutin ve ark. 2005) dahil bir dizi sinyal iletim yoluna baglanmustir.
Insan MT2 ile transfekte edilen NIH3T3 hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda
melatoninin cAMP sentezini inhibe ettigi bulunmustur (Reppert ve ark. 1995; Jones
ve ark. 2000). Ote yandan insan iyi huylu ve prostat kanseri hiicrelerinde melatonin,
muhtemelen G protein sinyallesmesine (RGS) diizenleyici etkileri yoluyla cGMP
(siklik 3°,5’-siklik guanozin monofosfat) diizeylerinde bir artis ile iligkilendirilmistir
(Gilad ve ark. 19973, 1998a).

Melatonin sican hipotalamusunda ve tavsan retinasinda uyarilan DA
salmimini inhibe etmistir (Zisapel ve Laudon 1982; Dubocovich 1983; Zisapel
2001b). Bu inhibisyon uyarilmis doku tarafindan Ca* alimmin bastirilmasi ile

iliskilendirilmistir (Zisapel ve Laudon 1983; Vacas ve ark. 1984). Hipotalamusta
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melatoninin Ca*? alimma iki yonlii etkisi, giiniin farkli zamanlarinda belgelenmistir
(Rosenstein ve ark. 1991). MT1 aktivasyonu ayni1 zamanda sitozolik Ca*? ve inositol
fosfat birikimini gegici olarak yiikseltmektedir (Brydon ve ark. 1999; Roka ve ark.
1999).

Amfibi dermal melanoforlarinda melatonin, bogmaca toksinine duyarli G
proteini araciligiyla melanin hareketini etkilemis (White ve ark. 1987) ve bu pineal
hormon cAMP birikimini azaltmistir (Abe ve ark. 1969). Yiiksek konsantrasyonda
melatonin reseptorleri iceren alanlarin belirlenmesi, endojen MT’leri tarafindan
aktive edilen sinyal iletim yolaklarinin incelenmesine olanak vermistir. Bu
caligmalar, kiiltiirdeki hiicrelere transfeksiyon yoluyla getirilen rekombinant

MT’lerinin ¢aligmalar1 ile tamamlanmislardir.

PT'de, pineal hormonun baskin hiicresel etkisi, forskolin ile stimiile edilen
cAMP birikimini inhibe etmistir (Carlson ve ark. 1989; Morgan ve ark. 1989;
Vanecek ve Vollrath 1989).Melatoninin bu etkisi, G; proteinine baglanan pertussis
(bogmaca) toksinine duyarhidir (Carlson ve ark. 1989; Morgan ve ark. 1996).
Bununla birlikte kolera toksine duyarli bir bilesen, G, proteini ile baglanarak
forskolinle uyarilan cAMP birikimini inhibe etmistir (Morgan ve ark. 1995).
Forskolin, AC’1n farmakolojik aktivatoriidiir. Aslinda, melatonin cAMP'ye duyarh
genlerin bir transkripsiyonal aktivatorii olan CREB fosforilasyonunu inhibe etmistir
(McNulty ve ark. 1994; Kopp ve ark. 1997; von Gall ve ark. 1998, 2000).
Melatoninin SCN'deki PLC aktivitesini etkiledigi de bildirilmistir (McArthur ve ark.
1997; Hunt ve ark. 2001). Bu son derece hizli cevabin farmakolojik
karakterizasyonuna dayanarak, bir MT2’nin aracilik ettigi goriilmektedir (Hunt ve

ark. 2001).

Rekombinant insan MT1’in uyarilmasi, sadece forskolin ile indiiklenen
CAMP birikiminin inhibe edilmesini degil, ayn1 zamanda prostaglandin F2a'nin
indiikledigi arakidonat salimmini ve fosfoinositid hidrolizi de giiglendirmistir
(Godson ve Reppert 1997; Brydon ve ark. 1999; Roka ve ark. 1999). Ayrica, MT1
aktivasyonu, sitozolik Ca* iyonu konsantrasyonunda ve inositol fosfat birikiminde
gegici bir yiikselmeye neden olmustur (Brydon ve ark. 1999; Roka ve ark. 1999).
Kopresipitasyon deneyleri, MT1’in Giz, Gi3 ve Ggu1 proteinlerine baglandigini

gostermistir (Brydon ve ark. 1999). MT1 reseptorlerini stabil olarak ifade eden hiicre
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hatlarinda, bu diferansiyel G proteini baglanmasinin islevsel 6nemi daha net
belirlenmistir. Gj; ve Giz proteinleri, pertussis toksini duyarli bir mekanizma yoluyla
AC inhibisyonuna aracilik ederken, pertussis toksine duyarsiz Gg11 proteini PLC-B’y1
aktivite etmek icin baglanmistir (Brydon ve ark. 1999; Roka ve ark. 1999).

MT1’de oldugu gibi, rekombinant MT2 de pertussis toksine duyarli G
proteini aracilifiyla AC aktivitesini inhibe etmek igin baglanmistir (Reppert ve
ark.1995a). Ayrica rekombinant MT2 (ancak MT1 degil) aktivasyonu, ¢dziinebilir
GC yolagi araciligiyla cGMP seviyelerini de inhibe etmektedir (Petit ve ark. 1999).

Melatonin reseptorlerinin aktivasyonu, heterotrimerik G proteinlerinin
ayrismasina yol agmis ve G, altbirimi ve Gg, kompleksi bdylece ¢esitli downstream
efektorleriyle etkilesime girmistir. MT’leri bogmaca toksini (PTX) duyarli G
proteinleri (Gyi, ve Ggis izoformlar1) vasitasiyla Oncelikli olarak AC engeller
(Brydonve ark.1999). cAMP'deki diisiis, daha sonra PKA aktivitesini ve niikleer
faktor CREB fosforilasyonunu bastirir. Melatoninin AC/cAMP yolu ile clock
genekspresyonu ritmik diizenlenmesinde rolii oldugu gosterilmistir (Masana ve
Dubocovich2001).Melatonin kaynakli sinyal kaskadi, fosforile CREB olusumunda
pituiter AC aktive edici peptid etkisine karst SCN'nin sirkadiyen ritmini modiile

edebilmektedir (Jin ve ark. 2003).

Gi'ye baglh MT, cAMP'ye bagimli sinyalizasyona ilaveten, sinyal yayilimi
icin PTX'e duyarsiz G, G, ve Gsg'y1 kullanabilir (Chan ve ark. 2002). Melatonin, Gq
baglanmas1 veya Gi'nin By alt birimlerinin ayrismasi yoluyla PLC aktivitesini uyarir,
PIP,’yi DAG ve IPs'a déniistiiriir. Ikinci habercilerin yiiksek seviyesi, kalmodulin
kinazlar (CaMK) araciligiyla PKC ve Ca*? sinyalini aktive ettigi ve bdylece ERK,
JNK ve p38 de dahil olmak iizere mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) kaskadini
uyardigi belirlenmistir (Kyriakis ve ark.1994).

Hematopoetik hiicrelerde MT1 ve Gig'min varligi, hematopoietik gelisim ve
immiin regiilasyonda melatonin sinyalizasyonunun oO6nemli bir rol oynadigim
diistindiirmiistiir. Aslinda, melatonin sitokin {iretimini diizenleyebilir ve melatonin
IL-2 indiiksiyonu ile IL-6 aracili monosit aktivasyonunu tetikleyerek T yardimci

hiicreleri aktive ettigi bildirilmistir (Garcia-Maurifo ve ark. 1997).
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2.3.2.3. Melatonin reseptorleri ve kontraksiyon

Islevsel olarak MT1 ve MT2'nin farkli fizyolojik rolleri vardir. MT1 lerin
aktivasyonu  vazokonstriksiyona  sebep  olurken = MT2’lerin  aktivasyonu
vazodilatasyona yol agmaktadir (Pandi-Perumal ve ark. 2008). Bunlara ilaveten
MTI1, melatoninle diizenlenmis kardiyak vazokonstriksiyona aracilik etmesine karsin
(Liu ve ark. 1997; Masana ve ark. 2002; Jin ve ark. 2003), MT2 kalp damarlarini
genigletir ve inflamasyonun yani sira immiin yanitlart modiile etmistir (Drazen ve

Nelson 2001; Drazen ve ark. 2001; Jin ve ark. 2003)

MTT1 diger iyon akislarini ve spesifik iyon kanallarin1 da diizenleyebilmistir.
Ca'? ile aktive edilmis K* kanali (BKcs)’min inhibisyonu, MT1’e bagli
vazokonstriktor etkilerinin temelini olusturmustur (Geary ve ark. 1997, 1998). Bu
durumda kanal blokaji, BKc, kanallarini fosforile eden cAMP-PKA yolagindaki bir
azalmadan kaynaklanabilir. Ice dogrultucu K* kanallar1 (Kir), melatonin i¢in bir
baska potansiyel hedeftir. Xenopus oositlerinde (Nelson ve ark. 1996) veya AtT20
hiicrelerinde (Nelson ve ark. 2001) ekspre edilen MT1, G; proteinlerinin Py alt
birimlerini igerebilen bir PTX’e duyarli mekanizma araciligiyla GIRK’n1 (Kir3 ice
dogrultucu K* kanallar) aktive etmistir. Kir3 kanallar1 aktivasyonunun melatonin
aractli K" iletkenlik artislarinin temelini olusturabilecegi ileri siiriilmiistiir (Jiang ve
ark. 1995) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3.Mesane islevinin diizenlenmesinde rol oynayan PKC sinyal yollar1 (Joseph ve Anna
2015).

2.3.2.4. Melatonin reseptor agonistleri

Klonlanmis MT’lerinin varligina baglh olarak, giiniimiizde genis bir agonist

ve antagonist dizisi bulunmaktadir (Delagrange ve ark. 2003).

e Ramelteon (Rozerem©, Takeda, Japonya; TAK-375): Secici olmayan
(MT1/MT2) bir melatonin reseptdr agonistidir.

e Circadin (Circadin©, Neurim, Israil ve UK): Melatonin kontrollii salim
tabletleridir.

e TIK-301: Melatonerjik agonist ve serotonerjik antagonist bir ilagtir.

e Tasimelteon (Hetlioz, Vanda Pharmaceuticals, ABD): 24 saatlik uyku-
uyanma bozuklugunun tedavisi i¢cin Ocak 2014'te FDA tarafindan onaylanmustir.

e Agomelatin (Valdoxan©, Servier, Fransa: S20098): Secici olmayan

(MT1/MT2) melatonin reseptor agonisti ve serotonerjik 5-HT,. antagonistidir.
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Avrupa Ilag Ajansi tarafindan 2008 yilindaeriskinlerde major depresyonun
tedavisi i¢in onaylanmistir (de Bodinat ve ark. 2010; Hardeland 2012;Comai ve
Gobbi 2014). Anksiyolitik ve antidepresan etkilere sahip bildirilen ilk melatonerjik
ilagtir (Pandi-Perumal ve ark. 2008). Agomelatinin yar1 émrii 1-2 saattir (Hardeland
ve ark.2012). 5HT,'nin inhibisyonu dogrudan antidepresan etkisinden sorumludur
(Millan ve ark. 2003). Agomelatin'in avantaji, antidepresan etkisinin daha iyi olmasi
degil, antidepresan etkileri ile birlikte uyku iizerinde iyilestirici etkisi olmasidir.
Aslinda, konvansiyonel antidepresanlar  genellikle uyku  bozukluklarmi
tetiklemislerdir (Hardeland ve ark. 2012). Agomelatin temelde CYP1Al, CYP1A2
ve CYP2C9 tarafindan metabolize edilmektedir (Hardeland 2009).

2.3.2.5. Melatonin reseptor antagonistleri

Bazi segici ilaglar tanimlanmis olmasina ragmen, genel olarak hicbir ilag
sadece bir MT alt tipini baglamaz. Onemli Melatonin antagonist farmasotik
maddeleri asagidaki sekildedir;

o Luzindol: Rekabet¢i MT2 antagonisti

J S29434: En kuvvetli QR2 inhibitorii ve MT3 ligand1 (Ferry ve ark.
2010).

. 4P-PDOT: MT2 segici ligandi (Dubocovich ve ark. 2003).Sican

SCN'sinde, ndronal atesleme hizi, 4P-PDOT sinyali araciligiyla PKC'yi aktive ederek
ortaya ¢ikmaktadir. Bu hipotezi desteklemek i¢in hem luzindol hem de 4P-PDOT
melatonin ile PKC aktivasyonunu tamamen antagonize etmistir (Godson ve Reppert,

1997; Sugden ve ark. 1999).
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3. GEREC VE YONTEM

Yapilan galisma, Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden temin edilen deney hayvanlari ile Necmettin
Erbakan Universitesi Meram T1p Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda
gerceklestirildi. Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 2016-035
karar1 ile onaylanarak Necmettin Erbakan Universitesi BAP birimi tarafindan

141418003 numarali proje ile desteklendi.

3.1. Deney Hayvanlarimin Bakim Ve Beslenmeleri

Calismada Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nden temin edilen, 200-250 g agirliginda 24 adet
Wistar cinsi disi sigan kullanildi. Siganlar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamda,
20+2°C oda sicakliginda, nem oran1 %50+5 olan, iyi havalandirilan (15 kez/saat
%100 temiz hava) plastik kafeslerde tutuldu. Hayvanlar cam siselerdeki ¢esme

suyuyla ve pelet seklindeki 6zel sigan yemleriyle beslendi (Tablo 3.1).

Sigan Beslenmesinde Kullanilan Yemin Igerigi

Bugday 150 ¢
Misir 100 g
Arpa 270 ¢
Kepek 80¢g
Soya 294 ¢
Balik Unu 809
Tuz 64
*Kavimix VM 23-Z 2g
Methionin 29
**DCP 16 g

*1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0.8 mg K3, 0.8 mg B1, 2.4 mg B2, 1.2 mg B6,
0.006 mg B12 vitaminleri, 16 mg Nikotin amid, 3.2 mg Cal. D. Panth., 0.32 mg Folik asid, 0.02 mg D-
Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0.8
mg I, 0.2 mg Co, 0.06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

**06 18 fosfor, %25 kalsiyum, %0.2 flor’dan olusur.

Tablo 3.1. Kullanilan sigan yeminin igerigi (g/kg).
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3.2. Krebs Soliisyonu

Krebs soliisyonu in vivo ortamdaki fizyolojik sartlarin devamliligini belli
dlciilerde in vitro ortamda da saglayan bir ¢ozeltidir. Icerigi itibariyle mesane
destrusor diiz kas hiicrelerinin kasilabilirlik 6zelliklerini in vitro olarak
siirdiirebilmelerine optimal diizeyde imkan saglamaktadir. Deneyler Oncesinde

giinliik hazirlanan Krebs soliisyonu pH 7.4 e ayarlanarak kullanildi (Tablo 3.2).

Krebs — Henseleit Tampon Soliisyonu Igerigi

NaCl 118 mM/L
KCI 4,7 mM/L
MgSO, 1,2 mM/L
Glikoz 1,5 mM/L
CaCl, 2,4 mM/L
KH,PO, 1,18 mM/L
NaHCO; 15,8 mM/L
EDTA 0,016 mM/L

Tablo 3.2. Krebs soliisyonu igerigi mM/L olarak yukaridaki konsantrasyonlarda hazirlanmig
olup pH 7.4’e ayarlanmustir.

3.3. izole Organ Banyosu Sistemi

Calismada kullanilan izole organ banyosu, mesane dokusundan hazirlanan
diiz kas seritlerinin in vitro ortamda canliligin1 siirdiirmenin yaninda maruz kaldig
kimyasal maddelere karsi biyolojik aktivitelerini tespit etmek i¢in kullanildi. Mevcut
sistemde dort ayr kas seridi ile ayn1 anda calisilabilmektedir (Sekil 3.1). Sistemin

tiniteleri asagidaki sekildedir:
1. Organ banyosu
2. 0,-CO; karisim tlipti
3. Termostatli dolagim pompasi
4. Amplifikator

5. Kayit linitesi
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Sekil 3.1. izole organ banyosu sistemi.

3.3.1. Organ Banyosu

Cift ¢eperli yapiya sahip olan izole organ banyosu sistemi (MAY I0BS 99),
hazneler, depo, stant ve s1vi-gaz tasima aparatlarindan olusmaktadir. Mevcut sistem,
10 ml hacimde dort adet hazne ayni anda kullanilabilecek sekilde tasarlanmigtir.
Hazneler de tiim sistem gibi ¢ift ceperli yapidadir. Haznelerin dis c¢eperinde
termosirkiilatérde 1sitilmis distile su sirkiile olmaktadir. I¢ ceperde ise Krebs
sollisyonu yer alir. Mesane seritlerinin bir ucu hazne i¢inde digeri hazne disinda
bulunan iki g¢engel arasina ipek iplik araciligiyla asilmaktadir. Seritlerin

yerlestirildigi i¢ ¢eperde biitiin deneysel uygulamalar gergeklestirilmektedir.

Krebs soliisyonunun depolandigi kisim da ¢ift ¢eperlidir. Ceperler arasinda
bulunan termosirkiilerden gelen distile su depo halindeki Krebs soliisyonunu gerekli

sicaklikta tutmaktadir. Buradaki soliisyon istenilen miktarda kullanilmaktadir.

Sivi-gaz tasima aparatlar1 ise Krebs soliisyonunun tiim organ banyosu

boyunca dolagimini ve gaz karisiminin haznelere ulasmasini saglamaktadir.

3.3.2. 0,-CO;, Kanisim Tiipii (HABAS)

Diiz kaslarin in vitro ortamda kasilabilmesi i¢in gerekli olan gaz karisimi

optimal olarak %95 O, ve %5 CO,’den olugmaktadir. Organ banyosunda g¢alisma
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yapildig1 siire boyunca haznenin alt bolgesindeki giristen %95 O, ve %5 CO,

karisimiyla haznedeki Krebs soliisyonu stirekli olarak gazlandirilmistir.

3.3.3. Termostath Dolasim Pompasi

Termostatli dolasim pompasi, igerisinde bulunan distile suyu istenen sicakliga
ayarlayarak izole organ banyosunun ¢ift ¢eperli biitiin boliimlerinde sirkiile olarak

1sinmasini saglayan bir cihazdir.

3.3.4. Amplifikator

Transduserden alinan elektriksel sinyalleri amplifiye ederek (biiyliterek) data
analiz sistemine aktarir. Elektriksel sinyaller orjinal trasedekilerle uyumlu genlik

parametreleri olarak kayit sistemine iletilir.

3.3.5. Kayit Unitesi

Veri kayit ve analiz sistemi bilgisayar ve yazilim programindan olugsmaktadir.
Kayut iinitesinde, organ banyosundaki diiz kas seritlerinin kasilmalarinin olusturdugu
genlik parametreleri eszamanli olarak kaydedilmektedir. Bu kayitlar daha sonra
analiz edilerek, her bir kas seridinde kimyasal madde uygulamalarindan once ve

sonraki siirelerde ortaya cikan kasilma parametreleri genlik olarak belirlenmistir

(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. izole organ banyosu kayit sisteminde kontraksiyonlarin gériintiilenmesi ve

kaydedilmesi.
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3.4. Mesane Seritlerinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan sicanlarin bakim ve beslenme sartlarina herhangi bir
kisitlama yapilmadi. Calismada Wistar cinsi 8 — 20 haftalik, 200 — 250 g aras1 24
adet disi sican kullanildi. Servikal dislokasyon yontemi ile siganlar 6tenazi edildi.
Medyan hattan abdomen dikkatlice acildi ve mesane c¢ikarilarak igerisinde Krebs
sollisyonu bulunan petri kabina alindi. Mesane cevresinde bulunan bag dokular
temizlendi. Daha sonra mesane boyun kismindan apex yoniinde longitudinal bir kesi
ile agilarak mesaneden vertikal yonde 2X10 mm ebadinda iki kas seridi hazirland

(Ayar ve ark. 2001). Hazirlanan seritler ipek iplerle baglandi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Mesane diiz kas seritlerinin hazirlanmasi

Hazirlanan mesane diiz kas seritleri %95 O, ve %5 CO; ile gazlandirilan
Krebs soliisyonu igeren organ banyosu haznesine alt ucu banyo tabaninda yer alan

celik gengele, iist ucu ise transdusere sabitlenen ¢elik ¢engele yerlestirildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. izole organ banyosuna yerlestirilmis mesane diiz kas seridi

3.5. Agomelatinin Hazirlanmasi

Calismada agomelatin (Pcode:2415 Sigma, USA) kullanildi. 42.5 mg
agomelatin 10 ml distile suda eritildi. Hazirlanan ¢6zelti vortekste karistirilarak
cozdiiriildii. Agomelatin ¢ozeltileri kiiglik plastik ependorf tiiplere ayrilarak organ
banyosuna uygulanana kadar +4°C’de saklandi. Agomelatini ¢ézmek icin kullanilan
cozelti ACh (Pcode:3050 Sigma, USA) ile indiiklenmis kasilmalara uygulandi.

Coziicliniin kontraksiyonlar tizerinde etkisiz oldugu gézlemlendi.
3.5.1. Agomelatin Uygulamasi I¢cin Deney Protokolii

Deneylerde sicanlardan elde edilen mesane seritleri kullanildi. 8 hayvandan
cikarilan sgeritlere 2 farkli protokol halinde uygulamalari yapildi. 1. protokolde
spontan kasilmalar iizerine yalnizca 10° M ACh ¢ozeltisi uygulandi. 2. protokolde
ise, 10°M ACh cozeltisi ile indiiklenen kasilmalar iizerindeki agomelatin etkisi test
edildi. Her iki protokol grubundaki hayvanlar hergiin sabah ayni saatlerde dekapite
edildi (08:00-10:00). Dekapite edilen si¢anlarin median hattan abdomen boélgeleri
acgilarak mesaneleri hizli ve dikkatli bir sekilde c¢ikarildi. Alinan mesane doku
ornekleri, igerisinde Krebs soliisyonu bulunan petri kaplarina alindi. Mesanelerden
2X10 mm boyutunda kesitler hazirlandi. Hazirlanan kesitler izole organ banyosunda
bulunan cam haznelerin igindeki diizenege 1 g gerim uygulanarak yerlestirildi ve
izometrik kasilmalar kaydedildi. Uygulanan gerim diizeyi biitiin deney periyodunda

sabit tutuldu.
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Birinci protokolde 15 dakikada bir yikama yapilarak yaklasik olarak 45
dakikalik bir uyum periyodu sonrasinda spontan olarak kasilan mesane stripleri 107
M ACh ¢ozeltisi ile indiiklendi. Protokole islem siiresince miidahale edilmedi. ikinci
protokolde ise her bir sigandan alinan stripler yerlestirildikten sonra, organ
banyosunda yine 15 dakikada bir yikama yapilarak yaklasik olarak 45 dakikalik bir
uyum periyodu sonrasinda spontan olarak kasilan mesane stripleri 10° M ACh
cozeltisi ile indiiklendi. Kasilmalarin olusturdugu platonun gézlenmesini takiben bes
dakika arayla ve sirasiyla 10 M, 107 M, 10° M, 10° M, 10™* M, 10 M agomelatin

kiimiilatif olarak ilave edildi. Olusan etki kayit altina alindu.

Kasilmalarin genlik (g) parametreleri aritmetik ortalama (AO) + standart hata

(SH) degerleri olarak belirlendi.

3.6. Melatoninin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan melatonin (Pcode:1001445325, Sigma, USA) 23 mg 1
ml etil alkolde (Pcode:32205, Sigma, USA) eritildi. Hazirlanan ¢ozelti vortekste
karistirilarak ¢ozdiirtildii. Melatonin ¢ozeltileri hemen uygulama 6ncesi hazirlandi ve
hazirlanan c¢ozeltiler kiiglik plastik ependorf tiiplere ayrilarak organ banyosuna
uygulanana kadar -20°C’de saklandi. Melatonini ¢dzmek icin kullanilan etil alkol
ACh (Pcode:3050 Sigma, USA) ile indiiklenmis kasilmalara uygulandi. Coziiciiniin

kontraksiyonlar tizerinde etkisiz oldugu gozlemlendi.
3.6.1. Melatonin Uygulamasi i¢in Deney Protokolii

Deneylerde sicanlardan elde edilen mesane seritleri kullanildi. 8 hayvandan
¢ikarilan seritlere 3 farkli protokol halinde uygulamalari yapildi. 1. protokolde
spontan kasilmalar tizerine yalnizca 10° M ACh ¢6zeltisi uygulandi. 2. protokolde
10 M ACh ¢ozeltisi uygulanan kas seritlerine melatoninin ¢dziiciisii olan etil alkol
uygulandi. 3. protokolde ise, 10° M ACh ¢ozeltisi ile indiiklenen kasilmalar
tizerindeki melatonin etkisi test edildi. Her iki protokol grubundaki hayvanlar hergiin
sabah ayni1 saatlerde dekapite edildi (08:00-10:00). Dekapite edilen siganlarin median
hattan abdomen boélgeleri agilarak mesaneleri hizli ve dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.
Alman mesane doku ornekleri, icerisinde Krebs soliisyonu bulunan petri kaplarina

alindi. Mesanelerden 2X10 mm boyutunda kesitler hazirlandi. Hazirlanan kesitler
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izole organ banyosunda bulunan cam haznelerin igindeki diizenege 1 ¢ gerim
uygulanarak vyerlestirildi ve izometrik kasilmalar kaydedildi. Uygulanan gerim

diizeyi biitiin deney periyodunda sabit tutuldu.

Birinci protokolde 15 dakikada bir yikama yapilarak yaklasik olarak 45
dakikalik bir uyum periyodu sonrasinda spontan olarak kasilan mesane stripleri 107
M ACh c¢ézeltisi ile indiiklendi. Protokole islem siiresince miidahale edilmedi. Ikinci
protokolde her bir sigandan alinan stripler yerlestirildikten sonra, organ banyosunda
15 dakikada bir yikama yapilarak yaklasik olarak 45 dakikalik bir uyum periyodu
sonrasinda spontan olarak kasilan mesane stripleri 10° M ACh ¢ozeltisi ile
indiiklendi. Kasilmalarin gézlenmesinden 20 dakika sonra ve 15 dakika arayla 1, 10,
100, 250 ul etil alkol kiimiilatif olarak ilave edildi. Ugiincii protokolde ise her bir
sigandan alinan stripler yerlestirildikten sonra, organ banyosunda yine 15 dakikada
bir yikama yapilarak yaklasik olarak 45 dakikalik bir uyum periyodu sonrasinda
spontan olarak kasilan mesane stripleri 10° M ACh ¢bozeltisi ile indiiklendi.
Kasilmalarin gozlenmesinden 20 dakika sonra ve 15 dakika arayla 0.01 mM, 0.1
mM, 1 mM, 2.5 mM melatonin kiimiilatif olarak ilave edildi. Olusan etki kayit altina

alindi.

Kasilmalarin genlik (g) parametreleri aritmetik ortalama (AO) + standart hata
(SH) degerleri olarak belirlendi.

3.7. 4P-PDOTun Hazirlanmasi

Calismada 4PPDOT (Pcode:22415, Sigma, USA) kullanildi. 14 mg 4PPDOT
1 ml dimetil siilfoksit (DMSO)‘de (Pcode:101600818, Sigma, USA) eritildi.
Hazirlanan ¢o6zelti vortekste karistirilarak  ¢ozdiiriildii. Hazirlanan 4PPDOT
cozeltileri kiiciik plastik ependorf tiipe alinarak organ banyosunda uygulanana kadar
-20 °C’de saklandi. 4PPDOT’u ¢dzmek icin kullanilan DMSO miktar1 ACh ile
indiiklenmis kasilmalara uygulandi. Coziiciiniin kontraksiyonlar iizerinde etkisiz

oldugu gozlemlendi.
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3.7.1. 4P-PDOT Uygulamasi I¢cin Deney Protokolii

Deneylerde siganlardan elde edilen mesane seritleri kullanildi. 8 hayvandan
cikarilan seritlere 2 farkli protokol halinde uygulamalari yapildi. 1. protokolde
spontan kasilmalar tizerine yalnizca 10° M ACh ¢dzeltisi uygulandi. 2. protokolde
10° M ACh coOzeltisi uygulanan kas seritlerine 4P-PDOT ¢oziiciisii olan DMSO
uygulandi. 3. protokolde ise 10°M ACh ¢ozeltisi ve 2 mM melatonin ile indiiklenen
kasilmalar {izerine 4PPDOT etkisi test edildi. Her iki protokol grubundaki hayvanlar
hergiin sabah ayn1 saatlerde dekapite edildi (08:00-10:00). Dekapite edilen siganlarin
median hattan abdomen bolgeleri acilarak mesaneleri hizli ve dikkatli bir sekilde
cikarildi. Alinan mesane doku o6rnekleri, igerisinde Krebs soliisyonu bulunan petri
kaplarina alindi. Mesanelerden 2X10 mm boyutunda kesitler hazirlandi. Hazirlanan
kesitler izole organ banyosunda bulunan cam haznelerin i¢indeki diizenege 1 g gerim
uygulanarak yerlestirildi ve izometrik kasilmalar kaydedildi. Uygulanan gerim

diizeyi biitiin deney periyodunda sabit tutuldu.

Birinci protokolde 15 dakikada bir yikama yapilarak yaklasik olarak 45
dakikalik bir uyum periyodu sonrasinda spontan olarak kasilan mesane stripleri 107
M ACh ¢ozeltist ve 2 mM melatonin ile indiiklendi. Protokole islem siiresince
miidahale edilmedi. Ikinci protokolde her bir sicandan alman stripler yerlestirildikten
sonra, organ banyosunda 15 dakikada bir yikama yapilarak yaklasik olarak 45
dakikalik bir uyum periyodu sonrasinda spontan olarak kasilan mesane stripleri 107
M ACh ¢ozeltisi ve 2 mM melatonin ile indiiklendi. Kasilmalarin gdzlenmesinden 10
dakika sonra 10 dakika arayla 0.8 ve 8 ul DMSO kiimiilatif olarak ilave edildi.
Uciincii protokolde ise her bir sigandan alinan stripler yerlestirildikten sonra, organ
banyosunda yine 15 dakikada bir yikama yapilarak yaklasik olarak 45 dakikalik bir
uyum periyodu sonrasinda spontan olarak kasilan mesane stripleri 10° M ACh
¢ozeltisi ve 2 mM melatonin ile indiiklendi. Kasilmalarin gézlenmesinden sonra 10
dakika sonra 10 dakika arayla 0.01 mM, ve 0.1 mM 4PPDOT kiimiilatif olarak ilave
edildi. Olusan etki kayit altina alindu.

Kasilmalarin genlik (g) parametreleri aritmetik ortalama (AO) + standart hata

(SH) degerleri olarak belirlendi.
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3.8. istatistiksel Metot

Calismada gerekli olan istatistikler icin SPSS 18.0 paket programi kullanildi.
Sayisal degiskenler ortalama (AO) + standart hata (SH) seklinde verildi. Sonuglarin
degerlendirilmesinde Friedman Testi kullanildi. Ayrica sonuglara iligkin degerler
grafikler ile gorsellestirildi. Genlik degiskenlerinin tekrarli 6l¢iim degerlerini
karsilastirmak igin Friedman iki Yénli Varyans Analizi kullanildi. Farkliliklarin

anlamli ¢gikmasi tizerine (Post-Hoc) yapildi. p<0.01 degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Yapilan ¢alismada Agomelatin, Melatonin ve 4PPDOT olmak iizere {i¢ grup

vardir.
4.1. Agomelatin Protokol Grubu Bulgular:

Mesane seritleri Krebs soliisyonu i¢eren organ banyosuna yerlestirildikten
sonra, gerime bagli olarak spontan kasilmalar olustu. Bu kasilmalar belirli bir siire
takip edildi. Daha sonra agomelatinin mesane kasilmalar1 {izerindeki olasi etkisini
belirlemek amaciyla 10° M konsantrasyonda Agomelatin deneme amagch olarak
hazneye uygulandi. Uygulamayr takiben kasilmalarin genliginde belirgin
azalmaortaya ¢iktl. Ayni sartlarda tekrarlanan uygulama benzer sonu¢ gosterdi. Bu
bulgular sonucunda agomelatinin mesane kasilmalar1 {izerinde baskilayic1 etkiye

sahip oldugu gorildi.

Tim bu deneme c¢alismalarindan sonra esasi teskil eden protokoller
uygulandi. Organ banyosu haznesine yerlestirildikten sonra 15 dakikada bir yikama
yapilarak yaklasik olarak 45 dakikalik bir uyum periyodu sonrasinda spontan olarak
kasilan mesane stripleri 10°M ACh ¢ézeltisi ile indiiklendi. Kontrol grubunun genlik
parametreleri kaydedildi. Kontrol grubunun (n=7) genlik parametreleri sirasiyla
1848.174+158.307; 1789.860+134.837; 1755.679+125.996; 1688.680+119.615;
1620.979+£106.238; 1575.246+99.368; 1535.670+102.518 mg olarak belirlendi.
Agomelatinin etki ettigi konsantrasyonu belirlemek i¢in spontan olarak kasilan
mesane stripleri 10° M ACh ¢ézeltisi ile indiiklendikten sonra bes dakika arayla ve
sirastyla hazneye 10 M, 107 M, 10° M, 10° M, 10* M, 10° M agomelatin
kiimiilatif olarak ilave edildi. Olusan etki kayit altina alindi. Agomelatin gurubunun
(n=7) genlik  parametresi ise  2396.049+158.307;  2177.959+134.837,;
2089.370£125.996; 1996.040+£119.615; 1854.039+£106.238; 1707.223+99.368;
1506.999+102.518 mg seklinde olup 10* M ve 10° M konsantrasyonlarinda anlamli
bir inhibisyon (p<0.01 ve p<0.001 sirasiyla) gozlendi. Elde edilen bulgularla
Agomelatinin mesane kasilmalar1 lizerinde baskilayict etkiye sahip oldugu gorildii
(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Agomelatin protokol grubunda ACh ile indiiklenmis mesane kasilmalarinin genlik

iizerine etkisi (0:ACh ile indiiklenme sonrasi kasin spontan kasilmasi, Agomelatin grubunda sirasiyla

10® M, 107 M, 10° M, 10° M, 10™* M, 10°* M agomelatinin kiimiilatif olarak ilavesini gostermektedir,

*p<0.01 ve p<0.001).

Gruplar 0 dk-25 dk 0 dk-30 dk
0.366 0.847
<0.01" <0.001"

Tablo 4.1. Agomelatin deney grubunda ikili p degerlerinin karsilagtirilmas1 (*p<0.01 ve
p<0.001).
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Sekil 4.2. Agomelatin dozlarmin ACh ile indiiklenmis mesane kasilmalarinda genlik iizerine
etkisi (*p<0.01 ve p<0.001).
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Sekil 4.3. Agomelatin dozlarimin ACh ile indiiklenmis in vitro sican mesane diiz kas

kontraktilitesi {izerine etkisini gosteren orijinal trase.

4.2. Melatonin Protokol Grubu Bulgulari

Mesane seritleri Krebs soliisyonu iceren organ banyosuna yerlestirildikten
sonra, gerime baglh olarak spontan kasilmalar olustu. Bu kasilmalar belirli bir siire

takip edildi. Daha sonra melatoninin mesane kasilmalari tizerindeki olasi etkisini
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belirlemek amaciyla 2.5 mM konsantrasyonda melatonin deneme amagli olarak
hazneye wuygulandi. Uygulamayr takiben kasilmalarin genliginde belirgin
azalmaortaya ¢ikti. Ayni sartlarda tekrarlanan uygulama benzer sonu¢ gosterdi. Bu
bulgular sonucunda melatoninin mesane kasilmalari tizerinde baskilayici etkiye sahip
oldugu goriildii. Tiim bu deneme ¢alismalarindan sonra esasi teskil eden protokoller
uygulandi. Kontrol grubu (n=8) ve ¢oziicii grubunun (n=8) genlik parametreleri
sirastyla  1286.33+120.24; 1246,.84+113.22; 1196.49+106.29; 1194.67+108.69;
1200.96+£107.89  ve  1364.66+£139.85;  1318.77+£135.82;  1286.85+136.42;
1294.35+141.26; 1246.16+116.22 mg olarak belirlendi. Son olarak, organ banyosu
haznesine yerlestirildikten sonra 15 dakikada bir yikama yapilarak yaklagik olarak 45
dakikalik bir uyum periyodu sonrasinda spontan olarak kasilan mesane stripleri 107
M ACh ¢ozeltisi ile indiiklendi. Melatoninin etki ettigi konsantrasyonu belirlemek 20
dakika sonra ve 15 dakika arayla hazneye 0.01 mM, 0.1 mM, 1 mM, 2.5 mM
melatonin kiimiilatif olarak ilave edildi. Melatonin gurubunun (n=8) genlik
parametresi ise 1379.18+93.74; 1321.65+£93.60; 1220.47+£95.21; 1059.95+79.40;
735.84+64.70 mg seklinde olup 1 mM ve 2.5 mM konsantrasyonlarinda anlamli bir
inhibisyon (p<0.001) gozlendi. Elde edilen bulgularla melatoninin mesane

kasilmalari iizerinde baskilayici etkiye sahip oldugu gorildii (Sekil 4.4).

45



1400

1200
x
T
Q
9 1000
800

Grup B Kontrol B Etil alkkol B Melatonin

t -
s el F UL, <A F - _
T - - ~g - - --—- —-——-——=-=-=-=-
Y
\
A Y
A Y
- Y
\
£ .
8 N
\
\
~ %
\
Y
Y
Y
0 15 30 45 60
Stre (dk)

Sekil 4.4. Melatonin protokol grubunda ACh ile indiiklenmis mesane kasilmalarinin genlik

tizerine etkisi (0:ACh ile inditklenme sonrasi kasin spontan kasilmasi, Etil Alkol grubunda sirasiyla 1,

10, 100, 250 pl Etil Alkoliin kiimiilatif olarak ilave edilmesini, Melatonin grubunda ise 0.01, 0.1, 1 ve

2.5 mM Melatoninin kiimiilatif olarak ilavesini gostermektedir,*p<0.001).

Gruplar 0 dk-45 dk 0 dk-60 dk 30 dk-45 dk 30 dk-60 dk
0.007 0.009 1.000 1.000
0.652 0.1770 1.000 0.933
<0.001" <0.001" 0.007 <0.001"

Tablo 4.2. Melatonin deney grubunda ikili p degerlerinin karsilastirilmasi (*p<0.001)
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Genlik (mg)

Sekil 4.5. Melatonindozlarinin ACh ile indiiklenmis mesane kasilmalarinda genlik iizerine
etkisi (*p<0.001).

k1234 ach 1006 100 ne

4000.00

2000.00

0.00

2000 L 4

Sekil 4.6. Melatonin dozlarinin ACh ile indiiklenmis in vitro sigan mesane diiz kas

kontraktilitesi lizerine etkisini gosteren orijinal trase.

4.3. 4P-PDOT Protokol Grubu Bulgulari

Mesane seritleri Krebs soliisyonu i¢eren organ banyosuna yerlestirildikten
sonra, gerime bagl olarak spontan kasilmalar olustu. Bu kasilmalar belirli bir siire

takip edildikten sonra esasi teskil eden protokoller uygulandi. Kontrol grubu (n=8) ve
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¢oziici  grubunun (n=8) genlik parametreleri sirasiyla 2018.30+232.72;
1190.87+103.15; 1007.20+£105.90;  943.05£104.01  ve  1720.86+143.79;
1042.754+87.00; 896.48+834.87; 865.19+86.25 mg olarak belirlendi. Son olarak,
organ banyosu haznesine yerlestirildikten sonra 15 dakikada bir yikama yapilarak
yaklasik olarak 45 dakikalik bir uyum periyodu sonrasinda spontan olarak kasilan
mesane stripleri 10° M ACh ve 2mM Melatonin ile indiiklendi. 4P-PDOT etkisini
belirlemek igin 10 dakika sonra 10 dakika arayla 0.01 mM, ve 0.1 mM 4PPDOT
hazneye kiimiilatif olarak ilave edildi. 4P-PDOT gurubunun (n=8) genlik parametresi
ise 2193.474235.08; 1312.83+128.21; 1188.354+84.50; 1005.33+66.28 mg seklinde
olup kontraksiyonlardaki anlamli farklilik yalnizca her ii¢ gruba 2mM melatonin
ilave edildiginde (p<0.001) gozlendi. Elde edilen bulgularla 4P-PDOT’un melatonin
ile indiiklenmis mesane kasilmalari iizerinde etkiye sahip olmadig1 goriildi (Sekil

4.7).
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Sekil 4.7. 4P-PDOT protokol grubunda ACh ile indiiklenmis mesane kasilmalarinin genlik
tizerine etkisi (0:ACh ile indiiklenme sonrasi kasin spontan kasilmasi, 10: 2 mM Melatonin
uygulanmasi, DMSO grubunda sirastyla 0.8 ve 8 ul DMSO’nun kiimiilatif olarak ilave edilmesini, 4P-
PDOT grubunda ise 0.01 ve 0.1 mM 4P-PDOT’un kiimiilatif olarak ilavesini gostermektedir,
*p<0.001).
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Gruplar 0 dk-20 dk 20 dk-30 dk 10 dk-30 dk
<0.001" 0.416 0.408
<0.001" 0.002 0.009
<0.001" 0.630 0.072

Tablo 4.3. 4P-PDOT deney grubunda ikili p degerlerinin karsilastirilmasi (*p<0.001).
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Sekil 4.8. 4P-PDOT dozlarinin ACh ile indiiklenmis mesane kasilmalarinda genlik iizerine
etkisi (*p<0.001).
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Sekil 4.9. 4P-PDOT dozlarinin ACh ile indiiklenmis in vitro sican mesane diiz kas

kontraktilitesi tizerine etkisini gosteren orijinal trase.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yaptigimiz bu ¢alismada, ACh ile indiiklenen in vitro sigan mesanesi diiz kas
kontraktilitesi iizerine melatonin reseptdr agonisti agomelatinile melatonin farkl
dozlarinin ve melatonin ile indiiklenmis mesane dokusuna 4P-PDOT antagonistinin
farkl1 dozlarimin yaptigi muhtemel etkileri ve bu etkilerin hangi mekanizma

tizerinden oldugu arastirildi.

Mesaneden idrar c¢ikisi sirasinda parasempatik kolinerjik sinirlerden ve
tirotelyum icinde bulunan non-noronal hiicrelerden, detrusor kasinda bulunan
muskarinik reseptor tizerindeki bazi bolgelerden ACh salinim1 meydana gelmektedir.
ACh saliniminin sonucu olarak detrusor hiicrelerinde giiclii kontraksiyonlarin
olustugu ifade edilmistir (Abrams ve ark. 2006). ACh salinimi, presinaptik sinir
sonlanmasinda bulunan M;j reseptdrlerinin uyarilmasiyla artarken, M; ve My
reseptorlerinin  uyarilmasiyla azalmaktadir (Chess-Williams 2002). ACh’in
saliverilmesine ayni1 zamanda tirotelyumun gerilmesi de yol agmaktadir. Mesanenin
dolmasiesnasinda iirotelyum belirli bir gerime ulastig1 zaman salinanACh tirinasyon
kontraksiyonlarini baslatmaktadir. ACh, M3 reseptorlerine baglandiginda aktive olan
PLC, IPsolusumuna neden olur. IP3 ise SR’den Ca*?un salinmasia yol agarak
CaM’in korformasyonel degisime ugramasina neden olur.Bu degikislik sonrasi
detrusor kasinda kasilma meydana gelmektedir. Ayrica ACh M; reseptorlerine
baglandiginda zaman, voltaja duyarli Voltaja duyarli L tipi Ca*? kanallarindan
sarkolemmaya Ca* girigini arttirir. Boylelikle mesane diiz kasinin kasilmasina yol

acar (Andersson ve Wein 2004).

Sonug olarak melatonin cAMP ile cGMP’nin hiicre i¢ine birikmesini inhibe
eder (Vanecek ve Klein 1995; Vanecek 1998). Bununla beraber melatonin, AC’nin
farmakolojik aktivatorii olarak bilinen ve cAMP birikimini uyaran forskolin’i inhibe
eder (Carlos ve ark. 1989; Gall ve ark. 2002; Morgan ve ark. 1989; Vanecek ve
Vollrath 1989). Ayrica hem intraseliiler Ca*? salmmuni hemde igeriye dogru olan
Ca'? akisini inhibe ederek intraseliiler Ca™ iyon konsantrasyonunu diigiirmektedir
(Vanecek ve Klein 1995; Vanecek 1998). Bu tez g¢alismasmin bulgularinda da
melatonin ve agomelatinin in vitro mesane diiz kas kontraksiyonlarini belirgin olarak
azalttigin1 gostermektedir. Ayrica melatoninin ACh etkisini inhibe ettigi ¢esitli

deneysel ¢alismalarda bildirilmistir (Garcia-Colunga ve Miledi 1996).
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Velerda ve ark. (2009) farkli dozlarda ACh-indiiklenmis izole goldfish
barsaklarinda melatonin farkli dozlar1 ile yaptiklari ¢alismada 1nM ve {izerinin
kontraksiyonlara inhibe edici etkisi oldugunu gostermektedir. Melatonin ile
indiiklenen in vitro barsak seritleri luzindol ve 4P-PDOT ile muamele edilmistir.
Calismanin sonucunda 10 nmol luzindol ve 1 nmol 4P-PDOTve iizeri dozlarin
melatonin ile inhibisyonu anlamli sekilde geri ¢evirdigini ileri siirmektedir. Ortaya
cikan antgonist etkinin yiiksek hiicre i¢i ve dist Ca™ konsantrasyon seviyelerinde

goriilmesi Ca’™* seviyesinin dnemini gostermektedir.

Ahmed ve ark. (2013) tarafindan sican gastrointestinal kas dokusuyla yapilan
caligmada melatonin ile indiiklenenkasilmasegici olmayan MT1/MT2 antagonisti
luzindol (1 uM) tarafindan engellenmistir, ancak segici MT2 antagonisti 4P-PDOT
(100 nM) tarafindan ve PLC inhibitorii U73122 tarafindan engellenmemistir.

Bu tez caligmasinin bulgulari agomelatinin in vitro mesane diiz kas
kontraksiyonlar iizerinde 6zellikle 10* M ve 10° M konsantrasyonlarinda anlamli
bir (p<0.01 ve p<0.001, sirasiyla) inhibitér etkiye sahip oldugunu gdstermistir.
Melatonin ise 1 mM ve 2.5 mM konsantrasyonlarinda anlamli bir inhibisyona
(p<0.001) yol agmistir. 2mM Melatonin ile indiiklenen 0.01 mM, ve 0.1 mM 4P-
PDOT’un melatonin ile indiiklenmis mesane kasilmalari {izerinde anlamli bir etkiye

sahip olmadig1 goriilmiistiir.

Sonug olarak galismamizda; melatonin ve agomelatin in vitro sigan mesane
diiz kas kontraksiyonlar1 lizerinde belirgin inhibitor etki gostermektedir ve MT2
secici reseptdr antagonisti olan 4P-PDOT melatonin ile indiiklenen kasilmalar
tizerinde anlamli bir etki yapmamustir. Calismamiz sonunda ortaya ¢ikan veriler
melatoninin in vitro sigan mesane kasilmasi tizerine MTI1 araciligiyla etki

edebilecegi ihtimalini kuvvetlendirmektedir.

Calismis oldugumuz kimyasal ajanlarin fizyolojik etkilerinin daha iyi ortaya
konmas1 ve etkinliklerinin net bir sekilde gosterilebilmesi i¢in daha ileri diizeyde

caligmalara ihtiyag vardir.
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