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TESEKKUR
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Mustafa Melih Culha, Dog. Dr. Onder Kara, Dog. Dr. Hasan Yilmaz ve Dr. Ogr. Uyesi
Seyfettin Cift¢i’ ye sonsuz saygilarimi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Uzmanlik egitimim stiresince birlikte calismaktan onur duydugum arastirma gorevlisi
arkadaslarima, ayrica birlikte ¢alistigim tiim hemsire ve klinik personeli arkadaslarima
tesekkiirlerimi sunarim.

Bu ¢alismanin olusumundaki katki ve yardimlari i¢in T1bbi Biyoloji Ana Bilim Dali
Ogretim tliyeleri Prof. Dr. Murat Kasap ve Prof. Dr. Giirler Akpinar, Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dal1 6gretim iiyeleri Prof. Dr. Tijen Utkan ve Prof. Dr. Semil Selcen Go¢mez,
Tibbi Patoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Dog. Dr. Biisra Yaprak Bayrak’a sonsuz
saygilarimi ve slikranlarimi sunarim.

Izole in vitro doku deneylerinin gergeklestirilmesinde biilyiik emegi gecen Ars. Gor.
Giilsen Celebi’ ye, Western Blot deneylerinde katkilar1 i¢in Ars. Gér. Mehmet Sarthan’ a,
deneyler sirasinda bana yardimei olan arastirma gorevlisi arkadaslarim Dr. Isa Ulug, Dr.
Amil Dagidir, Dr. Abdulkadir Bacak ve Ibragim Kaldarov’ a tesekkiirlerimi sunarim.

Uzmanlik tez ¢alismami TTU-2021-2689 no’lu arastirma projesi kapsaminda maddi
acidan destekleyen Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi’ne tesekkiirii bir borg bilirim. Ayrica proje kapsaminda kullanilacak malzemelerin
temininde maddi destek saglayan AYMED Ilag San. ve Tic. Ltd. Sti’ne tesekkiirlerimi ve
saygilarimi sunarim.

Bu giinlere gelmemde emegini ve destegini esirgemeyen sevgili aileme ve tanistigimiz
gilinden beri her zaman yanimda olan, bana sevgi ve destegi ile gii¢ veren sevgili esim Dr.

Ipek Izgin Aver’ ya sonsuz sevgi ve siikranlarimi sunarim.



KISALTMALAR

AAM= Asin1 Aktif Mesane

ACh= Asetilkolin

APF= Anti Proliferatif Faktor

ASIC= Asit Duyarl1 iyon Kanallar1

ATP= Adenozin trifosfat

AUA= Amerikan Uroloji Dernegi

AUSS= Alt Uriner Sistem Semptomlar1
BDNF= Beyin Kaynakl1 Norotrofik Faktor
CGRP= Kalsitonin Gen iliskili Peptit

CRH= Kortikotropin Salgilatict Hormon
CUA= Kanada Uroloji Dernegi

CYP= Siklofosfamid

DAA= Detrusor Asir1 Aktivitesi

DETAB= Deneysel Tip Arastirma Birimi
DKG= Dorsal Kok Ganglionlar1

DMSO= Dimetil Siilfoksit

EAU= Avrupa Uroloji Dernegi

EAU= Elektriksel Alan Uyarisi

ECL= Elektrokemiliiminesans

ESSIC= Avrupa Interstisyel Sistit Caligma Grubu
EYS= Erken Yasam Stresi

FDA= Food and Drug Administration
GAG= Glikozaminoglikan

GAPDH-= Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz
H&E= Hematoksilen-Eozin

HGS= Hipogastrik Sinir

HHA= Hipotalamik hipofiz adrenokortikal
ICI= Uluslararasi Inkontinans Konsiiltasyonu
i.p.= Intraperitoneal

IBS= Irritabl Bagirsak Sendromu

IS/MAS= Interstisyel Sistit/Mesane Agri Sendromu



KMS= Sodyum Karboksimetil Seliiloz

LPS= Lipopolisakkarit

MAPP-CPP= Kronik Pelvik Agr1 Calismasinda Multidisipliner Yaklagim
MSS= Merkezi Sinir Sistemi

NGF= Sinir Biiylime Faktorii

NIDDK= Ulusal Diyabet, Sindirim ve Bébrek Hastaliklar1 Enstitiisii
NO= Nitrik Oksit

PAG= Periakuaduktal Gri

PDT= Potasyum Duyarlilik Testi

PPS= Pentosan Polisiilfat Sodyum

SDS-PAGE= Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
SPSS= Statistical Package for Social Sciences

TBS-T= Tris tamponu-Tween 20

TNBS= 2,4,6-Trinitrobenzen Siilfonik Asit

Trk= Tirozin Reseptor Kinaz

TRP= Gegici Reseptor Potansiyeli Kanali

TRPA1= Gegici Reseptor Potansiyeli Ankirin Reseptor-1

TRPV1= Gegici Reseptor Potansiyeli Vanilloid Reseptor-1

TRPV4= Gegici Reseptor Potansiyeli Vanilloid Reseptor-4

TTX= Tetrodotoksin

UPOINT= Urinary, Psychosocial, Organ specific, Inflammation, Neurological/Systemic,
Tenderness

WAS= Sudan Kaginma Stresi

WB= Western Blot
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1. GIRIS ve AMAC

Klinik ¢alismalar Interstisyel Sistit/Mesane Agr1 Sendrom’lu (IS/MAS) hastalarin,
saglikli deneklere gore daha diisiik sistometrik hacimlerde mesane dolgunluk hissi, sikigma
hissi ve agr1 algiladigini ortaya koymaktadir.! Dolayisiyla bu gozlemler, IS/MAS altinda
yatan mekanizmalarda temel bir unsur olarak fizyolojik uyaranlara kars1 mesane afferent
yollarinim duyarliligini isaret etmektedir.> Ayrica IS/MAS hastalariin depresyon ve
anksiyete komorbiditesinin anlamli olarak daha yiiksek oldugu ve yiiksek psikolojik stres
seviyeleri ile mesane semptomlarinin alevlenmesinin korele oldugu tespit edilmistir.** Bu
nedenle, afferent sinyalin artan yogunlugunun yaninda duygusal afektif durumun
modiilasyonu da mesane hissi iizerinde giilii etkilere sahip olabilmektedir. IS/MAS
gelisimi temelindeki anahtar kavram, periferik veya merkezi sinir sisteminde, yapisal,
sinaptik veya intrinsik degisiklikleri iceren ve bu duyu yollarindaki degisikliklerin ayn1
zamanda diizenleyicisi olan néronal aglarmn kronik duyarlihigidir.”8

IS/MAS’1n patofizyolojisini daha iyi anlamak igin birgok deneysel hayvan modeli
tizerinde ¢alisilmistir. Mevcut modellerin gogunda, intravezikal veya sistemik uygulamalar
ile mesanede IS/MAS 6zellikleri taklit edilmeye calisiimistir. Mesane merkezli hayvan
modelleri, ¢esitli sekillerde indiiklenen (Lipopolisakkarit [LPS], Siklofosfamid [CYP] gibi)
kronik inflamasyon ile iligkili mesane yapilarindaki patolojik degisiklikleri ve altta yatan
mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in dnemlidir. Ancak bu modeller IS/MAS hastalarinin
spesifik epidemiyolojik bulgularini taklit edememekte veya kronik stresin semptom siddeti
tizerindeki bilinen etkisini agiklayamamaktadir. Hastaliginin tiim yonlerinin tek bir model
tarafindan taklit edilemeyecegi agiktir. Her biri bulmacanin bir pargasina katkida
bulunmaktadir. IS/MAS’1n patofizyolojisini anlamak, prognostik faktdrleri ve tedavi
hedeflerini belirlemek i¢in birden fazla model gereklidir.’

Adenozin trifosfat’in (ATP) parakrin haberlesmeye aracilik ettigi ve alt {iriner sistem
fizyolojisinde énemli bir rolii oldugu artik iyi bilinmektedir.'®!! Mesanenin gerilmesi
izerine tirotelyum ve diger mukozal hiicrelerden salinan ATP, mesane dolumunun lokal
olarak algilanmasinda duyusal iletim sisteminin bir bileseni olarak aracilik eder.!> ATP’nin
topikal olarak uygulandig1 caligmalarda, afferent ndronlarin sinyalizasyonunu arttirdigi ve
algojenik oldugu, yani hiicre dist ATP'nin duyusal ve nosiseptif bir mediator olarak gorev
gordiigii kavrami ortaya ¢ikmustir.'® Epitelyal hiicreler tarafindan salinan ATP, dogal

ligand1 olan iyonotropik P2X3 ve heterotipik P2X2/3 piirinoseptorleri tizerinden hiicre i¢i



Ca?" artisina neden olmaktadir. Bu reseptorlerin duyu ndronlari iizerinde gdsterilmesi ile
ATP’nin hangi mekanizma ile noral yanitlara neden oldugu agikliga
kavusturulabilmistir.!*!3

Kronik mesane inflamasyonunun, hayvan modellerinde tirotelyumdan ATP salinimini ve
mesane afferentlerinde piirinerjik sinyalizasyonu!®!’, IS/MAS’1 hastalarda ise
tirotelyumda hem gerilme aracilit ATP salinimini hem de P2X3 reseptor ekspresyonunu
arttirdig1 gdsterilmistir.!®!? Preklinik ¢alismalarda muskarinik reseptdr aracili asetilkolinin
(ACh), iirotelyal hiicrelerden Nitrik Oksit (NO) ve prostanoidlerin yani sira ATP salinimin
da tetikledigi bilinmektedir.?>?! P2X3 ve P2X2/3 reseptorleri sinir terminallerinde,
omurilik, beyin ve dorsal kok gangliyonlari (DKG) ndronlarinda bulunur. Cok sayida
caligma, birincil duyusal néronlarda ifade edilen P2X3 ve P2X2/3 reseptorlerinin
aktivasyonunun kemirgenlerde akut nosiseptif davranisa, hiperaljeziye ve allodiniye
katkida bulundugunu géstermistir.>?>* Hasarli cilt hiicreleri tarafindan iiretilen sitozolik
ATP salinimindaki artis, DKG ndronlarinda P2X3 reseptorii aracili tepkileri
uyandirabilmektedir.?®. P2X2 ve P2X2/3 reseptorleri nakavt farelerden alinan noronlarin
islevsel analizi, ATP'ye minimum yanit vermis veya hi¢ yanit vermemistir. Bu veriler,
duyusal ve otonomik ganglion ndronlar1 tizerindeki P2X reseptdrlerinin neredeyse sadece
P2X2 ve P2X3 reseptdr alt birimlerini igerdigini gdstermektedir.?%?’

Duyusal liflerin spontan aktivitesine ve patolojik asir1 duyarliliga katkida bulunan
inflamatuar aracilar, ATP reseptorleri dahil olmak {izere nosiseptorlerin ve iyon
kanallarmin ndronal ekspresyonunu etkiler.?® Néropatik agri, sinir hasari, diabetes mellitus,
herpes enfeksiyonlari veya kanserden sonra gelisebilir ve siddetli allodini ile
karakterizedir. Bu agr tiirii genellikle, nonsteroid antiinflamatuar ve opioidler gibi tipik
agr1 tedavisinde kullanilan ilaglara direnglidir. ATP'nin, neredeyse tamami nosiseptif
noronlarda eksprese edilen P2X3 veya P2X2/3 reseptorleri aktive ederek duysal sinir
uclarmi uyardigi iyi bilinmektedir.?> Ayrica bu reseptorlerin trigeminal gangliyon
ndronlarinda eksprese edilmeleri migren ve bas agris1 siirecinin de bir par¢ast olduklarini
gostermistir.>* Bu nedenlerle, P2X3 ve P2X2/3 reseptdr antagonistleri, bir dizi agr1
modelinde, mesane bozukluklarinda ve gastrointestinal hastaliklarda potansiyel ilaglar
olarak faydali olmaktadir.

Dogal ligand ATP'nin modifikasyonu, gii¢lii fakat segici olmayan P2X3 reseptor
antagonisti TNP-ATP'nin kesfedilmesine yol agmistir. A-317491 ilk yarismaci ve segici



P2X3 reseptdr antagonistidir.’! Bununla birlikte, polar yapisi nedeniyle zayif oral
biyoyararlanim gostermektedir. Merkezi sinir sistemi (MSS) gecisi de diisiiktiir. Ardindan,
diaminopirimidin tiirevlerinden “Roche” ve “Merck” tarafindan oral yararlanimi ytiksek ve
P2X3 reseptorii i¢in ¢ok secici bir allosterik antagonist olan AF219 molekiili
gelistirilmistir. P2X3 reseptorlerinin kronik oksiiriige neden olan 6kstiriik refleks
duyarliliginda rolii ortaya konmusg, AF219 molekiiliiniin ise etkinligi arastirilmistir. AF219
molekiiliiniin Japonya tarafindan kronik 6ksiirtigii olan hastalar {izerinde kullanimina izin
verilirken, FDA (Food and Drug Administration) etkinlik 6l¢iimiinde ek veriler talep
etmis, “Merck” firmasi ise en kisa silirede yeni arastirma verilerinin FDA ile
paylasilacagini duyurmustur.?

Agn ve kronik dksiiriik {izerine yapilan arastirmalar yaninda iIS/MAS’da piirinerjik
yolagin hedeflendigi aragtirmalar da olmustur. P2X3 reseptor antagonisti olarak ilk nesil
molekiillerin kullanildig1 preklinik ¢alismalar ile umut vadeden sonuglar ortaya konsa da
bu molekiillerin oral biyoyararlaniminin diisiik olmas1 IS/MAS tedavisi i¢in yapilan klinik
arastirmalarda tercih edilmemesine sebep olmustur. AF219’un oral biyoyararlaniminin
ylksek olmasi, kronik 6ksiiriik ve agri tizerine preklinik arastirmalarin klinik aragtirmalar
olarak devamliligin1 saglamistir. Diger yandan bu arastirma sonuglarindaki umut vadeden
sonuclar kanit gosterilerek IS/MAS hastalarinda denenmek iizere klinik arastirma onay1
alinmustir. Arastirmacilari IS/MAS’I1 hastalarin agr1 skorlarinda anlamli diisiis gdsteren
2015 yilina ait arastirma sonucu bir bildiri 6zeti olarak Uluslararas1 Kontinans Dernegi
kongresinde (/CS, 2015, Montreal, Kanada) sunulmustur. Ancak bu ¢aligsmaya ait
yayimlanmis bir bilimsel makale bulunmamakla birlikte sonraki yillarda AF219’un
etkinligini degerlendiren baska bir klinik arastirma da olmamistir.>

Bu calismada, etiyopatolojiyi daha 1yi anlayabilmek ve tedavide yeni hedefler
belirlemek amaciyla dogrudan mesane epitelinde hasar yapilarak olusturulan CYP-IS/MAS
modelinin yaninda, stres ile olusturulan WAS-IS/MAS modeli de kullanilmistir. Ayrica bu
tez ¢aligmasinda mesanede daha dnce tirotelyum ve duyu ndronlart tistiinde tanimlanmis
P2X3 reseptor ekspresyon diizeyleri, mesane fonksiyonu ve hayvanlarin nosiseptif
tepkilerindeki degisikliler arastirildi. Son yillarda inflamasyon ve agr1 iizerine yapilan
aragtirmalarda piirinerjik yolaklarin 6nemi ortaya konmustur. Kanser agrisi ve migren
lizerine, piirinerjik agr1 yolagini hedefleyen ilag tedavilerinin etkinligi daha 6nce

kanitlanmistir.>? Ancak herhangi bir preklinik IS/MAS modelinde, mesane epitelinde



oldukca yaygin bulunan P2X3 reseptoriiniin secici antagonisti olan AF219 daha 6nce
kullanilmamistir. Bu calismada, AF219, hem CYP- hem de WAS-IS/MAS modellerinde
kullanilmis, daha 6nceki bir osteoartrit agri modeli ile ayn1 doz ve yontem uygulanmustir.
3% Yeni nesil bu ilacin tedavi dozunda etkinligi, iki farkl1 deneysel IS/MAS modelinde ilk
kez bu preklinik ¢caligmada ele alinmistir. Elde edilen sonuglar hem patofizyoloji hem de

tedavi i¢in bizlere 6nemli ipuglar1 vermektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Interstisyel Sistit / Mesane Agr1 Sendromu

Interstisyel Sistit/Mesane Agr1 Sendromu (IS/MAS) 19. yiizyildan beri bilinen ancak
patofizyolojisinde karanlik noktalar bulunan mesanenin non-bakteriyel inflamatuar bir
hastaligidir. Ayrica IS, ilk kez Skene (1887) tarafindan tanimlanmustir. Tedaviye direngli,
kirmiz1 kanamali alanlar (Hunner lezyonu), 1915 yilinda Hunner tarafindan tarif
edilmistir.® IS/MAS kronik pelvik agris1 sendromlari arasinda degerlendirilmektedir ancak
terminolojik tanimi igin gériis birligi bulunmamaktadir.>® IS/MAS disinda, agrili mesane
sendromu (AMS), interstisyel sistit (IS) ve AMS/IS gibi tanimlar dikkati cekmektedir. Son
yillarda IS/MAS, mesane ile iliskili agr1, basing ve rahatsizlik hissi basta olmak iizere en az
bir idrar sikayeti (gece ya da giindiiz sik idrara ¢ikma gibi) olmas1 durumu olarak
tanimlanmustir.” Kesin tanimi1 ulusal ve uluslararasi kilavuzlar arasinda farklilik gosterse
de genellikle baski veya rahatsizlik olarak tanimlanan agri, ayirt edici semptom olmaya
devam etmektedir.

2.1.1. Epidemiyoloji ve Prevalans

Kadinlarda prevalans 18,1/100.000 olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte her iki
cinste goriilen prevalans 10,6/100.000°dir.3® Olgularin %10’u erkektir, 18 yas iistii
kadinlarda prevalans %2,7-6,5 arasinda bulunmustur.>® Son ¢alismalarda, prevalans
9%0,06-30 araligindadir. Hastalik, ¢cocukluk ¢aginda ¢ok nadir goriilmektedir. Yasam
kalitesi ¢aligmalar1 hastalarin normal popiilasyona oranla 6 kat daha fazla saglik
problemiyle karsilastiklarini1 gostermektedir. Ayrica, kadinlarda 10 kat daha fazla yatkinlik
olmasina ragmen cinsiyet ve irksal farklilik goriilmemektedir.*

2.1.2. Birlikte Goriilen Hastahklar

IS/MAS’I1 hastalarda en sik goriilen bir diger problem alerjidir (>%40). Irritabl bagirsak
sendromu (IBS, %30), fibromiyalji, kronik yorgunluk sendromu, vulvodini, panik, migren,
temporomandibular eklem hastalig1 ve astim da bu hastalarda sik gériilmektedir. IS/MAS
ile sistemik lupus eritematozus, inflamatuar bagirsak hastaliklari, fokal vulvitis ve sjogren
sendromuyla arasinda iliski oldugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur.’” Kadin hastalarda
disparoni, cinsel istek ve orgazm sayisinda azalma gibi seksiiel disfonksiyon da
goriilebilir.*! Premalign kabul edilmemektedir ve diabetes mellitus ile arasinda negatif

korelasyon tespit edilmistir.
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2.1.3. Etiyoloji

IS/MAS, multifaktériyel etiyolojisi olan bir semptom kompleksidir. Patogenez hakkinda
bircok kuram olmasina ragmen klinik pratikte kanitlanan ¢ok az bilgi vardir. Altta yatan
mekanizmalardan ayrica bahsedilecektir.

2.1.4. Patoloji

IS/MAS teshisinde patolojinin yeri, diger muhtemel tanilarin dislanmasidir. Karsinom,
karsinoma in situ, eozinofilik sistit, tiiberkiiloz sistiti ve diger spesifik doku teshisiyle
birlikte olan durumlar mutlaka dislanmalidir.

IS/MAS’m patolojik bulgular: sabit degildir, yapilan biyopsilerde ¢ok fazla varyasyonlar
gozlenebilirken, zaman i¢inde ayni hastadan alinan biyopsi drneklerinde bile degisiklikler
tespit edilmistir. Her ne kadar detrusor/mukoza mast hiicre orani ve sinir lifi proliferasyonu
ile algoritma olusturulmaya calisilsa da mast hiicre sayisinin ayirici tanida yeri yoktur.
Hunner lezyonu olan olgularda siddetli inflamasyonun eslik ettigi iirotelyal erozyon
gosterilmistir **. Calismalarda IS/MAS’I1 hastalarda siddetli epitelyal bozulma, iilserasyon
ve submukozal enflamasyon olsa da bu bulgularin hig birisi patognomik degildir °.

2.1.5. Tam

Avrupa Uroloji Dernegi (EAU) tedavi kilavuzuna gore IS/MAS tanis1 i¢in, diger
patolojilerin dislanmasi ile suprapubik agri (basing veya rahatsizlik hissi), birlikte gece-
giindiiz idrar sikliginda artistan en az biri ve sistoskopik inceleme ile konmaktadir
(hidrodistansiyon ve biyopsi). Diger rehberlerden Uluslararasi Inkontinans Konsiiltasyonu
(ICI), IS/MAS tanis1 i¢in invaziv girisimlere gerek olmadan klinik olarak tani
konabilecegini vurgulasa da mesane patolojilerinin goriintiillenmesi ve gerekirse biyopsi
acgisindan sistoskopi yapilmasini1 dnermektedir. IS/MAS igin, tiim rehberler tam hikaye
alinmasini, fizik muayeneyi ve laboratuvar testlerini tanitya yardimci olmak ve pelvik agri
yapacak diger spesifik patolojileri dislamak amaciyla dnermektedir.’’

2.1.5.1. Oykii

EAU rehberi pelvik bolgedeki organlarin fonksiyonu ile ilgili 6ykii almanin 6nemini
vurgularken, sistematik degerlendirmeyi de (bilissel, davranigsal, seksiiel ve duygusal)
onermektedir. Hastalarin ¢ogunda, mesanenin depolama fazinda suprapubik ya da pelvik
agr1 mevceuttur, agrinin isemeyle azalmasi tipik olup sikisma hissi ve sik idrara ¢ikma eslik
eden diger belirtilerdir. Idrar kagirma sik goriilmez ancak derin penetrasyonda disparoni

siktir. Kadin hastalarda disparoni, cinsel istek ve orgazm sayisinda azalma gibi seksiiel
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disfonksiyon goriilebilir. Bu semptomlarin ortalama belirti siiresi 3 ile 4 yildir.
Endometriyozis ve asir1 aktif mesane (AAM), IS/MAS ile karisan iki farkli patolojidir.
Semptomlar AAM’de menstriiasyondan 6nce belirginken, endometriyoziste menstriiasyon
doéneminde siddetlenir. Amerikan Uroloji Dernegi (4UA) rehberi sikayetlerin en az 6 hafta
olmasini ve menstriiasyonla iligkisinin aragtirilmasini 6nermektedir. Pelvik agri,
IS/MAS’da AAM’ye gore daha sik goriiliir. Ancak idrar kagiran olgularda éncelikle AAM
akla gelmelidir. Cikolata, turuncggiller, alkollii ve kafeinli i¢cecekler, potasyumdan zengin
gidalar sikayetleri artirmaktadir.?’

2.1.5.2. Fizik Muayene

Hastalarda sikintili, depresif goriiniim vardir. Pelvis, {iretra, skrotum ya da penis
tizerinde agril1 hassas noktalar mevcuttur. Pelvik taban bolgesindeki, hassas ve tetik
noktalarin belirlenmesi tani ve tedavi i¢in yardimei olabilir. Agr1 nedeniyle pelvik
inceleme yapmak ¢ogu kez miimkiin olamayabilir.’’

2.1.5.3 Iseme Giinliigii

IS/MAS’I1 hastalar, asemptomatik hastalara gdre daha az iseme hacimlerine ve daha
fazla iseme sikligina sahiptir. Bu nedenle ilk degerlendirmede iseme giinliigli 6nerilmelidir.
AUA en az bir giinliik iseme giinliigiinii yeterli bulurken, Avrupa Interstisyel Sistit Calisma
Grubu (ESSIC) ii¢ giinliik iseme cizelgesini dnermektedir.’’

2.1.5.4 Sorgu Formlar:

Semptom sorgulama formlar1 hastalarin degerlendirmesinde ve takibinde faydali
olabilir. Baslangi¢ degerlendirmesinde ve takipte bir¢ok rehber tarafindan O Learly Sant
Semptom Interstisyel Sistit Semptom ve Problem indeksi kullanilmaktadir.?”#* Ayrica
ESSIC tarafindan viziiel agr skalasi da 6nerilmektedir.

2.1.5.5 Laboratuvar

Tim rehberler {iriner enfeksiyonun diglanmasi i¢in idrar analizi ve idrar kiiltiir testinin
yapilmasini dnermektedir. Ayrica, steril piyliri varsa tiiberkiiloz kiiltiirii yapilmasi tavsiye
edilmektedir. Yine steril piytirisi olan kadinlarda, Kadin Dogum Uzmanlar1 Koleji
(RCOG), ESSIC ve Kanada Uroloji Dernegi (CUA) tarafindan Chlamydia ve Ureaplazma
kiiltlirlerinin arastirilmasini uygun gérmektedir. Ayrica lirotelyal malignite agisindan
yiiksek risk tasiyan hastalar i¢in iiriner sitoloji bakilmasi tiim kilavuzlar tarafindan
onerilmektedir.’

Anti Proliferatif Faktor (APF) 2001 yilinda biyobelirtec olarak degerlendirilmis,
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duyarlilig1 %94 ve 6zgiilliigii %95 olarak bulunmustur.*> Bununla birlikte, cok merkezli
genis prospektif calismalarda klinik anlami tespit edilememistir. Ayrica epidermal biiylime
faktorii de (duyarlilik%87, dzgiilliik %91) biyobelirte¢ olarak calisilmis olsa da*’,
giiniimiizde hala pratikte kullanilan bir tanisal belirte¢ bulunmamaktadir.*® Bir glikoprotein
olan GP51%, I6kotrien E4, eozinofilik protein X, glikozaminoglikan (GAG), HB-EGF,
EGF, NO, cGMP ve IL-6*® gibi belirtecler ile ilgili calismalar mevcuttur. Ancak higbirisi
rutin uygulamaya girecek kadar 6nem kazanmamastir.

2.1.5.6. Potasyum Duyarlilik Testi (Parsan Testi, PDT)

[k defa Parsan tarafindan tanimlanan bu test ile anormal iiroepitelyal permeabilitenin
potasyum iyonlarinin epitelyuma gegisine izin vererek agriya sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Hastada agr1 ya da sikisma hissi oldugunda, hastadan bu sikayetine 0 ile
5 arasinda bir puan vermesi istenir. Iki puanin {istii pozitif kabul edilir.*’ Testin prostatit,
iiretral sendrom ya da baz1 jinekolojik problemi olan hastalarda da pozitif ¢tkmasi iIS/MAS
tanisi i¢in dnemini azaltmaktadir. Ayrica, siddetli sikisma hissi ve uzun siireli mesane
spazmi olusabilmektedir. Bu yan etkiler, rutin kullanimini kisitlamaktadir.° ICI tarafindan
gecerli bir tanisal test olarak diistiniilmese de, ESSIC tarafindan istege bagli bir tan1 araci
olarak belirtilmistir.’”

2.1.5.7. Pelvik Goriintiileme

IS/MAS tanisini koyabilmek icin, pelvik agr1 yapabilecek diger sebeplerin ortadan
kaldirilmasi i¢in 6nerilmektedir. Bu nedenle klinik siiphe halinde pelvik goriintiileme
yapilabilir.

2.1.5.8. Urodinami

IS/MAS tanisal degerlendirilmesinde iirodinamik inceleme rehberler tarafindan
onerilmemektedir.’” Olgularm bir kisminda ilk duyum hissi 125 m1’nin altinda olup
mesane kapasitesi 300ml’yi asmaz, ayrica detrusor agir1 aktivitesi (DAA) tespit
edilebilmektedir.** Rezidiiel idrar hacmi yiiksek, belirgin idrar kagirma ya da iseme
giicliigii olan ya da tedaviye cevap vermeyen olgularda iirodinamik ¢alisma
onerilmektedir.’’

2.1.5.9. Sistoskopi

Tani igin zorunlu degildir. Ozellikle, ayiric1 tamda (hematiiri, karsinoma in situ,
inkontinans cerrahisi sonrasi mesh erozyonu, yabanci cisim vb.) faydali bilgiler verir.

EAU, ESSIC ve CUA rehberleri baslangi¢ degerlendirme i¢in sistoskopiyi onerirken, AUA
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ve ICI sistoskopiyi opsiyonel olarak birakmustir. ESSIC dlgiitlerine gore IS/MAS’I1
hastalarda subtiplendirme i¢in sistoskopi gerekmektedir. Ayrica, genel ya da
spinal/epidural anestezi esnasinda yapilan hidrodistansiyonda glomeriilasyon ya da Hunner
lezyonu gériilmesi taniy1 giiglendirmektedir.’!->> Hunner lezyonu, gercek bir iilser degildir
ve lokalize kirmiz1 alanlar olarak goriiliir (%6-8), bu nedenle iilser yerine lezyon taniminin
kullanilmast benimsenmistir. Hunner lezyonu, mesane distansiyonu ile provoke edilen
mukozadan submukozaya dogru uzanan derin riiptiirlerin oldugu inflamatuar yapidir.
Sistoskopik olarak santral skardan radiyer tarzda ¢ikan kiigiik damarlarin oldugu
kirmizims1 mukozal olusumlardir. Bu lezyonlar koagiilum ve fibrin yapilar1 igerir. Ayrica,
mesanenin hidrodistansiyonu ile birlikte riiptiire olarak petesiyal tarzda sizmalar gosterir.
Mesane fundusundaki sistoskopiye bagl artefaktlarda dikkatli olmak gerekir.
Glomeriilasyon i¢in en az iki farkl kadranda petesiyal tarzda kanamalar goriilmelidir.
Bununla birlikte, normal olgularin %45’inde glomeriilasyon mevcuttur ve
glomeriilasyonlarin belirtilerle iliskisi yoktur. Glomeriilasyonlar semptomlarla korele
olmadigi i¢in IS/MAS fenotiplendirilmesinde ve tanisinda yer almamaktadir. Bu bulgular,
glomeriilasyonun tamidaki énemini azaltmaktadir. IS/MAS, mesane kanseri ya da
karsinoma in situ ile karisabilmektedir. Bu nedenle, sistoskopi IS/MAS’1n ayiric1 tanisinda
da 6nemlidir.’

2.1.5.10. Biyopsi

ESSIC rehberi tarafindan taninin onaylanmasi ve hastalarin fenotiplendirilmesi i¢in
onerilmektedir. Ancak biyopsinin tek basina tan1 koydurucu olmadiginin bilinmesi gerekir.
Asil amag, benzer belirtilerle karsimiza ¢ikabilecek karsinoma in situ olgularinin tanisini
koymaktir. IS/MAS olgularin %50’sinde lamina propriada mast hiicre say1s1 30
hiicre/ml’nin iizerindedir (detrusor mastositozisi). Hastalarin %11 inde iirotelyum kayb1 ve
%14’ linde lamina propriada graniilasyon tespit edilmistir. Ayrica olgularin %67’ sinde
hemoraji bulunmaktadir. Bunlara ek olarak, inflamatuar infiltrasyon ve intrafasiyal fibrozis
mesane biyopsisinde karsilagilabilecek diger patolojik bulgulardir.®’

2.1.5.11. Fenotiplendirme

Son ¢alismalar IS/MAS’da multimodal tedavinin planlanabilmesi i¢in olgularin
fenotiplendirilmesi gerektigini vurgulamistir. UPOINT (Urinary, Psychosocial, Organ
specific, Inflammation, Neurological/Systemic, Tenderness) kisiye 6zel tedaviyi oneren bir

fenotiplendirme drnegidir.”> CUA tarafindan, IS/MAS’I1 olgularda fenotiplendirme ve bu
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fenotipe uygun tedavi 6nerileri UPOINT sistemi kullanilarak sematize edilmistir (Tablo
2.1.).34

Tablo 2.1. Kanada Uroloji Dernegi (CUA) rehberinin 6nerdigi UPOINT
fenotiplendirme sistemine gore gesitli tedavi yaklasimlar1.>*

Fenotip Oneriler

U  URINARY (Uriner) Mesane egzersizleri, Antikolinerjikler, intravezikal ajanlar
(Heparin, DMSO, Hiyaliironik asit, Kondroitin siilfat, PPS,
Oksibutinin), Hidrodistansiyon, Botulinium toksin A, Sakral
néromodulasyon, Radikal cerrahi

PSYCHOSCIAL Stres yonetimi ve psikolojik destek
(Psikososyal)

(9] ORGAN SPECIFIC Hunner Lezyonsuz: Amitriptilin, Simetidin, Hidroksizin, Kuersetin,
(Organ Spesifik) PBS, Intravezikal ajanlar (DMSO, Heparin, Hiyaliironik asit,

Kondroitin siilfat, Alkalinize lidokain, PPS) Hidrodistansiyon,
Botulinium toksin A, Radikal cerrahi

Hunner Lezyonlu: Siklosporin A, Endoskopik (Fulgurasyon, Lazer,
Rezeksiyon, Steroid ejeksiyonu), Hiperbarik oksijen, Radikal

cerrahi
|| INFECTIOUS Antimikrobiyaller
(Enfeksiyoz)
N NEUROLOGIC / Gabapentin, Hidroksizin, Simetidin, Sakral néromodiilasyon
SYSTEMIC
(Norolojik/Sistemik)
T TENDERNESS Pelvik taban fizyoterapisi, Masaj, Akupunktur, Tetik nokta
Hassasiyet) enjeksiyonlari

2.1.6. Siniflandirma

Hastalar, Hunner lezyonlu (klasik tip) ve glomeriilasyonlu (non-iilseratif tip) olarak
ikiye ayrilir.>>>® Bu iki grubun klinik goriiniimii, sonuglar1 ve tedavi yanitlar: farklidir.
Bununla birlikte deneyimli klinisyenler tarafindan IS/MAS tanis1 konan hastalarin
%60’1ndan fazlasinin Ulusal Diyabet, Sindirim ve Bobrek Hastaliklar1 Enstitiisii (N/DDK)
Olciitlerini karsilamadig saptanmustir.

Mesane biyopsisi ve sistoskopi sirasinda hidrodistansiyonla ortaya ¢ikan bulgulara
dayanan, bir siniflandirma sistemi ESSIC tarafindan sunulmustur (Tablo 2.2.).%’
Siniflandirmada IS/MAS’1n siddeti iki simge ile gdsterilmistir. Sistoskopide
hidrodistansiyon sonrasi bulgulardaki derecenin artmasina gore 1’den 3’e, mesane biyopsi
bulgularindaki derecenin artmasina gére A’dan C’ye kadar kategorize edilmistir.

Sistoskopi veya biyopsi islemi yapilmamis ise “X” ile belirtilmistir.
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Tablo 2.2. Sistoskopik bulgulara gore ESSIC smiflandirmasi.”’

Hidrodistansiyon + Sistoskopi

Yapilmamis Normal Glomeriilasyonlar Hunner lezyonu
— Yapilmamig XX 1X 2X 3X
§. Normal XA 1A 2A 3A
2> Yetersiz XB 1B 2B 3B
= Pozitif* XC 1C 2C 3C

*Histolojik olarak inflamatuar infiltrasyonlar veya detrusor makrositleri veya graniilasyon dokusu veya
intrafasikiiler fibrozis gosterilmis.

2.1.7. Tedavi

Urolojinin en problemli konularindan biri olan IS/MAS’1n tedavisi olduk¢a karmasiktir.
Hastalardaki alt iiriner sistem semptomlar1 (AUSS) yaninda psikolojik faktdrler tedavi
planinda g6z 6niine bulundurulmalidir. Hastalar genellikle depresif ve imitsizdir.
Psikolojik etmenlerin tabloya yerlesmesiyle tedavi siireci daha zahmetli ve karmasik hale
gelmektedir. Bu nedenle, tedavi plan1 diizenlenirken hastayla ayrintili konugulmal,
hastanin beklentileri detayl tespit edilmeli ve hastaligin kronik siireci hastanin anlayacagi
dilde anlatilmalidir. IS/MAS tedavisinde amag, semptomlarin giderilmesi, normal mesane
fonksiyonun saglanmasi ve tedavinin kesilmesiyle birlikte hastanin kaliteli yasam siirecinin
saglanmasidir. Tedavi basarisi, 6 ay sonunda semptomlarin yok olmasi ve normal mesane
fonksiyonunun saglanmasi olarak kabul edilebilir.>®

2.1.7.1. Konservatif Yaklasim

Mesane egitiminin yani sira, zamanli iseme, diyetin diizenlenmesi (mesane irritanlari;
asidik yiyecek ve icecekler, kafein, domates, alkol ve baharatli gidalar), sivi kontroliiniin
saglanmasi, idrarin alkalinize edilmesi ve gevseme egzersizleri birinci basamak tedavide
yer almalidir.®” Pelvik taban tetik noktalara lokal anestezi uygulamasi ve Kanada ve Dogu
Asya Uroloji rehberleri tarafindan énerilen akupunktur tedavileri bu asamada yer
almaktadir.®’

2.1.7.2. Fizik Tedavi

IS/MAS ile pelvik taban kaslar1 arasinda iliski oldugu bilinmektedir.®® Pelvik taban kas
tonusu belirgin yliksek ve pelvik taban disfonksiyonu olan hastalara £4U rehberi
tarafindan "thiele masaj1" (transvajinal manuel tedavi) onerilmektedir. Bununla birlikte

sebep sonug iliskisi agisindan hangisinin birincil etmen oldugu acik degildir. Tedavi
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acisindan tetik noktalara analjezik ajan enjeksiyonu ya da biofeedback tedavileri faydali
olabilmektedir.’’

2.1.7.3. Oral Ajanlar

Kanita dayali tip agisindan mevcut tiim oral ajanlar diisiik 6neri seviyesindedir. Oral
tedavi ajanlari ikinci basamak tedavi yaklasimlaridir.>” Bununla birlikte en sik kullanilan
ajanlar; pentosan polisiilfat sodyum kapsiilleri (PPS/Elmiron®), hidroksizin ve
amitriptilindir. Yine oral PPS ile subkiitan diisiik doz heparin de IS/MAS’11 hastalarda
etkili oldugu gésterilmistir.®' Bu ajanlarin yaninda, sikisma hissi ve sik idrara ¢gikma
nedeniyle antimuskarinik ajanlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, bu tedavi i¢in
etkinligine yonelik yeterli kanit mevcut degildir. Idrar kiiltiirii negatif olan olgularda
antibiyotik tedavisinin yeri yoktur. Bununla birlikte, sik tekrarlayan idrar yolu
enfeksiyonlar1 olan hastalarda 3-6 aylik antibiyotik profilaksisi onerilebilir.

FDA tarafindan onaylanan tek ilag PPS’dir ve ayrica Hunner lezyonu varliginda daha
etkindir (glinde 3 kez 100 mg). Sekiz aylik tedavi sonrasi hastalarin yaklagik yarist
tedaviye cevap verir. Hastalarin %2-3’linde goriilebilen sa¢ dokiilmesi olduk¢a rahatsiz
edici bir yan etkidir. Buna ek olarak, son yillarda PPS kullaniminin artan pigmenter
makulopati riski ile iliskili olduguna dair bulgular da mevcuttur.%? Bilinen oftalmolojik
sorunlar1 olan hastalara kapsamli retina muayenesi yapilmasi ve tedaviye baslandiktan
sonra 6 ayda 1 bu muayenenin tekrarlanmasi &nerilmektedir.%® Tedavi siiresi 3-6 ay olmali
ve bu siire sonunda etkinligi degerlendirilmelidir. Tedavi basarili bulundugunda, stire bir
yil veya daha 6tesine uzatilabilir.

IS/MAS tedavisinde amitiriptilin ve diger trisiklik antidepresanlar da kullanilmaktadir.
Birgok rehber tarafindan A ve B seviyelerinde énerilmektedir.?” Uzun kullanimlarinda yan
etki profili ilacin kesilmesinde en 6nemli etkendir. Kullanim dozu, gece yatarken 10-25
mg’dir ve tolere edildiginde 75 mg’a kadar cikilabilir. Psikolojik faktorlere olumlu
etkisinin yani sira antihistaminik ve antinosiseptif etkileri tedavi bagarisinda bir etmen
olarak kabul edilir. Kabizlik, sedasyon, agiz kurulugu, kilo alinmas1 yan etkileri olup
kardiyak aritmisi olan hastalarda dikkatli olunmalidir. Tedavi yanit1 alindiginda ayni1 dozda
6-8 hafta tedaviye devam edilmelidir. Eslik eden depresyona olumlu katkis1 ve sedasyon
etkisiyle noktiiriyi azaltmasi, bu ilacin tedavi planinda yerini korumaktadir.

Antihistaminikler tedavide kullanilmigtir.** Bununla birlikte, hidroksizin ile yapilan

caligmalarda plaseboya tstiinliigii tespit edilmemistir. Gece yatarken tek doz 75 mg
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kullanilabilir. Bu dozlarda goriilen sedasyonun noktiiriye katkisi olabilir. Tedavi siiresi 6-8
haftadir.

Histamin 2 reseptor blokeri olan simetidin, giinde iki kez 400 mg kullaniminda agr1 ve
sik idrara ¢ikma acisindan plaseboya iistiin bulunmustur.®®

Belirtilen oral ajanlarin diginda, prednizon, kuersetin, montelukast, mizoprostol ve
siklosporin kullanimina ait literatiir bulgular1 mevcuttur.

Siklosporin digindaki ajanlarin tarihi 6nemi disinda giiniimiizde kullanimi1 yoktur. AUA
rehberi tarafindan 5. basamak tedavi yontemidir ve major cerrahi 6ncesinde
onerilmektedir.>” Siklosporin, bagisiklik sistemini modiile etmesi yoniiyle kullanim alani
bulmustur. Alt1 aylik tedavide PPS ile karsilastirildiginda tedavi basarisi daha {istiin
bulunmustur (%9’a karst %75).%

Duloksetin, oksibutinin, L-arginin, klorpaktin ve prostaglandin kullanimimin EAU
rehberine gore smirli bir dnemi vardir.®’

2.1.7.4. Intravezikal Tedaviler

IS/MAS tedavisinde intravezikal ajanlar, anti-inflamatuar ve analjezik &zellikleri
yaninda, bozulmus GAG tabakasiin yenilenmesi amaciyla kullaniimaktadir.’’

Dimetil siilfoksit’in (DMSO) anti-inflamatuar, analjezik, kolajen ¢dziinmesi ve kas
gevsetici gibi bircok 6zellige sahip oldugu bilinmektedir.® Gegmiste kullanilmistir ancak
Onerilmesi icin yeterli glincel kanit yoktur.

GAG analogu olarak heparin tedavisi, klinigimizde en ¢ok tercih ettigimiz yontemdir.
Basit ulasilabilir ve ucuz yontem olmasi bizim tercihimizi belirleyen 6nemli etmenlerdir.
Yirmi bin iinite heparin, alkalinize lidokain ile kombine edilerek haftada 2 ya da 3 kez
verilmektedir. Heparin, lidokain ve sodyum bikarbonat kombinasyonu hastalarin
%94’ linde hemen semptomatik diizelme saglar ve bu hastalarin %80’inde 2 haftaya kadar
etkisini siirdiiriir. Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali, Kadin
Urolojisi ve Islevsel Uroloji boliimiinde, toplam 50 ml hacim iginde, 20.000 iinite heparin,
200 mg lidokain ve %8,4°liik sodyum bikarbonat ile haftada iki kez toplam 12 ay
intravezikal tedavi olarak uygulanmaktadir.”®

Hiyaliironik Asit ve Kondroitin Siilfatin GAG tabakasini onardiklari
diisiiniilmektedir.*®’° PPS intravezikal kullanilabilir. EAU rehberi intravezikal PPS’yi A
oneri derecesinde tavsiye etmektedir.?” Yaygin olarak lidokain olarak adlandirilan

lignokain, bir amid lokal anestezik ajandir. EAU ve CUA rehberleri tarafindan akut yangi
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semptomlar1 gidermede ve kisa siireli semptomlarin iyilestirilmesinde énerilmektedir.*”
BCG, etkinligi hakkinda birbirine zit sonuglar mevcuttur.”! Bugiin sahip oldugumuz

bilgilere gore BCG nin iIS/MAS tedavisinde yeri yoktur.?’

2.1.7.5. Mesane Distansiyonu

Sistoskopik yaklagimlardan, mesane distansiyonu ve Hunner lezyonlarina yonelik
transiiretral fulgurasyon tigiincii basamak tedavi yontemleri arasinda yer almaktadir. Her ne
kadar standardize edilmis bir terapotik hidrodistansiyon olmasa da ESSIC tarafindan,
irrigasyon sivist simfizis pubisin 80 cm iizerinde olacak sekilde yaklagik 3 dakikalik idame
distansiyon seklinde &nerilmektedir.’” Literatiirde bu konuda standardizasyon
bulunmamaktadir. Ayrica, islem esnasinda maksimum mesane kapasitesi de dlgiilmelidir.
Tedavi ediciligi konusunda yeterli kanit yoktur. Ancak tanisal degerlendirmenin bir parcasi
olarak kullanilabilir. Hidrodistansiyon spinal/epidural ya da genel anestezi altinda
yapilmalidir. Hidrodistansiyon sonrasi goriilen glomeriilasyon tani i¢in patognomik bulgu
olmamakla birlikte IS/MAS lehine diisiiniilmelidir. Glomeriilasyon degerlendirilirken
sistoskopi kilifinin artefaktlarindan kaginilmalidir. Pozitif glomeriilasyon i¢in en az iki
farkli kadranda petesiyal tarzda kanama odaklar1 tespit edilmelidir. Burada dikkat edilecek
en 6nemli nokta, biyopsinin hidrodistansiyon sonrasinda yapilmasidir. Aksi takdirde
istenmeyen mesane perforasyonlar: gerceklesebilir. Hidrodistansiyonun gecici
semptomatik iyilesme yaptig1 belirtilmistir. Bizim deneyimlerimize gore de 6 ay1 agsmayan
semptomatik iyilesmeler mevcuttur.’® Literatiirde, kismi ya da tam diizelmeler %20-60
oraninda belirtilmistir. Her ne kadar IS/MAS tedavisinde kanit eksikligi nedeniyle tek
basina Onerilmese de, Botulinum toksin ile hidrodistansiyon uygulamasi E4U rehberlerine
gor A oneri derecesinde tavsiye edilmektedir.?’

2.1.7.6. Transiiretral Rezeksiyon, Koagiilasyon ve Lazer Uygulamasi

Hunner lezyonu olan hastalarin tedavisinde endoiirolojik tedavi neredeyse tiim rehberler
tarafindan 6nerilmektedir. E4U rehberine gére Hunner lezyonu olan IS/MAS’11 hastalarin
tedavisinde transiiretral fulgurasyonu B 6neri derecesinde uygulanmasi tavsiye
edilmektedir.>”%” Ayrica transiiretral lazer uygulamasi ile agr1 ve sikisma hissinin azaldig
gosterilmistir.®’

2.1.7.7. Botulinum Toksin-A

Mesane afferent yolaklarinda antinosiseptif etkileri olabilir ve semptomatik ve

19



tirodinamik iyilesme saglar.”” Trigonal enjeksiyonun etkili ve uzun siireli oldugunu
gosterilmigstir. Hastalarin %87’sinde 3 ay sonunda, %50’den fazlasinda da 9 ay sonunda
semptomatik iyilesmenin devam ettigi saptanmustir. Iyilesmenin sona erdigi hastalarda
yeniden enjeksiyonun benzer etki olusturdugu saptanmistir. AUA rehberi daha 6nceki
tedavilerden fayda gérmeyen hastalarda dordiincii basamak tedavi yontemi olarak
mesaneye uygulanmasini 6nermektedir. E4U rehberine gore ise hidrodistansiyon ile
birlikte mesaneye uygulanmasi tavsiye edilmektedir.?’

2.1.7.8. Hiperbarik Oksijen

Kiigiik bir alt grup IS/MAS hastasinda orta derece diizelme saglasa da pahali ve zaman
alic1 bir yontemdir.®” Daha ¢ok Japon ve Kanada iirolojik rehberleri icerisinde tedavi
yontemi olarak onerildigi dikkat gekmektedir.”

2.1.7.9. Sinir Stimiilasyonu

Refraktor IS/MAS tedavisinde sinir stimiilasyonu ydntemleri kullanilmaktadir.” Bu
amagla, FDA onay1 olan Medtronic InterStim cihazi ile sakral néromodiilasyon yaninda
posterior tibial sinir stimiilasyonu da mevcuttur.”” EAU rehberine gore radikal cerrahi
yapilmadan once onerilmektedir. 4UA rehberine gore dordiincii basamak tedavi segenegi
olarak tavsiye edilmektedir.

2.1.7.10. Cerrahi Tedaviler

2.1.7.10.1. Mesane Augmentasyonu

Konservatif tedaviye cevap vermeyen olgularda tek basina ya da subtotal sistektomi ile
birlikte uygulanabilir. Hi¢bir tedaviye yanit vermeyen olgular ile Hunner lezyonu olanlarda
diistintilebilir. Hunner lezyonu goriilmeyen ve mesane kapasitesi iyi olan hastalarda
mesane augmentasyonu sonuclari iyi degildir. Literatiirde basar1 oran1 %25-96 olarak
bildirilmektedir.

2.1.7.10.2. Total Sistektomi ve Diversiyon

IS/MAS tedavisinde en son gare olarak diisiiniilmeli ve bu konudaki deneyimi fazla olan
kliniklerde uygulanmalidir. 4UA kilavuzlarinda son basamak tedavi segenegi olarak goze
carpmaktadir. Geriye doniisiimsiiz invaziv bir segenek oldugu akilda bulundurulmalidir.
Ozellikle mesane kapasitesi kii¢iik ya da Hunner lezyonlar1 olan iyi se¢ilmis hastalarda
supratrigonal sistektominin iyi sonuglar1 bildirilmistir.>” Sadece agr1 kontrolii i¢in asla
diisiiniilmemelidir.

EAU ve AUA kilavuzlarina gore tedavi onerileri Tablo 2.3. ve 2.4.’te 6zetlenmistir.
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Tablo 2.3. Avrupa Uroloji Dernegi (EAU, 2021) giilii dneri diizeyli tedavi tavsiyeleri.®’

Oneriler Oneri Derecesi
IS/MAS tedavisi igin alt tip ve fenotip odakli tedavi dneriniz. Giiglii
IS/MAS i¢in daima oral veya invaziv tedavilerinin yaninda multimodal davranigsal Gicli
fiziksel ve psikolojik yontemleri sunmay1 diigiiniiniiz.

IS/MAS tedavisi i¢in amitriptilin &neriniz. Gugcli
IS/MAS tedavisi icin oral PPS 6neriniz. Gugcli
Intravezikal tedavilerin ise yaramadig1 durumlarda hidrodistansiyonla birlikte Gicli
mesane submukozasina Botulinum toksin A enjeksiyonu uygulayimiz.

Intravezikal instilasyon tedavileri basarisiz olduysa mesane duvarina ve trigonal Gl
bolgeye Botulinum toksin A injeksiyonu oneriniz.

]-En son care olarak ablatif veya rekonstriiktif cerrahiyi diigiiniiniiz ve bu islem Gl
IS/MAS alaninda tecriibesi olan kisiler tarafindan gerceklestirilmelidir.

Sadece IS/MAS Tip 3C igin olmak iizere, transiiretral rezeksiyon (fulgurasyon ya Gicli
da lazer) oneriniz.

Uzun siireli tedavi i¢in oral kortikosteroidleri 6nermeyiniz. Giiglii
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Tablo 2.4. Amerikan Uroloji Dernegi (AUA, 2015) iIS/MAS Tedavi Rehberi.*®

Tedavi Tedaviler

Basamaklari

Genel rahatlama yontemleri / Stres Yonetimi
Agr1 yonetimi
Hasta egitimi
Oz bakim ve davranissal degisiklikler
Uygun manuel fizyoterapi teknikleri
Oral: Amitiriptilin, PPS, Simetidin, Hidroksizin
2 Intravezikal: DMSO, Lidokain, Heparin
Agr1 yonetimi
Anestezi altinda Sistoskopi + Hidrodistansiyon
3 Agr1 yonetimi
Hunner lezyonu mevcutsa Transiiretral tedavi
Detrusor igine Botulinum toksin A
4 Noromodiilasyon
Agr1 yonetimi
Siklosporin A
5 Agr1 yonetimi
Diversiyon ya da diversiyon + sistektomi
Agr1 yonetimi
6 Mesane augmentasyonu

Not: Yapisal olarak son donem kiigiik mesaneye sahip olan uygun oldugu diisiiniilen
hastalara herhangi bir zamanda diversiyon endikedir.

2.2. interstisyel Sistit/Mesane Agr1 Sendromu Altinda Yatan Mekanizmalar

Normal mesane fonksiyonu i¢in, mesane duvari kaynakli afferent sinyaller ile, anterior
singulat korteks, insula ve hipotalamustan gelen uyarici ve inhibe edici sinyallerin
koordinasyonu gereklidir ve bu da prefrontal korteks tarafindan istemli ve kontrol altinda
olan idrara ¢ikma uygunlugunu saglar. Ayni zamanda {irotelyumu innerve eden ve
detrusora uzanan mesane afferentleri, distansiyona miikkemmel bir hassasiyet gdsterir.’6”’8
Karmasik sinyal ortamindan gelen girdiyi entegre eden ve dolgunluk hissinden agriya
kadar bir dizi duyuyu algilayan mesane afferentleri, bir dizi anti- ve pronosiseptif reseptor
ve iyon kanal1 ekspresyonunu saglar 7. Hiicre gévdeleri DKG’nin iginde yer alan bu

afferentler; pelvik, hipogastrik/splanknik sinirler araciligiyla projekte olur, lumbosakral

(LS, L5-S1) ve torakolomber (TL, T10-L2) dorsal boynuz i¢inde sinaps yapar ve
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periakuaduktal gri (PAG) madde i¢inde sonlanir. PAG, omurilikten ve daha yiiksek beyin
merkezlerinden gelen afferent sinyaller i¢in bir entegrasyon merkezi gorevi goriir. Afferent
aktivitenin belirlenmis bir esigin iizerine ¢ikmasi ve beyinden gelen modiile girdinin buna
izin vermesi ile PAG verimli isemeyi indiiklemek i¢in pontin iseme merkezini aktive eder

ve bu sekilde istemli idrara ¢ikma diirtiisii algilanmaktadir (Sekil 2.1 ve 2.2).3-80-82

__ Mesane
ACh =
Pelvik sinir ‘
(parasempatik) p
3 reseptor (+)
13 reseptor (-)
Hipogastrik = Detrusor
sinir (sempatik)
Mesane

~ Uretra

ol reseptor (+)

I 3
__Eksternal iiretral
sfinkter
Urogenital ACh

sinirler Diyafram Nikotinik reseptér (+)

Pudendal
sinir (somatik)

Pudendal
sinir

Sekil 2.1. Alt iiriner sistemin efferent yolaklar1.®? A. Kadinlarda alt iiriner sistemin
innervasyonu: Sempatik lifler (mavi ile gosterilmistir), omurilikteki T11-L2 segmentlerinden koken alarak
inferior mezenterik gangliyonlar (inferior mezenterik pleksus, IMP) ve hipogastrik sinirden (HGS) veya
paravertebral zincirden gecerek mesane ve iiretranin tabanindaki pelvik sinirlere girerler. Parasempatik
preganglionik lifler (yesil renkle gdsterilmistir) S2-S4 spinal segmentlerinden koken alarak sakral kokler ve
pelvik sinirler {izerinden pelvik pleksus (PP) ve mesane duvarindaki ganglionlara gider. Burasi, mesaneye
parasempatik innervasyon saglayan postganglionik sinirlerin ortaya ¢iktig1 yerdir. Eksternal {iretral sfinkterin
cizgili kaslarin1 innerve eden somatik motor sinirler (sar1 ile gosterilmistir) S2-S4 motor néronlarindan
kaynaklanir ve pudendal sinirlerden geger. B. Alt iiriner sistemi diizenleyen efferent yolaklar ve
norotransmitter mekanizmalari: Pelvik sinirdeki parasempatik postganglionik aksonlar, mesane diiz kasindaki
M3 muskarinik reseptorleri uyararak mesane kasilmasina neden olan asetilkolini (ACh) serbest birakir.
Sempatik postganglionik ndronlar, mesane diiz kasin1 gevsetmek icin B3 adrenerjik reseptorleri aktive eden
ve lretral diiz kaslar1 kasmak i¢in ol adrenerjik reseptorleri aktive eden noradrenalin (NA) salgilar. Pudendal
sinirdeki somatik aksonlar ayrica nikotinik kolinerjik reseptorleri aktive ederek dis sfinkter ¢izgili kasin
kasilmasini saglayan ACh’yi serbest birakir. Parasempatik postganglionik sinirler ayrica mesane diiz kasi
uyaran ATP ve iiretral diiz kaslar1 gevseten nitrik oksit salgilarlar (gosterilmemistir). L1, birinci lumbar kok;
S1, birinci sakral kok; SHP, siiperior hipogastrik pleksus; SS, siyatik sinir; T9, dokuzuncu torasik kok.®°
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Sekil 2.2. Kontinans ve iseme reflekslerini kontrol eden sinir devreleri.®® A. idrarin
depolanmast: Idrarin depolanmast sirasinda, mesanenin genislemesi diisiik seviyeli vezikal afferent
ateslemeye neden olur. Bu da mesane ¢ikimina (mesane tabani ve iiretra) giden hipogastrik sinirdeki
sempatik cikist ve eksternal tiretral sfinktere giden pudendal ¢ikis1 uyarir. Bu yanitlar spinal refleks
yolaklar1 tarafindan meydana gelir ve kontinansi destekleyen koruyucu refleksleri ifade eder. Sempatik
atesleme, detrusor kasinin kasilmasini engeller ve ayrica mesane gangliyonlarinda nérotransmisyonu
modiile eder. Buna ek olarak pontin depolama merkezi ¢izgili iiretral sfinkter aktivitesini arttirabilir. B.
Iseme refleksleri: Idrarm atilimi sirasinda, pelvik sinirde yogun mesane afferent ateslemesi, pontin iseme
merkezinden gegen spinobulbospinal refleks yolaklarini (mavi renkte gosterilmistir) aktive eder. Bu,
mesaneye ve Uretral diiz kaslara parasempatik ¢ikisi (yesil renkte gosterilmistir) uyarir ve iiretral ¢ikima
giden sempatik ve pudendal ¢ikist (kirmizi renkte gosterilmistir) inhibe eder. Omurilikten ¢ikan afferent
girdi, pontin igeme merkezine ulagsmadan 6nce periakuaduktal grideki (PAG) ara néronlardan gegebilir. Bu
diyagramlarin, bilin¢li mesane duyumlarinin olusumunu veya depolamadan bosaltima gecisin altinda
yatan mekanizmalari ele almadigini, her ikisinin de muhtemelen PAG’in iistiindeki serebral devreleri
kapsadigmni unutmayn. R, afferent sinir terminallerindeki reseptorleri temsil eder.3

Klinik ¢alismalar IS/MAS’I1 hastalarin, saglikli deneklere gore daha diisiik sistometrik
hacimlerde mesane dolgunluk hissi, sikisma hissi ve agr1 algiladigini ortaya koymaktadir.!
Dolayisiyla bu gézlemler, IS/MAS altinda yatan mekanizmalarda anahtar bir bilesen olarak
fizyolojik uyaranlara kars1 mesane afferent yollarinm duyarliligini isaret etmektedir.>
Ayrica IS/MAS hastalarinin depresyon ve anksiyete komorbiditesinin anlamli olarak daha
yiiksek oldugu ve ayrica yiiksek psikolojik stres seviyeleri ile mesane semptomlarinin
alevlenmesinin korele oldugu tespit edilmistir.*® Bu nedenle, afferent sinyalin artan

yogunlugunun yaninda duygusal afektif durumun modiilasyonu da mesane hissi iizerinde
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derin etkilere sahip olabilir. IS/MAS gelisimi temelindeki anahtar kavram; periferik ve
merkezi yapisal, sinaptik veya hiicresel degisiklikleri iceren ve bu duyu yollarinda
degisiklikleri yonlendirebilen ve ayni zamanda diizenleyen ndronal aglarin kronik
duyarlihgidir.”8

2.2.1. Epitelyal Ge¢irgenlik

Idrarla atilan toksik metabolitlerin mesane interstisyumuna ve gomiilii afferent uclara
temas1 siki bir iirotelyal bariyer ile engellenir.®® Urotelyal bariyer, apikal iirotelyal hiicreler,
hidrofobik {iroplakin plaklar1 ve ayrica kii¢iik molekiillerin ve idrarin gegisini engelleyen
GAG mukus tabakasi arasindaki sik1 baglantilarla saglanir.®*%5 Cok sayida arastirma
[S/MAS’I1 hastalarin {irotelyumunun azaldigini, hasar gérdiigiinii ve ayrica iirotelyumda
sik1 baglanti proteinleri olan Zona Okludens-1 ve E-Kaderin ekspresyonunun azaldigini
gostermistir 53-8, Kontrol hastalarma (%4) kiyasla IS/MAS’l1 hastalarda (%75) PDT
pozitifliginin daha yliksek oranda saptanmasina, azalan {irotelyal biitiinliige bagl artan
mesane gegirgenliginin neden oldugu diisiiniilmektedir.®’ Bu gdzlemlere ragmen, iirotelyal
gecirgenlik artiginin, altta yatan patolojinin bir parcast m1 yoksa durumu daha da
kétiilestiren lokalize inflamasyonun bir sonucu mu oldugu heniiz belirlenememistir.”*"!

PPS ile GAG tedavilerinin, tamaminda olmasa da bazi IS/MAS hastalarinda
semptomlari iyilestirdigi gosterilmistir.3>#792%3 Bununla birlikte, PPS nin mast
hiicrelerinden histamin saliniminin inhibisyonu da dahil olmak {izere genis anti-inflamatuar
etkileri indiikledigi saptanmstir.”*°¢ Protamin siilfat ile iirotelyal gecirgenligin
indiiklendigi preklinik caligmalarda, hasar goren bazal iirotelyal ve stromal hiicrelerin
tekrar proliferasyonuyla iirotelyal bariyerin hizli bir sekilde onarildig: tespit edilmistir.””®
Bu nedenle, IS/MAS hastalarinda iirotelyum gegirgenliginin lokalize inflamasyona ikincil
olmas1 daha olas1 bir senaryo olarak diisiiniilmektedir.”® Sitokin, histamin ve proteazlar
gibi inflamatuar mediatorlerle birlikte toksik idrar igeriginin afferent uglara siirekli temast,
periferik afferent uglar1 hassaslagtirabilir ve bu durum da tiim afferent ag i¢inde néronal
fonksiyon ve néroplastisitede uzun vadeli degisiklikleri tetikleyebilmektedir.”:8

2.2.1.1.Urotelyal Faktorlerin Salmiminda Degisiklik

Fiziksel bir bariyer roliine ek olarak, tirotelyum; ATP, ACh, NO, Sinir Biiyiime Faktorii
(NGF), prostaglandin E2 (PGE2) ve norokinin A gibi bir dizi uyarici ve inhibe edici
ndrotransmitter ve ndromodiilatorlerin algilanmasi veya salinmasi yoluyla komsulugundaki

birincil afferentlerle ¢ift yonlii iletisim saglar #1001 Bir dizi calismada IS/MAS
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hastalarinda iirotelyal mediator saliniminda degisiklikler tanimlanmis ve bu degisikliklerin
kronik ndronal asir1 duyarlilifinin altinda yatan mekanizma olabilecegi belirtilmistir (Sekil

2.3. ve 2.4).104105

Girdi yolaklan Cikt1 yolaklan

Mediatérler
[ )

Reseptér

Semsiye hiicresi

\ <_ Mediatorler
=/ ' Duysal (Afferent) 7~ \
JL sinir lifi [©.& Reseptor )

e
o o 4 ]
/X =X
Esnemeye duyarli @ j
kanal ) N
. Ara hucre j
-

—> MSS
Duysal ileti B

Sekil 2.3. Urotelyum iliskili duysal ag.!% Bu duysal agmn islevi iirotelyum ile bazal
komsulugundaki dokular arasinda ¢ift yonlii iletisimi saglamaktir. Urotelyum girdi yolaklarins;
esnemeye duyarli kanallar (Basamak 1), idrarda bulunan mediatorler tarafindan uyarilan kanallar
(Basamak 2A) ve afferent sinir terminalinden salinan mediatdrler tarafindan uyarilan kanallar
(Basamak 2B) olusturur. Urotelyum yiizeyinden apikal ve bazolateral olarak salinan mediatorler
¢ikt1 yolaklari olarak tanimlanir. Girdi yolaklarinin aktivasyonu, bu ¢ikt1 yolaklarini uyararak
iirotelyum apikal (Basamak 3A) ve bazolateral yiizeylerden (Basamak 3B) mediator salinimina
neden olur. Urotelyumun serozal yiizeyinden salinan mediatdrler (Basamak 3B), afferent liflerin
terminalindeki reseptorlere baglanarak (Basamak 4) tirotelyumun mevcut fizyokimyasal durumunu
merkezi sinir sistemine (MSS) bildirir (Basamak 5). Bu model afferent sinir terminallleri ile
iirotelyumun etkilesimini agiklamaktadir. Bununla birlikte benzer yolaklarin iirotelyum-interstisyel
hiicreler ve diiz kas hiicreleri arasinda da olmasi muhtemeldir.'%
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Sekil 2.4. Urotelyal yolaklarin dzeti.!*® Urotelyum tarafindan salman mediatérler (yani,
“ciktilar”) mavi renk ile yazilmigtir ve bu mediatorlerin etkiledigi varsayilan hedef dokular mavi ok
ile gosterilmistir. Mesane liimeninde bulunan veya afferent sinir terminalinden salinanlar
mediatdrler yesil renk ile yazilmistir ve bunlar iirotelyal yanitlari tetikleyen girdiler olarak islev
goriir. Urotelyumda bulundugu varsayilan girdi yolaklar1 yesil renk ile yazilmistir ve bu yolaklar
¢ok sayida kanal ve reseptdrii icerir. Interstisyel hiicreler veya diiz kas hiicreleri tarafindan salman
mediatdrlerin tirotelyal fonksiyona etkisi hakkinda sinirli bir bilgi vardir, bu nedenle soru isaretleri
ile belirtilmistir. Bir iirotelyal hiicre tarafindan salinan mediatdrlerin farkli bir {irotelyal hiicrede
girdi olarak islev gérebilecegi varsayimi mor ok ile ifade edilmistir.!%

Kronik mesane inflamasyonunun, si¢anlarda iirotelyumdan ATP salinimini ve mesane
afferentlerinde piirinerjik sinyallesmeyi arttirdig1 '!7; IS/MAS’I1 hastalarda iirotelyumda
hem gerilme aracilt ATP salinimin1 hem de P2X3 reseptor ekspresyonunu arttirdigi
gosterilmistir.'®!° Preklinik arastirmalardan muskarinik reseptdr aracili ACh’nin, iirotelyal

hiicrelerden NO ve prostanoidlerin yani sira ATP salmimini da tetikledigi 2°2!

, ayrica
deneysel sistit modellerinde ACh ve NO saliiminin da arttig1 bilinmektedir.'”-!'° Bunlara
ek olarak, bradikinin, insan iirotelyal hiicre hattinda tirotelyal NGF salinimini uyarmakta
ve gerilme kaynakli ATP salinimini artirmaktadir.?!!'! IS/MAS’11 hastalarin ''2 ve CYP ile
indiiklenen sistit modeli '® mesane drneklerinde iirotelyumda Bradikinin-1 reseptdrii

ekspresyonu artmaktadir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Piirinerjik mekanik duyusal transdiiksiyonun kuramsal modeli ve TRP
kanallarinm alt iiriner sistem ile iliskisi.'> Urotelyum tarafindan eksprese edilen gegici reseptor
potansiyeli kanali (TRP) mesane distansiyonu ile aktive olarak tirotelyumdan ATP salinmasina
neden olur. Salinan ATP merkezi sinir sistemine duysal ve nosiseptif sinyalleri iletecek olan
afferent sinirlerin terminal ucunda bulunan P2X2 veya P2X3 reseptorii iizerine etki eder. Ayni
zamanda TRP kanallar1 yine bahsi gegen afferent sinir terminallerinde eksprese edilebilir. Bu
kanallardan bazilar1 alt iiriner sistem fizyolojinde rol oynayabilecegi ifade edilmistir. Urotelyum
hiicreleri tarafindan ATP salinimina ekzositoz veya panneksin ve conneksin hemi kanallar1 aracilik
edebilir. Salmman ATP, interstisyel hiicreler iizerinde bulunan piirinerjik reseptorler tizerinden
interstisyel hiicre fonksiyonuna etki edebilir. Bunlara ek olarak ortama salinan ATP’nin etkileri
yine bu piirinerjik reseptorler ve ekto-ATpaz’lar tarafindan degistirilebilir. Interstisyel hiicreler ile
detrusor hiicreleri arasinda siki baglant1 kanallar1 sayesinde tirotelyumdan salimman ATP’nin etkileri
detrusor hiicrelerine kadar uzanabilir. Urotelyal reseptdrlerin ve kanallarin uyarilmasi, mesane
duyu sinirlerini ve diger hiicre tiplerini hedef alan mediatorlerin salinmasina neden olabilir;
irotelyal hiicreler ayrica sinirlerden veya diger hiicre tiplerinden salinan nérotransmiterler i¢in
hedef de olabilirler yani otokrin (otoregiilasyon) veya parakrin (yakindaki sinir liflerinden veya
diger hiicrelerden salinim) mekanizmalar tarafindan aktive edilebilirler.'®

Enterstmat

’cells of Cajal /

(Ex hemichannel

IS/MAS’ta degismis iirotelyal ndrotransmitter salinimi veya reseptdr ekspresyonunun
nedenleri tam olarak belirlenemese de, bu degisikliklerin inflamasyon, enfeksiyon veya

iirotelyal hasarlanmanin bir sonucu olduguna dair birikmis kanitlar mevcuttur.”
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2.2.2. inflamasyon

Sadece kiiciik bir IS/MAS hasta popiilasyonu, Hunner iilserlerinin varlig1 ile karakterize
onemli bir inflamasyon sergilemektedir.!'®> Bununla birlikte IS/MAS hastalarinin mesane
ve idrarindaki proinflamatuar mediatorlerin miktarinda artis oldugu yaygin olarak
bildirilmektedir.3¢-! 417 Mast hiicrelerinden salimanlarin, histaminin ve NGF’yi igeren pro-
inflamatuar mediatdrlerin, afferent sinir terminallerini dogrudan hassaslastirdigi
bilinmektedir.''® Ayrica IS/MAS hastalarinda pro-inflamatuar genlerin artmis ekspresyonu,
0dem, doku graniilasyonu; makrofaj, kemokin, sitokin, eozinofil ve ayrica T ve B hiicre
belirteclerinde artis da tanimlanmugtar, !4

Sistit kaynakli inflamasyonun ¢ogunlugu yiizeyel mukozada lokalize olmasina ragmen,
tirotelyal afferentler bu ¢evresel degisiklikleri tespit edebilecek ve degisikliklere yanit
verebilecek bir lokasyondadir.”® Afferentlerin inflamasyona bagli hassaslasmasi, normal
yara iyilesmesinin indiiklenmesi i¢in temel bir mekanizmadir, ancak afferentlerin kronik
duyarlilig1, uzun siireli veya siddetli bir inflamasyonu takiben ortaya ¢ikabilir.”''* Urolojik
bozukluklarda inflamatuar aracili bir patofizyolojiyi desteklemek i¢in, sistit hayvan
modellerinde hem akut hem de kronik mesane hiperaktivitesini indiikleyen asetik asit,
akrolein, CYP, zimosan ve LPS dahil bir dizi kimyasal madde kullanilmistir.'2%123 AAM
ve IS/MAS gibi hastaliklarin arastirilmasinda inflamatuar hayvan modelleri kullaniminda
birgok siirlama olsa da bu hayvanlarda, mesane distansiyonu sirasinda sistometrik
degisiklikler ve artmig visseromotor tepki ile AAM fenotipi, azalmis mesane kapasitesi,
mesane distansiyonunda allodini ve hiperaljezi varligi ile insanlardakine benzer bulgular
tespit edilmistir.'>*!?” Ayrica, mesane afferentleri kimyasal ve inflamatuar uyaranlara kars1
dogrudan duyarlilik gésterirken '8, CYP ile indiiklenen sican ve dogal olarak olusan bir
kedi IS/MAS modelinde mesaneyi innerve eden DKG néronlarinin daha diisiik aktivasyon
esigi ile bu duruma ikincil olarak duyarlilastig1 tespit edilmistir.'?%!** {S/MAS’1 tedavi
etmede mesane afferent ateslemesini bloke eden (lidokain ve neosaksitoksin gibi) ve
periferik sinir desensitizasyonuna neden olan (resiniferatoksin) intravezikal ajanlarin
etkililigi, distansiyon ile olusan mesane asir1 duyarliliginda periferik afferentlerin roliiniin
onemini vurgulamaktadir.!3!:132

Gegici reseptor potansiyeli (TRP) kanali olan Gegici Reseptor Potansiyeli Vanilloid
Reseptor-1’in (TRPV1), IS/MAS’I1 hastalarin mesanelerinde artmis ekspresyonu

gosterilmistir.!>> Bunun yaninda, TRPV1 ve Gegici Reseptor Potansiyeli Ankirin Reseptdr-
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1 (TRPAT), néronal aktivasyon esiklerini modiile ederek ve P2X reseptdr aktivasyonuna
mesane afferent yanitlarini artirarak, kemirgenlerin normal ve sistit kaynakli mekanik
duyarliligina aracilik etmede yer almistir.!?6-134138 Sistit hayvan modellerinde, voltaj kapili
sodyum kanallar1 (Nay)”®!'*, potasyum kanallar1 (Kv)'%; P2X 12%141 Gegici Reseptor
Potansiyeli Vanilloid Reseptor-4 (TRPV4)!'*? ve kannabinoid '**!#* reseptorleri olmak
tizere noronal duyarlilig1 ve ndronal uyarilabilirligi diizenleyen mesane afferentleri
tizerinde nosisepsiyon ile iliskili bir dizi ek reseptor ve kanal da tanimlanmistir. Bazi
hastalar aktif inflamasyon veya artmis lirotelyal gecirgenlik olmaksizin, daha 6nceki
mesane enfeksiyonu veya inflamasyonunun remisyon déoneminde olmasi miimkiindiir. Bu
senaryoya gore, uzun siireli asir1 duyarlilik hali artmis duyusal semptomlarin nedeni
olabilir.”” Cocukken klinik olarak tekrarlayan IYE 6ykiisii olan kadinlarm yetiskinlik
doneminde IS/MAS tanis1 alma olasilig1 5Snemli dl¢iide yiikselmektedir '*° ve ayrica
neonatal sigcan mesane hasarinin preklinik aragtirmalari, bu durumun duyusal yollarin uzun
siireli duyarlilasmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.!#*'*® Inflamasyonun
gerilemesini veya doku yaralanmasinin iyilesmesini takiben periferik afferentlerin
noroplastisitesi hem somatik hem de viseral agr1 modellerinde, nérojenik inflamasyon ve
noronal filizlenmenin indiiklenmesi yoluyla kanitlanmistir.”-'?%14° Neonatal sicanlarda
mesane inflamasyonu; yetigkinlik doneminde inflamatuar uyaranlara kars1 agirt duyarlilik

ile sonuglanmakta, AAM fenotipinin !46-147:150

yani sira spontan veya mesane distansiyonu
ile uyarilmis spinal viseral nosiseptif néronlarin asir1 yamtini indiiklemektedir.'*8

AAM, yetiskin sistit preklinik modellerinde, tirozin reseptor kinaz (Trk) A, Trk B ve
Kalsitonin Gen iliskili Peptit (CGRP) artislar ile iliskili bulunmustur 3152 ve yine bu
degisikliklerin afferent terminallerin bulundugu dokuda inflamasyonu kolaylastirdig: tespit
edilmistir.!>® Ayrica IS/MAS’I1 hastalar, saglikli kontrollere gdre serum ve idrarda daha
yiiksek NGF seviyelerine sahiptir.!>* Fare iirotelyumunda asir1t NGF ekspresyonu, asir1
noronal innervasyona, artmig mast hiicre sayisina ve mesane fonksiyonunda degisikliklere
yol acar.!> Bu bulgular, in vivo ve in vitro olarak kemirgen inflamasyon modellerinde !>
157 ye IS/MAS hastalarinin mesanelerinde '°%!* tanimlanmis néronal terminallerin artan
filizlenmesini agiklamaktadir.

2.2.3. Mikrobiyom/Kronik idrar Yolu Enfeksiyonu

Mesane mikrobiyomunu olusturan bakteri tiirlerindeki kaymalar, iIS/MAS’1n hem varlig1

hem de siddeti ile iliskilendirilmistir.!*® Ornegin, IS/MAS’l1 kadinlar saglikli kadinlara
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19 {lging bir sekilde, mesane

gore daha az mikrobiyota cesitliligine sahiptir.
mikrobiyomunda hastalar aras1 6nemli degiskenlige ragmen, antimikrobiyal 6zelliklere
sahip Lactobacillus’ta IS/MAS hastalarinda kontrollere kiyasla azalma yaygin bir
bulgudur. Ayrica, Lactobacillus acidophilus’un yoklugu, daha yiiksek agr1 skorlar1 ve IS
semptom indeksinde daha yiiksek skorlar ile iliskilidir.!!® Bu veriler, iiriner mikro gevre ile
afferent sinirler arasinda muhtemelen tirotelyumun aracilik ettigi iletisimin varligini
desteklemektedir.”

2.2.4. Organlar Arasi1 Duyarhhk

IBS ve inflamatuar bagirsak hastalig1 gibi kolon hastaliklarinin, komsu bir organ olan ve
herhangi bir patoloji saptanmayan mesanede ilerleyen siiregte patoloji gelisimine neden
olabilecegi ile ilgili kanitlar mevcuttur.'’

Kolit fare modelinde, 2,4,6-trinitrobenzen siilfonik asidin (TNBS) rektum igine
uygulanmasi, kolondaki afferent uc¢lardan omurilige kadar tiim periferik duyusal yolun
uyarilabilirligini arttirmistir.” TNBS koliti sikisma ve siklik semptomlarinda, mesane
distansiyonuna kars1 afferent duyarlilifinda artisa neden olmustur. Bu semptomlar,
mesanede herhangi belirgin bir inflamasyon veya histolojik hasar yoklugunda ortaya
cikmustir ve bu da devam eden IS/MAS semptomlarinin degisen afferent duyarliligiyla
iliskisini vurgulamaktadir.'®!

"Capraz organ duyarliliginin" pelvik organlarin fizyolojik koordinasyonundan,
torakolomber (TL) ve lumbosakral (LS) DKG ve omurilik i¢indeki ortak duyu yollarinin
kalic1 patolojik plastisitesinden kaynaklandig diisiiniilmektedir.!>'%? Kolonik innervasyon

yapan DKG néronlarinin yaklasik %15°i, ayn1 anda mesaneyi innerve etmekte '®!

, spinal
dorsal boynuz ndronlar1 ise benzer oranda hem mesane hem de kolon distansiyonuna yanit
vermektedir.!* Bu nedenle, kolonik afferent yollarin duyarliligi, mesane afferent yollarinin
uyarilabilirligini dogrudan etkileme potansiyeline sahiptir. Gergekten de ¢ok yakin tarihli
bir preklinik ¢alismada, kronik kolonik afferent duyarliliginin mesane afferent
duyarliligina ve bunun da kontrolsiiz isemeye neden oldugu gosterilmistir. Sasirtici bir
sekilde, mesane fonksiyonundaki bu degisiklikler, sadece kolonu hedef alan terapotik bir
tedavi ile tersine ¢evrilebilmistir.'®

Ek olarak, koliti takiben kolonik afferent yollarda gelisen nérojenik inflamasyonun

gbstergesi olan birtakim norokimyasal degisiklikler de meydana gelmektedir.'** Cok

sayida ¢alisma, bu degisikliklerin, mesane, mesaneyi innerve eden DKG noéronlari ve
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omurilikte néromodiilatér NGF, Beyin Kaynakli Norotrofik Faktér (BDNF), CGRP ve
yiiksek afiniteli reseptdr Trk-B’nin kalic olarak artmasi anlamina geldigini gostermistir.'®*
168 Bu reseptorler ve ndropeptitler, pozitif geri besleme mekanizmasiyla birbirlerinin
fonksiyonlarini diizenlemede, muhtemelen gangliyonlar i¢indeki parakrin etkileriyle
mesane afferent uyarilabilirligini artirmada, yani organlar arasi duyarliliga sebep olmada
yakin bir iligkiyi paylagmaktadir,'61-16?

2.2.5. Kortikal Diizenleme: Stres, Anksiyete ve Depresyon

Mesane afferentlerinden gelen duyusal sinyaller, limbik sistem (amigdala, hipotalamus,
talamus, singulat girus), insula ve prefrontal korteksten gelen girdilerle modiile edildikleri
PAG’da birlesir ve bu da hipotalamik hipofiz adrenal (HHA) ekseni tarafindan modiile
edilebilir.®° Bu nedenle, kortikal aglardaki degisiklikler veya duygusal afektif durumun
modiilasyonu, mesane hissi iizerinde derin etkilere sahip olabilecegi gibi IS/MAS
semptomlarmin gelisimi ve devamliligr altinda yatan 6nemli bir mekanizma da olabilir.*”

IS/MAS’11 hastalar, siiregen erken yasam stresini (EYS) takiben HHA ekseni
diizensizliginin bir sonucu olabilecek saglikli kontrollerden 6nemli 6l¢iide daha yiiksek
psikolojik stres seviyeleri bildirmektedir.'” Cocuklarin EYS’ye maruz kalmasi, HHA
anormallikleri gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir ve ilerleyen zamanlarda gelisecek
depresyon ve anksiyete ile giiclii korelasyonlar gosterir.!”! Bu amagla, bir dizi ¢alisma,
IS/MAS hastalarinda saglikli kontrollere gére daha yiiksek EYS ve travma insidansi rapor
ederken !”, klinik calismalar IS/MAS’11 hastalarda stres, anksiyete, depresyon ve mesane
asir1 aktivite semptomlari arasinda giiclii bir iliski oldugunu gostermistir.** IS/MAS’Ih
hastalarda IS/MAS semptomlarinin hem dncesi hem de sonras1 déneme ait depresyon ve
anksiyete prevalansi yiiksektir; ancak hangisinin neden hangisinin sonu¢ oldugunu
saptamak hasta kohortlarinin net tanimlanamamasi nedeniyle zor olmustur.® IS/MAS’I1
kadinlarda bilissel bozukluklarla olan iliskiye ek olarak, beyin bolgeleri arasindaki iletisimi
kolaylagtiran beynin beyaz cevherindeki yapisal anormallikler, semptom siddetiyle
yakindan iliskilidir.'”?

Stres ve mesane bozukluklar1 arasindaki baglanti, kemirgenlerde yapilan preklinik
caligmalarla, strese yanit olarak olusan mesane asir1 aktivitesine veya mekanik
hiperaljeziye stresin tedavi edilmesinden sonra alinan olumlu yanit ile desteklenmektedir.
Ek olarak, bu asir1 duyarliligin, duygusal isleme ve mesane kontrolii ile iligkili beyin

bolgelerindeki 6nemli degisikliklere bagli veya bu degisiklikler ile korelasyonunun oldugu
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tespit edilmistir.'?”!7* Neonatal disi fareleri annelerinden ayirma yontemi ile olusturulan
EYS modeli, mesane distansiyonuna visseromotor yanitlari arttirmistir.'”> Bu modellerde
periferik afferent duyarliliginin stres sonucu olusup olusmadigi veya duyarliligin sadece

MSS icinde tahkim edilip edilmedigi heniiz tam olarak belirlenememistir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Kronik psikolojik stres kaynakli alt tiriner sistem disfonksiyonu ve altinda
yatan olas1 mekanizmalarm 6zeti.!’® Mevcut calismalar, mesane disfonksiyonuna katkida
bulunan merkezi ve periferik degisiklikleri gostermektedir. AKS; Aralikli kisitlama stresi, ASS;
Ayak sok stresi, COX-2; Siklooksijenaz-2, CRH; Kortikotropin salgilatici hormon, EYS; Erken
yasam stresi, HASAP; Hipofiz adenilat siklaz aktive edici polipeptit, HHA; Hipotalamik hipofiz
adrenokortikal, KDS; Kronik degisken stres, NFAT; Aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer faktori,
NGF; Sinir biiylime faktorii, SAS; Sempatik-adrenal sistem, SS; Sosyal stres, TDS; Tekrarlanan
degisken stres, TRPV1; Gegici reseptor potansiyeli vanilloid tip 1, TRPV4; Gegici reseptor
potansiyeli vanilloid tip 4, WAS; Water avoidance stress (Sudan kaginma stres protokolii).!"
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2.3. interstisyel Sistit/Mesane Agris1 Sendromu Deneysel Hayvan Modelleri

IS/MAS’m patofizyolojisini daha iyi anlamak i¢in bircok deneysel hayvan modeli
tizerinde ¢alisilmistir. Mevcut modellerde, intravezikal veya sistemik uygulamalar ile
mesanede IS/MAS o6zellikleri taklit edilmeye calisilmistir. IS/MAS ile ilgili olabilecek
cesitli faktorleri incelemede ii¢ farkli hayvan modeli yaygin olarak kullanilmaktadir.
1- Mesane merkezli modeller
2- Karmasik mekanizmalara sahip modeller
3- Psikolojik ve fiziksel stresler / dogal modeller

IS/MAS’m tiim ydnlerinin tek bir model tarafindan taklit edilemeyecegi agiktir.
Modellerin her biri bulmacanin bir parcasina katkida bulunmaktadir. IS/MAS
patofizyolojisinin ve zaman siirecinin makul bir resmini yeniden olusturmak ve boylece
tedavi hedeflerini belirleyebilmek i¢in birden fazla model gerekebilmektedir.’

2.3.1. Mesane Merkezli Modeller

Bu modeller (¢ogunlukla si¢an ve fare), idrarda toksik bir maddenin bulundugu
durumlar taklit ediyor gibi gériinmekte ve hidroklorik veya asetik asit !77, aseton!’®,
akrolein (CYP’nin aktif metaboliti) 1%, ksilen'®’, hardal yagi, kroton yagi, terebentin '8!,
protamin siilfat!®?, LPS!®3, veya CYP!®* gibi tahris edici maddelerin intravezikal
uygulanmasini igermektedir. Ayrica iirotelyal hedeflerin degistirilmis ekspresyonunu da
igerebilirler (claudin’ler %3, antiproliferatif faktérler '*6ve iiroplakin II '77). Akut mesane
agrisinin yaygin olarak kullanilan mesane merkezli bir modeli, tek bir doz intraperitoneal
CYP enjeksiyonu ile indiiklenen sistit modelidir. IS/MAS’n agr iliskili davranis
degisiklikleri, DAA ve inflamasyon aktivasyonu gibi birgok tipik 6zelligi enjeksiyon
sonrasi 24 saat i¢inde ortaya ¢ikmaktadir. Mesanede 6dem, masif inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, hemoraji ve mukozal erozyon goriiliir, bu da IS/MAS’dan ziyade akut
hemorajik sistit modeli ile bu modeli daha alakali kilar. Sigan ve farelerde, diistik dozlarda
coklu sistemik CYP enjeksiyonlari ile indiiklenen ve belirgin davranis degisiklikleri
olmaksizin kronik inflamasyonu ve hafif mesane agrisin1 ortaya ¢ikaran kronik bir model
tarif edilmistir.'8”18% CYP modelleri, kronik inflamasyonla iliskili mesane noronal
yollarindaki patolojik degisiklikleri incelemek i¢in kullanilmistir. Bu modelin karakteristik
patolojik degisikliklerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar bir¢ok arastirmaci
tarafindan kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Bununla birlikte, bu bulgularin translasyonel

onemi agikliga kavusturulmamistir.’
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Lai ve ark., mesane distansiyonuna abdominal visseromotor yanitini 6lgerek disi C57
farelerinde ortaya ¢ikan mesane hiperaljezisini gostermistir.'> Sonug olarak, bu veriler
kronik CYP’nin neden oldugu mesane inflamasyonu ve agrist ile, preklinik IS/MAS
arastirmalari i¢in umut verici bir model olarak sunulmustur.” Golubeva ve ark., tekrarlayan
sistemik CYP enjeksiyonlarina maruz birakilan farelerin mesane dokusunda masif
inflamatuar infiltrasyon, doku kanamalari, mukozal iilserasyonlar veya iirotelyum kayb1
belirtisi gdzlenmeksizin lamina propriada 6dem, proinflamatuar sitokin gen
ekspresyonunda orta derecede artig ve mastositoz ile karakterize hafif bir inflamatuar yanit
gelistirdigini gostermistir.'®’

Mesane merkezli modellerin belli sinirlamalari vardir ve daha ¢ok mesanede neler
olabilecegine odaklanir. Akut yiiksek doz CYP uygulamasi iIS/MAS i¢in tipik olmayan
hemorajik sistite neden oldugu, kronik sistiti indiikleyen diisiik dozlu CYP’nin tekrarlayan
dozda uygulanmasinin ise IS/MAS’1 taklit etmede daha uygun bir model oldugu kabul
edilmektedir.” Buna ek olarak protamin siilfat gibi iirotelyuma selektif olamayan ajanlar
sitoplazmik membrani hasara ugratarak hiicre lizisine neden olabilmektedir. Bu da
iirotelyal katmanin 6tesine uzanan, hedeflenmeyen hiicre tiplerinin hasari ile
sonuglanabilir. Bu nedenle IS/MAS’1 modellemek icin uygun ajanlar olarak kabul
edilmemektedirler.!”® Bugiine kadar, mevcut mesane merkezli hicbir model IS/MAS
hastalarinin spesifik epidemiyolojik bulgularini taklit etmeyi amaglamis veya kronik
stresin semptom siddeti lizerindeki bilinen etkisini agiklayamamistir. Mesane merkezli
hayvan modelleri daha ¢ok kronik inflamasyon ile iligkili mesane yapilarindaki patolojik
degisiklikleri ve altta yatan mekanizmalar1 aydinlatmada énemli goriinmektedir.”

2.3.2. Kompleks Mekanizmah Modeller

Karmasik mekanizmalara sahip modeller, mesanedeki degisikliklerin, MSS aktivasyonu
gibi mesane dis1 sebeplerle meydana geldigi varsayimina dayanmaktadir. Kuyruga
psodorabies viriisiiniin (PRV) enjekte edilmesi, TNBS’nin kolona damlatilmasi, otoimmiin
modeller gibi MSS devrelerinin aktivasyonu ve ¢esitli komorbid bozukluklar (Or. Kronik
pelvik agr1 ve vulvodini) yoluyla mesane degisikliklerine yol acarlar.!®"-1°11%% Farelerde
PRV enfeksiyonu, lamina propriada mast hiicre birikimi ve pelvik agr ile iligkili bir
ndrojenik sistit formunu indiiklemektedir. Wang ve ark., mast hiicrelerinin sistitteki roliinii
aragtirmak i¢in IS/MAS’1n birgok klinik 6zelligini yansitan bir transgenik otoimmiin sistit

modeli kullanmislardir. Sonuglarinin, mast hiicrelerinin sistit ile iligkili alt liriner sistem
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disfonksiyonundaki rolii i¢in dogrudan kanit sagladig1 ve belirli IS/MAS formlarini tedavi
etmek i¢in mast hiicre inhibitorlerinin kullanimini destekleyen bir sonuca varnglardir.'*

Bu modeller, sistit/mesane disfonksiyonuna katkida bulunabilecek mekanizmalar
hakkinda ilging bilgiler saglayabilmektedir, ancak bunlar IS/MAS i¢in translasyonel
degeri halen belirsizdir.’

2.3.3. Psikolojik ve Fiziksel Stresler / Dogal Modeller

Bu kategori, ¢esitli stres modelleri (WAS, kisitlama stresi), bir kedi IS/MAS modeli,
norepinefrin enjeksiyonu ve ¢evresel sicaklik veya 15181 manipiile edildigi modelleri
icerir. Hayvanlar agr1 hissedip hissetmediklerini kendileri bildiremezken, ¢esitli zararl
veya tahris edici uyaranlara yanit olarak davraniglar1 gézlemlenebilir ve puanlanabilir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar, ¢esitli psikolojik ve fiziksel stres bigimleri de dahil olmak
lizere bazi etmenlerin, kemirgenlerde analjezi veya hiperaljezi iiretebilecegini gostermistir.
Ortam sicakligindaki ve sosyal faktorlerdeki farkliliklar bile agr1 arastirmalarindaki
Ol¢timleri degistirebilmektedir. Psikososyal stres, bircok komorbid hastalik ve fibromiyalji,
cilt hastaliklar1, astim ve IBS gibi diger hastaliklar {izerinde 6nemli bir etkiye sahip
olabilmektedir. Cok sayida arastirma, stresin (cilt, mesane ve bagirsak) beyin eksenindeki
iletisimi dnemli dl¢lide degistirebilecegini ve bu sinyal mekanizmalarini hedeflemenin
sagligi ve hastalig1 etkileyebilecegini ortaya koymustur.>!*>1%¢ Ek olarak, IS/MAS
hastalar1, duyusal alg1 ve agriya katildig1 bilinen beyin bolgelerinde, mesane dolumu ile
artmis islevsel beyin aktivasyonu sergilemektedir. Bu baglamda, anksiyeteye yatkin
siganlarda kronik WAS’1n IS/MAS teshisi konan insanlarda gdzlenenlere benzer bir dizi
klinik ve iglevsel 6zellik ile sonuglanabilecegine dair kanitlar vardir. Caligmalar, kronik
psikolojik stresin idrar sikligini, kronik mesane hiperaljezisini, taktil arka pence
allodinisini ve suprapubik hiperaljeziyi indiikledigini gostermistir.!””!°® Bu modeller ayni
zamanda sikismaya yanit veren iseme refleks arklarinin artmis katilimini da ortaya
cikarmustir.!’* WAS modelinin ayrica, hem AUSS hem de IS/MAS ile iliskili komorbid bir
durum olabilen IBS igin bir model olarak gastrointestinal sistemde degisiklikler sergiledigi
gosterilmistir.

Psikolojik stresi IS/MAS gibi fonksiyonel agr1 sendromlariyla iliskilendiren olaylarin
sirast netlestirilmemis olsa da otonom sinir sistemi sempatik boliimiindeki aktivasyonunun
anahtar bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Sempatik sistemin tutulumu, karmagik

bolgesel agr1 sendromu ve fibromiyalji dahil olmak tizere bir dizi kronik agrili durum rapor
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edilmistir. Caligmalar, sempatoadrenal stres ekseninin sadece indiiksiyonda degil, ayni
zamanda devam eden mekanik hiperaljezide de rol oynayabilecegini ortaya koymustur.
Adrenerjik stimiilasyonun, hem mesane fonksiyonu iizerindeki uzun siireli etkilere hem de
kolorektal distansiyon agisindan pelvik i¢ organlarin asir1 duyarliligina aracilik ettigi
gosterilmistir. Bu nedenle, kronik stres, stresin agr1 semptomlarinin siddetini ve siiresini
arttirdig1 bir mekanizma olabilen, sempatik sinir aktivitesini degistiren sinir sisteminde
kalic1 degisikliklerle sonuglanir.’

WAS modeli sik idrara ¢ikma, mesane hiperaljezisi ve yliksek stres yaniti ile
karakterizedir.!”*!” WAS modeli, mukozada inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve yiizeysel
semsiye hiicrelerin kaybindan dolayi tirotelyal yiizeyde diizensiz bir azalma gosterir.

Charrua ve ark. fenilefrinin 14 giin boyunca her giin deri altindan verildigi bir model
kullanmistir. Fenilefrin uygulamasi viseral agriy1, spinal Fos ekspresyonunu, mesane
refleks aktivitesini, iseme sikligin1 ve defekasyon sayisini arttirmistir. Ayrica mukoza
tirotelyal incelme gosterirken subiirotelyumda da mastositoz mevcuttur. Sempatik sinir
yogunlugu ve idrar noradrenalin seviyeleri artmistir. Bu modelde indiiklenen agr1 silodosin
tarafindan tersine ¢evrilmistir.2%

WAS ve fenilefrin modelleri su anda en ilgi ¢ekici modeller olarak goriilmektedir; ¢iinkii
bunlar sadece mesane degisikliklerini degil, ayn1 zamanda IS/MAS hastalarinda
bulunabilecek sistemik degisiklikleri de (6r. Merkezi duyarlilasma) gostermektedir. Ek
olarak Kronik Pelvik Agr1 Calismasinda Multidisipliner Yaklasim (MAPP-CPP) Arastirma
Agi, tlirolojik kronik pelvik agr1 sendromunu incelemek i¢in hayvan modellerini
degerlendirmis; WAS modelinin, insan durumunun stres degiskenligini yansittigini ve
hastalarda ortaya ¢ikan temel semptomlarin ¢ogunu sergiledigini rapor etmislerdir.?’!2%?

2.4. Mesane Islev Bozuklugu ve Piirinerjik Yolak

Profesor Geoffrey Burnstock piirinerjik yolak iistiine bircok arastirma yapmustir.
Piirinerjik yolagin birgok hiicre, doku ve sistemdeki gorevi aydinlatilmistir. ATP nin
noronlar ve diger hiicrelerden salindig1, mesane de dahil olmak iizere bir¢ok ortamda
otokrin ve parakrin haberlesmeye aracilik ettigi ve alt iiriner sistem fizyolojisinde onemli
bir rolii oldugu artik iyi bilinmektedir.!®!' Mesanenin gerilmesi iizerine iirotelyum ve diger
mukozal hiicrelerden salinan ATP, mesane dolumunun lokal olarak algilanmasinda duyusal

iletim sisteminin bir pargasi olarak aracilik etmektedir.'?
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Insan olmayan memeli ex vivo mesane preparatlarinda elektriksel alan uyaris1 (EAU)
caligmalarinda gosterildigi gibi ATP, intramural sinirlerden ACh ile birlikte salinir ve
burada detrusor kasilmasi icin post-sinaptik olarak etki eder.?®* ilging bir sekilde, ATP,
yetigkin insan normal detrusorunun EAU uyarilmis kontraktil aktivasyonunda énemli bir
rol oynamaz; bununla birlikte, patolojinin bir nedeni veya sonucu olarak roliinde
degisiklikler olmaktadir.?®

Ek olarak, insan harici memeli mesanesinde atropine direngli, ATP aracili EAU-
kasilmasi, mesane ¢ikim tikaniklik modellerinde artig gostermis ve bu da ATP nin
patolojik mekanizmalara katilimimin kanitin1 saglamgtir.?

2.4.1. Piirinler: Alt Uriner Sistemde His ve Agr

ATP’nin topikal olarak uygulandig1 calismalardan, afferent néronlarin ateglemesini
arttirdig1 ve algojenik oldugu yani hiicre dis1t ATP nin duyusal ve nosiseptif bir mediator
olarak gorev gordiigii kavrami ortaya ¢ikmustir.!® Hiicre ici Ca?" artisina neden olan
iyonotropik piirinoseptorlerin, 6zellikle P2X3 veya heterotipik P2X2/3 reseptdrlerinin,
duyu noéronlar lizerinde gosterilmesi ile epitelyal hiicreler tarafindan salinan ATP nin
hangi yolak iizerinden néral yanitlar1 olusturdugu ac¢ikliga kavusturulmustur.'*!°> P2X3
reseptOrii nakavt farelerin kullanildig1 deneyler ile P2X3 reseptdr yoklugunda mesane
dolumunda afferent ateslemenin azalmasi ile P2X3 reseptoriiniin mesane duvarinin
gerilmesi ile iliskili olabilecegi gdsterilmistir.2%*

P2X2/P2X3 reseptorleri kedi 2°, sigan 2% ve insan 2°” mesane doku drneklerinde tespit
edilmistir. Ruan ve ark. kedi intramural gangliyonlarinda, rolleri heniiz agikliga
kavusturulmamis ¢ok ¢esitli P2X (P2X1-7) ve P2Y (P2Y1,2,4,6,12) reseptorlerin kesfinde
bulunmustur.?”® Insan doku 6rneklerinde, néronlar iizerinde P2X2/P2X3 reseptdr
ekspresyonunun dnemli dl¢iide plastisitesi gosterilmistir.?® Ayrica, idiyopatik veya
noropatik DAA’nin tedavisinde kullanilan botulinum toksini ile tedavi edilen hastalarin
ndronlarinda azalmis P2X3 reseptor ekspresyonu ile yine bu hastalarda azalmig sikisma
ataklarinin énemli dlgiide korele oldugu goriilmiistiir.2"’

Tlgi cekici bir sekilde, ATP-P2X2/3 reseptoriin mesane duvari duyusal yolundaki
Oonemine iligkin bir goriis daha yakin zamanda sunulmustur. Bu yolagin patolojik
durumlarda (6rnegin iirotelyumdan ATP saliniminin LPS tarafindan arttirildigi durumlar)
Oonem kazandig1 belirtilmistir. Bu ¢aligmada, P2X2 veya P2X3 reseptoriiniin tekli

nakavtinin, vahsi tip hayvanlarla karsilastirilmasinda kontraksiyonlar arasi siire veya iseme

38



etkinligi {izerinde higbir etkisi olmamistir. Ancak LPS ile mesane inflamasyonu
indiiklendiginde kontraksiyonlar arast siire sadece bu reseptorleri olan vahsi hayvanlarda
kisalmistir.2!°

Mesane duvarinin fiziksel veya kimyasal streslere yanit olarak ATP salgiladigi
konusunda fikir birligi vardir. Duyusal yanitlarla iliskili ATP’nin kaynaginin ¢ogunun
mukoza oldugu saptanmustir. Urotelyum ii¢ hiicre katmani olmak iizere sirastyla apikal,
orta ve bazal tabakalarina sahiptir. Bunlarin hepsi ATP saliniminda esit kapasitededir.
Ayrica apikal hiicreler idrar alttaki dokulardan ayirmak icin etkili bir engel olusturur.!®
Subiirotelyum: fibroblastlar, miyofibroblastlar, interstisyel hiicreler, yogun bir damar agi,
tirotelyuma ulasan afferent sinir liflerinden olugsan kompleks bir yapidir. Bu kompleks,
eksojen ATP iiretebilen ve bunlara yanit verebilen islevsel bir yap1 (duyusal ag)
olusturur.?!!

Urotelyal ATP salinimi igin transmembran Ca?" akis1 yoluyla hiicre ici Ca®>"’nin artmasi
gereklidir.?!? Urotelyal hiicrelerde gerilme ile aktive olan katyon secici iyon kanallari tarif
edilmistir: epitelyal Na* kanallar1 (ENaC); TRP ailesinin iiyeleri 2!*2!%; asit duyarl1 iyon
kanallar1 (ASIC) 2!ve Piezzo 2!"*!® kanallar1. Bunlar dogrudan Ca?" akisin1 indiikleyebilir
veya Na* akigini baslatabilir ve bu da L-tipi Ca®* kanallarmin aktivasyonu veya Na* /Ca?*
degisimi yoluyla Ca*" akisini baslatabilir.

Birgok ¢esitte kimyasal ve biyolojik ajan, tirotelyal kaynaklt ATP salinimin1 modiile
eder ve yine birgogu, AAM veya IS/MAS ile iliskili semptomlar1 hafifletmek amaciyla
arastirilmaktadir. Cogu ajan mekanik-duyarli iyon kanallarinin aktivasyon yolagini
hedeflemektedir. Mesane doku drneklerinde asidoz, kismen TRPV1 ve ASIC aktivasyonu
iizerinden ATP saliimini énemli 6l¢iide arttirmistir.?'® Bir TRPV 1 agonisti olan kapsaisin,
ilk basta etkinlestirmeye uzun siireli maruz birakilma da ise kanal1 duyarsizlastirmaya
neden olmustur.'® Kapsaisinin iirotelyumdan ATP salmimini arttirdigi, TRPV1 antagonisti
kapsazepinin ise bu etkiyi ortadan kaldirdig1 gosterilmistir.

Urotelyumda daha belirgin olmak iizere endotelyal hiicrelerde ATP kaynakli ATP
salinim yolag1 Burnstock ve ark. tarafindan ortaya konmustur. Urotelyum, ATP nin daha
fazla salinmasina katkida bulunabilecek ¢esitli P2X (P2Xi.7) ve P2Y (P2Y1,24) piirinerjik
reseptorlerini eksprese etmektedir.?®>?*° Fonksiyonel deneylerde iirotelyum, endojen

ATP’den ADP ve AMP iiretebilen ektoATPaz ekspresyonu ve hiicre i¢i depolardan Ca***y1
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serbest birakmada P2Y reseptor aktivasyonu ile dnemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte,
iyonotropik P2X reseptdrlerinin rolii géz ard1 edilemez.?*!

Urotelyal hiicrelerde hem muskarinik hem de nikotinik reseptdrler bulunur ve her
ikisinin de ACh ile aktivasyonu ATP salinimina yol acar. ACh daha ¢ok M2 reseptorii
tizerinden bu etkiyi yaratir. Bu gozlemler, kolinerjik ve piirinerjik yolaklar arasinda 6nemli
etkilesimler oldugunu ve AAM semptomlarin tedavisinde kullanilan antimuskarinik
ajanlarin mesanenin duysal sinyalizasyonunda da potansiyel 6nemli bir hedef olabilecegini
diistindiirtmiistiir.???

Mesane ve prostat kaynakli pelvik agr1 sendromlar ile potansiyel iligkisi nedeniyle,
inflamasyon ve piirinerjik yolak arasindaki baglantiya 6nemli 6l¢iide odaklanilmistir.
IS/MAS tanis1 alan hastalarin kontrollere kiyasla biyopsi 6rneklerinde ATP salmiminin
artis1 gdsterilmistir.??®> Genel olarak, inflamasyonu ve iliskili mesane agris1 durumlarini
modelleyen kosullar altinda artmis afferent sinir aktivitesinin yani sira mesane duvarindan
ATP salimimmin artti§1 agiktir.??* Bununla birlikte, bu iki fenomen arasindaki nedensel
iliski tam olarak tanimlanmay1 beklemektedir.

Idiyopatik DAA 2%, diabetes mellitus’un neden oldugu DAA 2%, omurilik
yaralanmasindan kaynaklanan néropatik DAA??’ veya iyi huylu prostat hiperplazisine
bagli mesane cikis tikaniklig1 2?®dahil olmak iizere birgok alt iiriner sisteme ait patoloji
artmig ATP salinimu ile iligkilidir. ATP salinimindaki degisikliklerin bu durumlarin nedeni
mi yoksa sonucu mu oldugu heniiz kanitlanmamastir.

2.4.2. Piirinler: Detrusor Kasilmasi ve Modiilasyonu

Mesane, spontan aksiyon potansiyelleri, spontan gegici depolarizasyonlar ve spontan
kasilmalar seklinde spontan elektriksel ve mekanik aktivite sergilemektedir. Bu aktivitenin,
norotoksin tetrodotoksine (TTX) veya bir kolinerjik, adrenerjik ve piirinerjik reseptor
antagonistleri kokteyline kars1 duyarsizligi nedeniyle, genellikle miyojenik kdkenli oldugu
kabul edilirdi.??* Ayrica bu aktivite tek basina iseme icin yeterli kasilmalara yol agamayan
ancak idrar bogaltim1 i¢in optimal mesane seklini koruyabilen diisiik amplitiidlii durumlari
temsil etmektedir.?*° Spontan kasilmalar detrusor diiz kasinin bir zelligidir. Kobay
detrusor kasindaki spontan elektriksel dalga sikliginin ATP tarafindan arttirildigi
mikroelektrot kayitlarinda saptanmistir. Fare mesanesinde ATP’nin spontan néronal
salinimi ile spontan aksiyon potansiyeli olusumu tetiklemesi, ATP nin diiz kas hiicreleri

tizerindeki NF449’a duyarli P2X1 reseptorlerine baglanmasi ardindan katyon akisi ile
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depolarizasyonun saglanmasi bu depolarizasyonun ayni zamanda L-tipi Ca2 " kanallarini
aktive etmesine dayandirilmistir.>3! Yazarlar, kayitlarin yapildig: fare mesanesinde,
spontan aksiyon potansiyellerinin miyojenik kokenli olmaktan ziyade, ATP’nin spontan
noronal salinimi ile meydana geldigi sonucuna varmislardir. Bununla tutarl olarak, izole
edilmis kobay detrusor diiz kasina (mukoza yok) iliskin bir caligmada, spontan kasilma
sikliginin ve genliginin ATP’deki gecici artiglarla, detrusordaki sinir terminallerinden
ATP’nin spontan saliimi yoluyla iliskili oldugu bulunmustur.?>23?

Spontan aktiviteyi etkilemeye ek olarak, piirinerjik aracili mukozal sinyalizasyon, EAU
aracilt detrusor kasilmalarinin amplitiidiinii de etkileyebilmektedir. EAU kasilmalari, ex
vivo olarak 1simnlanmis tam kalinlikta kobay mesane seritlerinde, 1sinlanmamuis seritlere gore
daha diistik amplitiidlii iken; mukozadan arindirilmis seritlerle yapilan karsilastirma ise,
radyasyonun mukoza olmadiginda EAU kasilmalarini etkilemedigini ve radyasyona
duyarli mukozal modiilasyonu destekledigini gostermistir.?>*

Ozet olarak bu galismalar iirotelyum merkezli piirinerjik yolagin modiilasyonu ile
detrusor kasilmalarinin etkilenebilecegini ortaya ¢ikarmustir.

2.5. Kemirgenlerde Agr1 Davramislarim Degerlendirmek Icin Kullamlan Yéntemler

Insanlarda agr1 arastirmalarmin yapilmasi zordur, 6zneldir ve etik diisiincelerle sinirhidur,
bu da fareler ve siganlarin agriy1 arastirmak i¢cin model olarak yaygin sekilde
kullanilmasina yol agar.?*> Bununla birlikte, hayvan modellerinin kullanimiyla, insanlarda
agriya esdeger kabul edilebilecek davranigsal tepkilerin nicellestirilmesiyle ilgili zorluklar
ortaya ¢ikmaktadir. Hayvanlar insanlardan farkli olarak agriy1 sozel olarak ifade
edemezler. Bu nedenle hicbir testin hayvanlardaki agriy1 dogrudan dlcemeyecegine dikkat
edilmelidir.?*® Hayvanlarda hos olmayan duygusal agr1 deneyimi; bir viicut pargasinin bir
uyarandan geri ¢ekilmesi, etkilenen bolgenin timarlanmasi, azalmig ambulatuvar hareket
ve ajitasyon artigini icerebilen agr1 benzeri davraniglardan ¢ikarilir. Kemirgenlerde agri
dogrudan dlgiilemediginden, anestezi uygulanmamis hayvanlarda agr1 benzeri davraniglar
6lgmek ve degerlendirmek i¢in giivenilir, tekrarlanabilir, hassas ve spesifik dolayli
yontemler gelistirmek gerekli olmustur.?%

Nosisepsiyon terimi; mekanik, termal, elektriksel veya kimyasal olan ve dokuya zarar
verme potansiyeli olan herhangi bir uyarani kapsayan zararli uyaranlara verilen periferik

noronal yamti tanimlamak igin kullanilir.*” Tipik olarak zararli uyaranlar, zararl

uyaranlar elektrik sinyallerine doniistiiren bir dizi 6zel iyon kanal1 ve reseptore sahip olan
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periferik duyu ndronlarmin bir alt kiimesi olan nosiseptorleri aktive eder. Nosiseptif
sinyaller daha sonra agr1 hissi olarak islenmek tlizere omurilige ve beyne gonderilir.
Dolayisiyla agri hem duyusal hem de duygusal bilesenleri kapsayan bir deneyimdir; bu
nedenle agr1 terimi nosisepsiyon yerine kullanilamaz.

Agr1, hayvan c¢aligmalarinda nosisepsiyon miktarini 6l¢gmek icin en sik kullanilan
yontem olan bir nosiseptif uyarandan ¢ekilme gibi "agr1 benzeri" davranislardan ¢ikarilir.
Normalde geri ¢ekme yanit1 uyandirmayan bir uyaran uygulanirsa ve hayvan uyarandan
cekilirse, hayvanda allodini oldugu kabul edilir. Benzer sekilde, normalde bir geri ¢ekilme
tepkisi uyandiran bir uyaran uygulanirsa, ancak hayvan abartil1 bir tepkiyle geri ¢ekilirse,
hayvanda hiperaljezi oldugu kabul edilir.?*

2.5.1.Acik Alan Testi

[k kez 1934 yilinda Hall tarafindan si¢anlarda tanimlanmistir.?*° Yapilan ilk deneylerde
sicanin acik alana konulmasiyla birlikte olusan diskilama sayisi ile lirkeklik arasindaki
iligki incelenmistir. Deneklerin alisik oldugu ortamdan alinarak yeni ¢evreye konulmalari,
deneklerde grup ya da siirtiden ayrilma ve agik alana birakilma anksiyetesine yol
acmaktadir. Acik alan testi uygulama alanlar1 farkli ebatlarda ve sekillerde olabilir.
Arastirmacilar tarafindan dairesel, dikdortgen ve kare formlar1 kullanilmistir. Biitiin
diizeneklerde merkez ve periferik olmak tizere iki ayr1 bolge tanimlanmaistir.

Denek her zaman test diizenegindeki merkez bolgeye konularak deneye baglanir.
Anksiyetenin azalmasina bagli olarak merkez bolgeye girme sayis1 ve merkez bolgede
gecirilen siire artar. Aksine anksiyete artisi ile periferik bolgede gecen siire artmaktadir.
Acik alana konan hayvanlarda anksiyete artigina bagl olarak sinirlar1 belirli testin duvar ve
koselerine kagma, periferde vakit gecirme istegi goriiliir. Bu davranisa “thigmotaksis”
denmektedir.?*® Acik alan testinde anksiyete 6l¢iimii ile ilgili birgok davranis (iki ayag
tizerine kalkma, kasinma, gezinme vb.) ve parametre belirtilmistir. Bunlardan en
onemlilerinden birisi iki ayagi iizerine kalkma davranisidir. Agik alana konan hayvanlarda
yeni ¢evre hem merak uyandirmakta hem de anksiyeteye yol agmaktadir. Her iki duygunun
catismasinda merak duygusunun daha agir basmasi durumunda hayvan yeni ¢evreyi
arastirma davranisi olarak iki ayag1 iizerine kalkma davranisini (rearing) yapmaktadir. iki
ayagi lizerine kalkma davranisi disinda toplam katedilen mesafe, bolme degistirme sayisi,
periferde gecen siire, havay1 koklama davranigi, kazima, kasinma, dis gicirdatma,

diskilama miktar1 ve lirinasyon varlii da incelenmektedir. Acik alan testi genel olarak bir
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kez ve bes dakika uygulanmasina karsin, farkli arastirmalarda on dakikaya kadar
uygulanmaktadir.

2.5.2.Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

1955 yilinda Montegomery tarafinda Y seklinden olusan bir form olarak tanimlanmustir.
Daha sonra 1984 yilinda Handley ve Mithani, 1985 yilinda ise Pellow ve ark. tarafindan
modifiye edilerek yerden genellikle 50-70 cm yiiksekliginde, art1 seklinde agik ve kapali
kollardan olusan sekli olusturulmustur.?*!**? Yiikseltilmis art1 labirent testinde sigan ya da
fare agik alan testinde oldugu gibi merkez bolgeye konulur. Merkez bolge iki agik iki
kapal1 kolun kesistigi bolgedir. Kafesinden alinan denekte yeni ¢evre ve yiikseklik
anksiyeteye yol agmaktadir.>* Artan anksiyete bagli olarak kapali kolda gecen siire, kapali
kola girme sayisi, kapali kolda gegen siirenin yiizdesi artar. Anksiyetenin azalmasina baglh
olarak da acik kolda gecen siire ve acik kola girme sayis1 artmaktadir.

2.5.3.Kuyruk Cekme Testi (7ail Flick)

Ik olarak 1941°de tariflenen kuyruk ¢ekme testi, fare ve siganlarin kuyruguna bir 1s1
uyarisinin uygulanmasini igerir ve kuyrugun "titremesi” veya “segirmesi” i¢in gegen siire
kaydedilir.>** Uygulanan 1s1 uyaris1, odaklanmis bir 151k huzmesinin kuyruga uygulandigi
radyan 1s1 veya kuyruk uzak ucunun 46-52 -C arasinda sabit sicaklikta ayarlanmis bir sicak
su banyosuna daldirilmasi seklinde olabilir. Testin her iki versiyonu da hayvanin gevsek
bir sekilde tutulmasini gerektirmektedir.

2.5.4.S1cak Plaka Testi (Hot Plate)

[k olarak 1944’te tariflenen sicak plaka testi, farelerde ve siganlarda 1s1 esiklerini
belirlemek icin kullanilabilmektedir.>* Kuyruk ¢ekme testine karsilik, sicak plaka testi ve
arka pencelere 1s1 uyaranlar1 uygulayan diger testler supraspinal yollar ile daha fazla
iliskilidir. Geleneksel sicak plaka testinde, sabit bir sicaklikta, genellikle 50-55 C arasinda
tutulan metal bir yiizey iizerine dizginlenmemis bir fare veya sican yerlestirilir ve tepki
gecikmesi, yani bir nosiseptif davranist gdzlemlemek icin gegen siire (latency), arastirmaci
tarafindan kaydedilir. Nosiseptif davranislar, 6n patiyi gekme veya yalama, arka patiyi

cekme veya yalama ve ziplamay1 igermektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deneysel Tasarim

Bu calisma i¢in Kocaeli Universitesi hayvan arastirmalar1 komitesi tarafindan etik kurul
onay1 (Karar no: 5/1-2021) alinmistir. Altmis dort adet 10-12 haftalik geng yetiskin disi
Wistar albino sigan (200-250 g agirhiginda) Kocaeli Universitesi deney hayvan
laboratuvarindan elde edilmistir. Sicanlar 12 saatlik gece/giindiiz dongiisiinde 21£2 °C de
takip edilmistir. Deneklere su ve standart laboratuvar diyeti (ad libitum) saglanmistir.
Toplam 64 adet Wistar albino cinsi disi si¢an; kronik CYP ve kronik sudan kaginma stres
(WAS) deneysel IS/MAS modelleri i¢in ikiye ayrilmistir (n=32). Her iki model icin
sicanlar; Kontrol, Kontrol+AF219, IS/MAS ve IS/MAS+AF219 olmak iizere 4 gruba
randomize (n=8, her grup i¢in) ayrildi. Daha 6nce bir si¢an osteoartrit agr1 modelinde
AF219 kullanilmis, uygulama yontemi olarak oral-gavaj ve doz miktar1 olarak giinliik 10
mg/kg belirlenmistir.>* Bizim ¢alismamizda da bu uygulama yéntemi ve miktar1 kullanilda.

3.1.1. CYP-iS/MAS Modeli

Ortalama agirlig1 229,31+8,185 olan 32 adet sican kullanilmistir. IS/MAS ve
IS/MAS+AF219 gruplarina daha énce tanimlanmis protokole uygun olarak CYP 75 mg/kg
1 ml 3 giinde bir (1,4 ve 7. giinlerde) toplam ii¢ doz intraperitoneal (i.p.) uygulanmagtir 246
248 Kontrol ve Kontrol+AF219 gruplarina aym siklikta ve dozda i.p. 1 ml serum fizyolojik
(%0,9 izotonik sodyum kloriir soliisyonu) uygulandi. Kontrol+AF219 ve IS/MAS+AF219
gruplarina 6,7 ve 8. giinlerde saat 09:00°da 10 mg/kg AF219 (MedChemExpress,
Monmouth Junction, NJ, ABD), sodyum karboksimetil seliilloz (KMS) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, ABD) igerisinde siispande edilerek toplam {i¢ doz oral gavaj olarak (Sekil
3.1.), Kontrol ve IS/MAS gruplarima yine aym giinlerde sadece KMS 1cc oral gavaj olarak
uygulandi. Sekizinci giin oral gavajdan 1 saat sonra agri/anksiyete benzeri davranis
deneylerine gecildi. Agik alan, lokomotor aktivite 6l¢iimii, yiikseltilmis art1 labirent,
kuyruk ¢ekme (tail flick) ve sicak plaka (hot plate) testleri gergeklestirildi.

3.1.2.WAS-IS/MAS Modeli

Ortalama agirhigi 228,72+12,269 olan 32 adet sican kullanilmistir. IS/MAS ve
IS/MAS+AF219 gruplarina daha énce tanimlanmis protokole uygun olarak 2% 10 giin
boyunca giinde 1 saat 30x25x40 cm ebatlarinda, i¢i 7 cm derinliginde suyla doldurulmus

pleksiglas kutularin merkezine yerlestirilmis 10x8x8 cm platformun iizerinde bekletildi.
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(Sekil 3.2.) Kontrol ve Kontrol+ AF219 gruplari ise su konulmamis havuzlarda 1 saat
bekletildi. Protokol her giin saat 10:00°da gerceklestirildi. Kontrol+AF219 ve
IS/MAS+AF219 gruplarma 9,10 ve 11. giinler saat 09:00°da 10 mg/kg AF219
(MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, ABD), sodyum karboksimetil seliiloz (KMS)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) igerisinde siispande edilerek toplam {i¢ doz oral
gavaj olarak, Kontrol ve IS/MAS gruplarina yine ayni giinlerde sadece KMS Icc oral gavaj
olarak uygulandi. On birinci giin oral gavajdan 1 saat sonra agri/anksiyete benzeri davranig
deneylerine gegildi. Agik alan, lokomotor aktivite dl¢iimii, yiikseltilmis art1 labirent,

kuyruk ¢ekme ve sicak plaka testleri gerceklestirildi.

Sekil 3.1. P2X3 reseptor antagonisti AF219°un (MedChemExpress, Monmouth Junction,
NJ, ABD) oral gavaj olarak uygulanmasi.
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Sekil 3.2. Sudan Kaginma Stres (WAS) Protokolii. A. Platform iizerine birakilan sigan;
B. Cevreyi kesfetme i¢giidiisii ile hareket ederek su igene giren sigan goriintiisii; C.
Kendini koruma i¢giidiisii ile hizl1 bir sekilde tekrar platform {izerine ¢ikan sican
goriintlisli; D. Ayni anda siganlara WAS protokoliiniin uygulanmasi; E. Platform iizerinde
kalmaya c¢alisan sicanin yandan goriintiisii.

3.2. Davrams Deneyleri

Her denege ait agri/anksiyete benzeri davranis deneyleri video kamera ile kaydedilmis
ve bu kayitlar arsivlenmistir. Deneylere agik alan testi ve lokomotor aktivite 6l¢timii
yapilarak baslanmis, bu deney sirasinda total lokomotor aktivitesi gruptan anlamli olarak
diisiik olanlar (hangi gruptan oldugu bagimsiz), azalmis lokomotor fonksiyonun test
sonuclarina etki edebilecegi ve yanlis sonuglara yol agabilecegi nedeniyle sonrasinda
yapilacak diger agri/anksiyete benzeri davranis deneylerine dahil edilmemistir.

3.2.1. Acik Alan Testi ve Lokomotor Aktivite Olciimii Deneyi

Lokomotor aktivite, bir pleksiglas kutu (40x40x30 cm) ve acik alan aktivite yazilim1
iceren bir bilgisayardan olusan sistem (May AMS 9701, Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye)
ile degerlendirildi (Sekil 3.3.). Toplam lokomotor aktivite, hayvanlarin 5 dakika boyunca
vertikal, ambulatuvar ve stereotipik aktivitelerinin toplami olarak tanimlandi. Ayrica video
kayit ve Ethovision XT 11.5 (Noldus Information Technology, Leesburg, VA, ABD)
yazilimi ile merkez ve perifer alan sinirlar1 belirlenerek deneklerin bu alanlarda
gecirdikleri siireler ayr1 olarak otomatik analiz edildi (Sekil 3.4.). Bunlara ek olarak deney

sirasinda digkilama sayis1 not edildi.
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Sekil 3.3. Lokomotor aktivite izleme sistemi. (May AMS 9701, Commat Ltd., Ankara,
Tiirkiye)

Sekil 3.4. Acik Alan Testi. A. Ethovision XT 11.5 (Noldus Information Technology,
Leesburg, VA, ABD) yazilimi. Is1 Haritas1 merkezden kaginma, B. Yiiksek anksiyete
benzeri davranig; C. Normal kesif benzeri davranis. Hareket Takibi, D. Yiiksek anksiyete
benzeri davranis; E. Normal kesif benzeri davranis.

3.2.2. Yiikseltilmis Arti1 Labirent Testi Deneyi

Test cihazi1 dért siyah polipropilen koldan olusuyordu. Iki "agik" kol 0,5 cm ¢ikintilara
ve iki "kapali" kol 30 cm duvarlara sahipti. Kollar 10 cm genisliginde, 50 cm uzunlugunda
ve 55 cm yiiksekliginde akrilik ayaklar iizerine yerlestirilmistir. Test sessiz, los 1s1kl1 bir
odada yapilmistir. Her testin basinda sicanlar, agik bir kola bakacak sekilde aparatin
ortasina yerlestirildi. Sicanlarin aparat1 5 dakika kesfetmesine izin verildi ve davranislari

labirentin iizerine monte edilmis bir kamera ile kaydedildi. Diizenek bes bolgeye ayrildi
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(iki a1k kol, iki kapali kol ve bir merkez bolge). Davraniglar EthoVision XT 11.5 yazilimi
(Noldus Information Technology, Leesburg, VA, ABD) kullanilarak otomatik olarak analiz
edildi. Kollarda gegirilen siireler ve kollara giris sayilari analiz edilen parametrelerdi (Sekil
3.5.ve 3.6)

3.2.3. Kuyruk Cekme Testi

Deney baglangici (1.giin) ve sonunda (sakrifikasyon giinii) radyan 1s1 iireten bir cihaz
(May TF 211-C1, Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye) ile test gerceklestirildi (Sekil 3.7.).
Sonlandirma siiresi (Cut-off) 15 sn olarak tanimlandi. Her denek i¢in 5 dk ara ile test 3 kez
tekrarland1 (Sekil 3.8.) Bu ii¢ 6l¢iimiin ortalamasi hesaplandi. Deney sonu 6l¢iilen degerin,
deney baslangi¢ degerine (baseline) gore degisimi % olarak hesap edildi.

e [(Deney sonu kuyruk ¢cekme siiresi — Baseline kuyruk ¢ekme siiresi) / Baseline

kuyruk ¢cekme siiresi] x 100

Sekil 3.5. EthoVision XT 11.5 yazilimi1 (Noldus Information Technology, Leesburg, VA,
ABD) A. Sican hareketlerinin yazilim tarafindan kayit edilmesi. B. A¢ik ve kapali kollarin
yazilimda tanimlanmasi.

-

Sekil 3.6. Yiikseltilmis art1 labirent testi kesif bolgeleri. A. Merkez kol; B. Kapali kol; C.
Acik kol.
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Sekil 3.7. Kuyruk Cekme Test diizenegi (May TF 211-C1, Commat Ltd., Ankara,
Tiirkiye)

Sekil 3.8. Kuyruk Cekme Testi. A. Kuyruga radyan 1s1 uygulanmasi; B. Sicanin
kuyrugunu ¢ekmesi ile enerjinin otomatik kesilmesi.

3.2.4. Sicak Plaka Testi

Deney baslangici (1.giin) ve sonunda (sakrifikasyon giinii) 5442 °C sicak plaka i¢eren
platform ile (May AHP 9601, Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye) test gerceklestirildi (Sekil
3.9.) Sonlandirma siiresi (Cut-off) 45 sn olarak tanimlandi. Deneyler test siiresince video
kamera ile kay1t edildi. Siganlarin 6n ve arka patilerini kaldirma ve yalamasi, ayrica
ziplama ve platformdan kagma stireleri (Sekil 3.10.) ¢ift kor iki arastirmaci tarafindan
video kayitlar1 izlenerek not edildi. Cevreyi kesfetme/merak benzeri davranislarin dogal

sonucu olarak hareket eden ve arka patileri lizerinde sahlanan (rearing) sicanlarin 6n
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patilerini kaldirmalari, agrili uyaran ya da normal kesif davraniginin bir sonucu olup
olmamasindaki belirsizlik nedeniyle 6n pati kaldirma siiresi degerlendirme dis1
birakilmigtir. Ayrica, deneyin sonlandirma siiresine kadar ¢cok az dene§in 6n pati yalama ve
platformdan ziplayarak kagma davranislar1 gostermesi nedeniyle 6n pati yalama ve
ziplama/kagma siireleri de degerlendirme dis1 birakilmigtir. Arka pati kaldirma ve
yalamaya kadar gegen siire degerlerinin (/atency) ortalamasi her bir parametre icin ayri
olarak hesap edildi. Yine deney sonu 6l¢iilen degerlerin baseline degerlere gore degisimi %
olarak her iki parametre i¢in ayr1 olarak hesap edilmistir.

e [(Deney sonu sicak plaka siiresi — Baseline sicak plaka siiresi) / Baseline sicak
plaka siiresi] x 100 (Bu hesaplama arka pati kaldirma ve arka pati yalama olmak {izere iki

ayr siire i¢in yapilmistir.)

Sekil 3.9. Sicak Plaka Test Platformu (May AHP 9601, Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye)
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Sekil 3.10. Sicak plaka testinde sican davranislari; A. Arka pati kaldirma; B. On pati
yalama; C. Arka pati yalama; D. Platformdan ka¢gma.

3.3. Sakrifikasyon ve Dokularin Deneylere Hazirlanmasi

Denekler intramiiskiiler ketamin 50mg/kg + ksilazin Smg/kg anestezi uygulamasi
sonrasi eksanguinasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Daha sonra abdominal vertikal
insizyon ile mesane ortaya kondu (Sekil 3.11.). Mesane diseke edilerek bir biitiin olarak
cikarildi. Cikarilan mesane dokusu yas agirlikla 6l¢tildii ve viicut agirligina orani
hesaplandi. Ardindan serit haline getirilen dokunun (Sekil 3.12.) 1/6’lik kism1 %10’ luk
formalin soliisyonuna tespit edilerek histopatolojik inceleme i¢in, 1/6’lik kismu1 ise protein
analizi i¢in -80 °C’ de saklanmak {izere randomize olarak ayrildi. Kalan 4/6’lik kisim ile

izole organ deneyleri gerceklestirildi.

Sekil 3.11. Abdominal insizyon ile mesanenin ortaya konmasi.
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Sekil 3.12. Mesane dokusunun deneylere hazirlanmasi. A. A¢ilan mesane dokusu ve
yaklastirilmis goriintiisii; B. Serit haline getirilen mesane dokusu ve yakinlastirilmis
goruntisu.

3.4. izole Mesane Seritlerinin In Vitro Deneyleri

3.4.1. In Vitro Deneylerde Kullanilan Besleyici Soliisyonlar ve ilaclar

Deneylerde besleyici soliisyon olarak pH’1 7.4 olan Tyrode soliisyonu ve NaCl’nin
ekimolar miktarda KCl ile yer degistirilmesi sonucu elde edilen yiiksek K* igerikli 80 mM
KCI ¢ozeltisi kullanildi. Cozeltiler deney giinii taze olarak hazirlandi.

Izole organ deneylerinde kullanilan ilaglar: Karbamilkolin kloriir (Karbakol) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, ABD), Papaverin hidrokloriir (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
ABD, St. Louis, Missouri, ABD), Adenozin 5’trifosfat disodyum hidrat (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, ABD), Atropin siilfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD), Debrizokin
siilfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD), AF219 (MedChemExpress, Monmouth
Junction, NJ, ABD) dur.

AF219 harig tiim ilaglar distile su i¢cinde ¢oziillip gerekli seyreltmeler yapilmak suretiyle
giinliik olarak hazirland1 ve deney boyunca sogukta muhafaza edildi. AF219 stok ¢ozeltisi
DMSO’da ¢oziilerek seyreltmeleri distile su ile yapildi. Stok ¢6zelti dokuya dogrudan
verilmedi, distile su ile seyreltildikten sonra dokuyu inkiibe etmek i¢in kullanildi.

3.4.2. izole Mesane Seritlerinin In Vitro Deneylere Hazirlanmasi

Deneyler Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma Biriminde
(DETAB) gergeklestirildi. Serit haline getirilen mesane dokular1 hazirlandiktan sonra %95
02 - %5 COzile gazlandirilan ve 37°C olarak 1sitilan, Tyrode soliisyonu (mM olarak
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NaCl:136, KCI:2.7, CaCl,:1.8, MgCl»:1.05, NaH2P04:0.42, NaHCO3:11.9, Glukoz:5.5)
iceren 20 ml’lik ceketli tip organ banyosuna bir ucu organ askisina diger ucu gerim
degisikliklerini kaydetmek {izere izometrik transdiisere (FDTA 10, Commat Ltd., Ankara,
Tirkiye) baglanarak yerlestirildi. Mesane seritleri 1 gramlik 6n gerim altinda 15 dakikada
bir yikanarak 1 saat dengelenmeye birakildi.

Her mesane seridinde meydana gelen izometrik gerim degisikliklerinin 6l¢iimii, veri
analizi yapabilen bir yazilim (BSL Pro 3.7, Biopac System Inc, Santa Barbara, CA, ABD)
igeren ¢evrimici olarak kaydeden dort kanalli bilgisayarli farmakolojik veri toplama
sistemi (MP30B-CE; Biopac System Inc, Santa Barbara, CA, ABD) ile baglantili izometrik
force transdiiserler (MAY-COM FDT 10A; Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye) kullanilarak
gergeklestirildi.

Dengelenme periyodu sonunda seritler 80 mM KCIl soliisyonuna maruz birakildi. Daha
sonra yikanan dokular karbakol, ATP ve EAU kasilma yanitlar1 ve papaverin gevseme
yanitlar1 elde edildi.

EAU, MAY ST95PT (Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye) stimiilator ile uygulandi. Mesane
seritleri organ banyosuna birbirine 6-8 mm uzakli§inda paralel iki platin tel elektrot arasina
vertikal olarak iki ucundan asildi. EAU sirasinda organ banyosuna muskarinik reseptor
blokérii 10® M Atropin, adrenerjik sinir blokérii 3x10® M Debrizokin ve P2X3 reseptor
antagonisti 10° M AF219 eklenerek 30 dakika inkiibasyon suretiyle parasempatik,
sempatik ve piirinerjik sinir aktivitesinden olusacak yanitlar engellendi. Deneyler sonunda

mesane seritleri kurutma kagidi tizerine alinip hafif¢e kurutulduktan sonra tartildi.

Sekil 3.13. Kocaeli Universitesi DETAB - izole Organ Deney Laboratuvari. Doku
banyosu modiillerine ait goriintii.
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3.4.3. KCl Kasilma Yamitlar:

Kontrol ve deney gruplarindan elde edilen mesane seritleri 80 mM KCI ile muamele
edildi. Elde edilen kasilma yanitlar1 mg/mg olarak kaydedildi.

3.4.4. Karbakol Kasilma Yanitlar:

Kontrol ve deney gruplarindan elde edilen mesane seritlerine karbakol 10°-10* M
kiimiilatif konsantrasyonlarda ilave edilerek konsantrasyon-yanit egrisi elde edildi. Her bir
konsantrasyondaki kasilma yaniti dengeye eristikten sonra bir iist konsantrasyona gecildi.
Elde edilen kasilma yanitlar1t mg/mg kasilma olarak kaydedildi.

3.4.5. Papaverin Gevseme Yanitlar

Kiimiilatif karbakol yanitinin ardindan tek konsantrasyonda papaverin 10* M uygulandi.
Gevseme yanitlart mg/mg olarak kaydedildi.

3.4.6. ATP Kasilma Yanitlar:

Deney ve kontrol gruplarindan elde edilen izole mesane seritlerine ATP (108 - 10" M)
kiimiilatif konsantrasyonlarda ilave edilerek konsantrasyon-yanit egrisi elde edildi.

3.4.7. EAU’nun Olusturdugu Kasilma Yanitlari

Deney ve kontrol gruplarindan izole edilen mesane seritleri dengeye ulastiktan sonra 50
V, 1 msn;l, 2,4, 8, 16, 32, 64, Hz’lik frekanslarda toplam 10 sn siire ile uyarilar verilerek
kasilma yanitlar1 alindi. Her frekansta olusan gevseme yanit1 geri dondiikten sonra bir
sonraki frekansa geg¢ildi.

Bu yanitlar alinmadan ortama muskarinik reseptor blokorii 10 M Atropin, adrenerjik
sinir blokdrii 3x10® M Debrizokin eklendi. Elde edilen EAU yanitlarinda piirinerjik P2X3
reseptOrlerinin roliinii in vitro olarak gostermek amaciyla ayni yanitlar tiim gruplarda P2X3
reseptor antagonisti AF219 (10 M) varliginda tekrar alind.

3.5. Histopatolojik Inceleme

3.5.1. Doku Hazirlama

Biitiin gruplardan alinan mesane dokusu 6rnekleri %10’luk formalin soliisyonunda 24
saat tespit edildi. Tespit islemi sonrasi formalin soliisyonu i¢inden alinan doku 6rnekleri
cesme suyu altinda yikandi ve sirastyla %75, %96 ve %100 etanol serisinden gecirilerek
suyunu giderme islemi uygulandi. Bundan sonra ksilen ile seffaflagtirilan dokular sivi
parafinle 60°C’lik etiivde 3 saat inkiibe edilerek parafin bloklara gdmiildii. Parafin
bloklardan Leica RM 2125RT model (Leica Biosystems, Deer Park, IL, ABD) sliding

mikrotom ile 5 um kalinliginda kesitler alindi.

54



3.5.2. Hematoksilen ve Eozin (H&E) Boyama

Doku kesitlerine Hematoksilen-Eozin (H&E) boyas1 uygulandi.
Uygulanan H&E boyama protokolii asagidaki gibidir:

1. Ksilen ile deparafinizasyon

%100, %96 ve %75 etanol serisi ile hidratasyon

Yikama (¢cesme suyunda)

Hematoksilen soliisyonu, 1 dakika

Yikama (¢esme suyunda)

Eozin soliisyonu, 1 dakika

Yikama (¢cesme suyunda)

%75, %96 ve %100 etanol serisi ile dehidratasyon

o »®» 2o kWD

Ksilen ile seffaflandirma
10. Entellan kullanarak lamelle kapama

Boyanan preparatlar, Olympus BX50 (Olympus Life-Science, Tokyo, Japonya) marka
151k mikroskobuyla incelendi ve fotograflandi.

3.5.3. Histopatolojik inceleme

Isik mikroskobu altinda inflamasyon degerlendirme kriterlerinde epitelyal degisiklikler,
submukozal 6dem, hemoraji ve inflamatuar infiltrasyon varlig1 ve siddeti kullanildi. Daha
once deneysel sistit modelinde tanimlanmis (inflamasyon tabanli) bu degerlendirme 0-5
arasinda 6 degerden olusmakta O en hafif 5 en siddetli histolojik skora karsilik gelmektedir
230 Mesanenin inflamasyon degerlendirmesi yapilirken kullanilan 6lgiitler Tablo 3.1.” de
belirtilmistir.

Tablo 3.1. Histolojik skorlama &lgiitleri. 2°°

Skor Histolojik Ozellikler
0 Inflamasyon veya epitelyal degisikligin olmamas1 veya morfolojik olarak dikkat
¢ekmeyecek diizeyde olmasi.
1 Lamina propria i¢inde ara sira ndtrofiller veya lenfositlerden olusan minimal inflamatuar
infiltrasyon.
2 Hafif 6dem veya hemorajinin eslik ettigi, ancak muskularis propriada inflamasyon veya

anlamli iirotelyal degisikliklerin olmadig1, lamina propria iginde daginik nétrofiller veya
lenfositler ile minimal-hafif inflamatuar infiltrasyon.

3 Lamina propriada hafif veya hafif-orta derecede inflamatuar infiltrasyon ve muskularis
propriaya fokal yayilmig inflamasyon.

4 Hem lamina propria'da hem de muscularis propria'da sik dagilmig nétrofillere ve
lenfositler ile orta derecede inflamasyon.

5 Lamina propria ve muscularis propria'da iirotelyal {ilserasyon, siddetli 6dem, hemoraji ve
fibrin birikimi gibi diger 6nemli bulgularla birlikte siddetli inflamasyon.
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3.6. Molekiiler Analiz i¢in Doku Hazirlama ve Western Blot (WB) Deneyi

3.6.1. Protein Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Mesane doku 6rnekleri buz iizerinde ¢oziilerek bistiiri yardima ile kiigiik parcalara
(<1.00 mm) ayrildi. Kan kontaminasyonundan kurtulmak i¢in 6rnekler soguk yikama
tamponu (250 mM siikroz, 25 mM tris, pH 7.4) ile {i¢ defa yikandilar. Yikama ¢ozeltisini
uzaklastirmak i¢in 10.000 x g'de 5 dakika boyunca santrifijlendi. Temizlenmis dokulara
100 uLL T-PER (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) ekstraksiyon tamponu
ilave edildi ve 0.2 mm paslanmaz celik boncuklar kullanilarak Blut blender cihazi (Next
Advance, Troy, NY, ABD) yardimiyla 5 dk siire ile 3 tekrarli olarak 4°C’de
homojenizasyon islemi yapildi. Homojenatlar, parcalanmamis doku debrislerinden
kurtulmak i¢in 4°C’de ilk 6nce 10.000 x g'de 15 dakika siire ile santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi elde edilen siipernatant bir kere de 15000 x g'de 30 dakika siire ile santrifiij edilerek
protein ekstraktlar1 elde edilmis oldu. Protein konsantrasyonlari, modifiye edilmis
Bradford yontemi 231 (Bradford Protein Assay, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) ile
belirlendi. Protein ekstraksiyonundan sonra, doku protein ekstraktlari (n=64) toplamda 8
grup olacak sekilde d6rneklerden esit konsantrasyonda alinarak gruplara ait protein
havuzlar1 (pooling) olusturuldu ve her bir grup, deney grup ismi ile adlandirildi.

3.6.2. Protein Normalizasyonu

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi
kullanilarak, her bir grup havuzundan alinan 25’ser pg proteinin jel lizerinde molekiiler
agirliklarina gore ayrimlari saglanacak proteinler nitroseliiloz membranlara aktarildi.
Normalizasyon deneyleri i¢in internal kontrol protein olarak Gliseraldehit-3-Fosfat
Dehidrogenaz (GAPDH) secildi ve membranlar anti-GAPDH antikoru (SC-137179 (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, ABD)) ile WB analizine tabi tutuldu. Antikor-protein
etkilesimini gosteren bantlar, elektrokemiliiminesans (ECL) goriintiileme sistemi (Bio-Rad,
Hercules, CA, ABD) kullanilarak yiiksek duyarli filmler yardimi ile goriintiilendi. Image-J
programi kullanilarak film {lizerindeki proteinlere ait bant yogunluklar1 hesapland1 ve
protein havuzlardaki protein konsantrasyonlar1 bant yogunluk oranlarina gore yeniden
belirlendi.

3.6.3. Jellerin Boyanmasi

Jeller fiksasyon soliisyonu ile gece boyu fikse edildikten sonra, kolloidal Coomassie

Brilliant Blue (cCBB) ile boyandi ve Quantity One yazilim1 (Versiyon 4.6.7, Bio-Rad,
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Hercules, CA, ABD) kullanilarak VersaDoc4000 MP (Bio-Rad, Hercules, CA, ABD)
sistemi ile goriintiilendi.

3.6.4. WB Deneyi

Proteinler, SDS-PAGE (%12) jel lizerinde molekiiler agirliklarina gére ayrildi ve bir
Trans-Blot SD Yari-Kuru Transfer Sistemi (Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) kullanilarak
nitroseliilloz membrana (GE Healthcare, Chicago, IL, ABD) aktarildi. Membran, %5 yagsiz
siit tozu igeren TBS-T (Tris tamponu-Tween 20) i¢inde oda sicakliginda 1 saat boyunca
bloke edildi, bloklama sonras1 TBS-T ile 10’ar dakika 3 kez yikandiktan sonra primer
antikor muamelesine gecildi. Primer antikorlar (P2X3; (B-5) SC-390572 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, ABD), P2X7; (D-1) SC-514962 (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, ABD), Trk-A; MAS5-32123 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD),
TRPVI1; NBP1-97417 (Novus Biologicals, Centennial, CO, ABD), TRPA1; NB110-40763,
(Novus Biologicals, Centennial, CO, ABD), GAPDH; SC-137179 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, ABD)) uygun diliisyonlar yapilarak gece boyu 4°C’de
calkalanarak uygulandi. Primer antikor ile inkiibasyon sonrasi ii¢ kez TBS-T ile yikanan
membran, HRP-etiketli uygun sekonder antikorlar (1: 10.000 seyreltme ile) ile oda
sicakliginda 1 saat boyunca calkalanarak inkiibe edildi. Yine TBS-T yikamanin ardindan,
membran {izerindeki protein bantlar1t ECL goriintiileme sistemi (Bio-Rad, Hercules, CA,
ABD) kullanilarak yiiksek duyarli filmler yardimi ile goriintiilendi. Membranlar
gerektiginde RestoreTM WB Stripping tamponu (#21059, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, ABD) kullanilarak strip edildi. Her antikor icin WB deneyleri {i¢ kez tekrar
edildi. Bant yogunluklarinin goreceli kantitatif degerlendirmeleri i¢in Image-J programi
kullanildi.

3.7. Istatistiksel Analiz

Istatiksel analiz i¢in Statistical Package for Social Sciences (SPSS, Chicago, IL, ABD)
Versiyon 24 programi kullanildi. Degiskenlerin normal dagilimi Shapiro-Wilk ile test
edildi. Parametrik veriler i¢in ortalama+standart sapma, nonparametrik veriler i¢in ise
medyan (¢eyreklikler arasi aciklik) degeri kullanildi (CAA=C3-C1). Gruplar arasi ortalama
degerlerin karsilastirilmasi1 One-way Anova ve Post Hoc Tukey testi ile gerceklestirildi.
Nonparametrik degiskenlerin karsilastirilmasinda ise Bonferroni diizelltmeli Kruskal-
Wallis testi kullanilmistir. Biitiin istatiksel incelemelerde %95 giiven araliginda p<0.05

diizeyi istatiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Davranis Deneyleri

Her iki model i¢in de gruplar arasi deney baslangi¢ ortalama agirliklar: farklilik
gostermedi (p>0,05). Gruplarin deney Oncesi ve sonrasinda Olgiilen agirliklar, agirlik
degisim yiizdeleri ve ayrica sakrifikasyon sonrasi dl¢iilen mesane agirliklar: ve bu
agirliklarin viicut agirliklarina orani (%) Tablo 4.1°de sunulmustur. Tiim gruplarda deney
oncesine gore, deney sonrasi agirliklart azalmis oldugu tespit edilmekle birlikte bu degisim

her iki modelin IS/MAS gruplarinda daha fazlaydi (»p<0,05).

Tablo 4.1. Gruplarin deney sonunda agirlik degisimleri ve mesane agirliklari.

Kontrol Kontrol+AF219 iS/MAS IS/MAS+AF219
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
CYP Modeli

Baslangic 2297548379 230,25+9.036 227.88£7.900  229.38+8.879 0,951
agirlik (g)

Sonagirlik (z)  224,00£9,289  225,13+8,442 216,50£11,747  218,63+9,590 0,5981
Et/g;rhk degisim ) sii1411 22121302 -5,0442,034""  -4,70£1,119" <0,001"

0
Mesane agirlik * # v
(me) 130,0 (15,9) 1259 (16,38) 165,1 (52,71)" 1302 (41,16) 0,005
Mesane / viicut ok # ¥
aglik (% 0,059 (0,01) 0,055 (0,01) 0,073 (0,020)* 0,058 (0,020) 0,004
WAS Modeli

Baslangic 229.13+13,293 2238811470 234,88+12,873  227.88+11,532 0,455
agirlik (g)

Sonagirlik (z)  223,75£16,456 217,75£11,720 221,50£11,796  220,38+11,600 0,8311
‘(’:f;rhk degisim 5 4212069 -2.741274 -5,3241,792°  -3,30+0,830 0,004

0

ngsf ne agurhik 129,44+£5.804 125,038,432 150,7148,256  128,76+8,512" <0,001°
Mesane /vileut o (5000036 0,056£0,0052 0,065£0,0036™%  0,057+0,0039%  <0,0017
agirhik (%)

4 One Way Anova — Post Hoc Tukey Testi, ¥ Kruskal-Wallis — Bonferroni diizeltmesi
* [S/MAS vs. Kontrol, ISS/MAS+AF219 vs. Kontrol

# IS/IMAS+AF219 vs. IS/MAS

*veya#: p<0,05 **veya##: p<0,01 *** veya ###: p<0,001

Her iki ayr1 modelde gruplar aras1 toplam lokomotor aktivite skorlar istatistiksel olarak
farklilik gostermedi (p>0,05). CYP modeli IS/MAS grubunda vertikal aktivite skorlari
diger gruplara gore énemli dl¢iide daha diisiiktii (p<0,01) ve ayrica IS/MAS+AF219 grubu

ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi (p>0,05). Digkilama
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sayilar1 incelendiginde, WAS modeli IS/MAS grubunda ise diskilama say1lar1 kontrol

gruplaria gore anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,05) ve IS/MAS+AF219 grubu ile

kontrol grubu arasinda istatistiksel fark yoktu (»>0,05). Her iki deney modeli IS/MAS

gruplarinin merkez bolgede gegirilen siire yiizdesi diger gruplara gore dnemli dl¢iide daha

azd1 (p<0,05) ve yine IS/MAS+AF219 gruplari ile kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir

fark saptanmadi (p>0,05). Acik alan testi ve lokomotor aktivite sonuglar1 Tablo 4.2 *de

sunulmustur.

Tablo 4.2. Ac¢ik Alan Testi ve Lokomotor Aktivite Sonuglari.

Kontrol Kontrol+AF219 iS/MAS IS/MAS+AF219
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
CYP Modeli
Ambulatwvar 00 06 40560 191.86+32,616 15829430170 170.71+37,003 0,105
Aktivite
Stereotipik 86500876594 85430496398  827.86:58.820  855.71+144437 0,908
Aktivite
ii;‘ji’;tal 1961,004312,593  1869,86+249.949  1620,57+230.671 1726,004264,631  0.108"
Vertikal - .
o 17.2943.147 17,144 451 114343207 17,7141,380 0,003"
aktivite
Mesafe (cm)  579,29+116,810  547,14291,197  454,29+83,170  494,29+97,897 0,1107
Total Aktivite  1085,20494.615  1062.73£111,645 998,00+75,193  1045,14+131374 04721
Digkilama
003 0(1 1 (1 01 0,826
- ©) (M (1) (M ,
Merkez (%)  4,39+1,131 4.26+1,080 2.7240,627" 3,79+1,405 0,036
WAS Modeli
Ambulatuvar o) 029545 181.43+36,.814 187,00441,493  208,57:43,954 0,631
Aktivite
Stereotipik 87429449567  879.86+38.360  895.14+44979  882.29+41,044 0,8351
Aktivite
Zgi‘j;ztal 1870,14+302,252  1793,86+291,504  1846.43+305,087 2001,71+336,546  0,639"
Vertikal 18,571,902 18,86+3,532 15,433,359 18,433,359 0,162
Aktivite
Mesafe (cm)  545,71+110291  517,71£105,815  539,43£115205  592,43+126947 0,669
Total Aktivite ~ 1082,86£76.443 107271473373 1098.57+70,595  1110,14+75.959  0,789"
Diskilama *
1 2 12 40°
_— 0(1) 0@) 20) e 0,040
Merkez Siire ok
4760956 4.57+0.787 3,1840,624 3,8240,527 0,002

(%)

4 One Way Anova — Post Hoc Tukey Testi, ¥ Kruskal-Wallis — Bonferroni diizeltmesi
* [S/MAS vs. Kontrol, ISS/MAS+AF219 vs. Kontrol
# IS/IMAS+AF219 vs. IS/MAS

* veya #: p<0,05

** yeya ##: p<0,01
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Yiikseltilmis art1 labirent testi, toplam kollara giris sayilarinda gruplar arasinda fark
yoktu (p>0,05) ancak acik kollarda gegirilen siire her iki modele ait IS/MAS grubunda
anlaml olarak daha azdi (p<0,05). Diger yandan IS/MAS+AF219 gruplarindaki acik kolda
gecirilen siire ile kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark izlenmedi (p>0,05).

(Tablo 4.3.)

Tablo 4.3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Test Sonuglar1

Kontrol Kontrol+AF219 iS/MAS IS/MAS+AF219
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
CYP Modeli
Toplam kol giris ¢ ) 8 (6) 702) 9.(5) 0,628
say1s1
Acik kol siire (sn)  40,43£9,663  40,59+12,262 23,66+5,729"  32,77+14,544 0,026"
WAS Modeli
Toplam kol giris v
ayrst 9 (3) 9(1) 7(3) 10 (2) 0,648
Acik kol siire (sn)  40,64+11,782  41,09+7,589 23,14£10,645 33,35+11,978 0,014'

4 One Way Anova — Post Hoc Tukey Testi, ¥ Kruskal-Wallis — Bonferroni diizeltmesi
* {S/MAS vs. Kontrol, IS/MAS+AF219 vs. Kontrol

# IS/IMAS+AF219 vs. IS/MAS

* veya #: p<0,05 ** veya ##: p<0,01  *** veya ###: p<0,001

Kuyruk ¢ekme ve sicak plaka testlerinde kuyruk ¢ekme ve arka pati kaldirma stireleri
deney baslangici baz alinarak degerlendirildiginde, her iki modelin iIS/MAS gruplarinda
diger gruplara gore istatistiksel olarak azalmis oldugu bulundu (p<0,05). Kuyruk ¢ekme ve
arka pati kaldirma siire degisimleri (%), IS/MAS+AF219 grubunda IS/MAS grubuna gore
pozitif yonde anlamli olarak artmis oldugu izlendi (CYP modelinde +6,36+£10,120 vs. -
5,15+2,743; WAS modeli igin +4,92 +9,157 vs. -13,71£1,390, p<0,05). IS/MAS+AF219
gruplarinda ise bu degerler kontroller ile farklilik gostermedi (p>0,05). Sicak plaka ve
kuyruk ¢ekme testlerine ait sonuglar Tablo 4.4’te sunulmustur. Sicak plaka testine ait arka

pati kaldirma siire degisim (%) grafikleri Sekil 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.4. Sicak Plaka ve Kuyruk Cekme Test sonuglari

Kontrol Kontrol+AF219 iS/MAS IS/MAS+AF219
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
CYP Modeli

Kuyruk ¢ekme siire

S 4,36£3,051  6,25£6,796 515627437 6,36+10,120% 0,007
degisimi (%)
Arka pati kaldima o 6, 034 5.0141,075 1397441887 11,472,576 <0,001°
siire degisimi (%)
A k t. 1 3k

TRAPA YAAMA 4 213,301 2,781,643 (15,676,345 -7,3128,332" <0,001°
stire degisimi (%)

WAS Modeli

Arka pati kal

kapad kaldima -y o3, 6555 8342 385 (13,711,390 4,929,157 <0,001°
stire degisimi (%)
Arkapati yalama 4 4341 906 1,28+7,065 13424008 -16,74£3,0257  <0,001"
stire degisimi (%)
Kuyruk gekme sii **

uyruk ¢ekme siire 21746302 -7.5942.307 119,75+6,801 -7,93i0,839# <0,0017

degisimi (%)

4 One Way Anova — Post Hoc Tukey Testi

* [S/MAS vs. Kontrol, ISS/MAS+AF219 vs. Kontrol

# IS/MAS+AF219 vs. IS/MAS

*veya#: p<0,05 **veya##: p<0,01 *** veya ###: p<0,001

A

Kontrol (n=7)

Kontrol + AF219 (n=7)
mm CYP (n=7)
mE CYP+ AF219 (n=7)

Arka Pati Cekme Siiresi (Degisim %)

Kentrol (n=7)

Keontrol + AF219 (n=7)
B WAS (n=7)
BE WAS -+ AF219 (=7)

Arka Pati Cekme Siiresi (Degisim %)

Sekil 4.1. Sicak Plaka Testi - Arka Pati Kaldirma (Degisim %) Grafikleri. A. CYP
Modeli; B. WAS Modeli. CYP ve WAS grup isimlendirmeleri IS/IMAS a karsilik gelmektedir.*
IS/MAS vs. Kontrol, IS/MAS+AF219 vs. Kontrol; #IS/MAS+AF219 vs. IS/MAS; * veya #: p<0,05,

** veya ##: p<0,01,*** veya ###: p<0,001.
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4.2. izole Mesane Seritlerinin In Vitro Deney Sonuclari
4.2.1. KCI Kasilma Yamtlan
Her iki deney modelinde de 80 mM KCl sonras1 kasilma yanitlarinda gruplar arasinda

fark tespit edilmedi (p>0,05). (Tablo 4.5.) (Sekil 4.2.)

Tablo 4.5. KCl kasilma yanitlari.

KCl1 80 mM CYP Modeli WAS Modeli
Ortalama + SH (mg)
Kontrol (n=8) 50904590 6500+500
Kontrol+AF219 (n=8) 5140+560 6700+800
IS/MAS (n=8) 5890520 5450+350
IS/MAS+AF219 (n=8) 5040+410 5900600
P Degeri 0,6281 0,4307

4 One Way Anova — Post Hoc Tukey Testi
SH, Standart Hata

4.2.2. Karbakol Kasilma Yanitlari

IS/MAS gruplarinda CYP modeli i¢in 106, WAS modeli igin 10”7 M derisimlerinden
itibaren kontrol gruplarina gore artmis kasilma yanitlari izlenirken, diger taraftan
IS/MAS+AF219 gruplarmnin kasilma yamitlar1 IS/MAS gruplarina gore istatistiksel olarak
azalmis oldugu gozlendi (p<0,05). Kiimiilatif derisimlerde her iki modelde de
IS/MAS+AF219 ile kontrol gruplari arasinda kasilma yanitlarinda farklilik tespit edilmedi
(»>0,05, Sekil 4.2.).

4.2.3. Papaverin Gevseme Yanitlari
Her iki deney modeli i¢in 10 M papaverin sonras1 gevseme yanitlarinda gruplar
arasinda fark tespit edilmedi (»>0,05, Tablo 4.6)

Tablo 4.6. Papaverin gevseme yanitlari.

Papaverin 104 M CYP Modeli WAS Modeli
Ortalama + SH (%)
Kontrol (n=8) 99.98+0.33 99.27+2.02
Kontrol+AF219 (n=8) 99.62+1.14 98.23£1.36
IS/MAS (n=8) 100.02+0.30 98.42+1.50
IS/MAS+AF219 (n=8) 99.27+2.02 99.71£1.26
P Degeri 0,9667 0,9221

9 One Way Anova — Post Hoc Tukey Testi
SH, Standart Hata
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Sekil 4.2. KCI ve Karbakol kasilma yanit grafikleri. A. CYP modeli KCI kasilma yamt
grafigi; B. WAS modeli KCI kasilma yanit grafigi; C. CYP modeli Karbakol kasilma yanit grafigi;
D. WAS modeli Karbakol kasilma yamt grafigi. CYP ve WAS grup isimlendirmeleri IS/MAS’a
karsilik gelmektedir.* IS/MAS vs. Kontrol, [SIMAS+AF219 vs. Kontrol; # IS/IMAS+AF219 vs.
IS/MAS; * veya #: p<0,03, ** veya ##: p<0,01,*** veya ###: p<0,001.

4.2.4. ATP Kasilma Yanitlar:

IS/MAS gruplarinda her iki model i¢in 10”7 M derisiminden itibaren kontrol gruplarina
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gbre artmus kasilma yanitlari izlenirken, diger taraftan IS/MAS+AF219 gruplarinin kasilma
yamtlar1 IS/MAS gruplarma gére istatistiksel olarak azalmis oldugu gozlendi (p<0,05). Her
iki modelde de kiimiilatif derisimlerde IS/MAS+AF219 ile kontrol gruplar1 arasinda
kasilma yanitlarinda farklilik tespit edilmedi (p>0,05, Sekil 4.3.).

A
30
Kontrol (n=6)

S Kontrol + AF219 (n=6)
~§-, 20 —+ CYP (n=6)
£ ¥ CYP +AF219 (n=6)
©
E
a 107
3]
¥

k

0
Log [ATP] (M)
B
25—
Kontrol (n=6)
S 20 Kontrol + AF219 (n=6)
.E_, 1 & WAS (n=6)
5_

E —+ WAS+ AF219 (n=6)
©
£ 104
@
L]
¥ 5

X

Log [ATP] (M)

Sekil 4.3. ATP kasilma yanit grafikleri, A. CYP modeli; B. WAS modeli. CYP ve WAS grup
isimlendirmeleri [S/MAS a karsilik gelmektedir.* IS/MAS vs. Kontrol, [SSMAS+AF219 vs. Kontrol;
# IS/MAS+AF219 vs. [S/MAS; * veya #: p<0,05, ** veya ##: p<0,01,*** veya ###: p<0,001

4.2.5. EAU’nun Olusturdugu Kasilma Yanitlar

IS/MAS gruplarinda her iki model i¢in 50 V elektrik alan1 uyarisina karsilik tiim frekans
araliklarinda kontrol gruplarina gore artmis kasilma yanitlari izlenirken, diger taraftan
IS/MAS+AF219 gruplarinin kasilma yanitlart IS/MAS gruplarma gére istatistiksel olarak
azalmis oldugu gozlendi (p<0,05). Ancak artan frekans araliklarinda her iki modelde de
IS/MAS+AF219 ile kontrol gruplari arasindaki kasilma yanitlarinda farklilik tespit
edilmedi (p>0,05, Sekil 4.4.A ve C)

Buna ek olarak her iki model ait tiim gruplarin mesane seritleri, 10° M AF219 ile inkiibe
edildiginde gruplar arasinda kasilma yanitlar1 a¢isindan istatistiksel olarak farklilik

izlenmedi (p>0,05, Sekil 4.4.B ve D)
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Sekil 4.4. Elektriksel Alan Uyaris1 yanit grafikleri. A. CYP modeli EAU yanit grafigi; B.
CYP modeli AF219 inkiibasyon sonrast EAU grafigi; C. WAS modeli EAU yanit grafigi; D. WAS
modeli AF219 inkiibasyon sonrast EAU grafigi. CYP ve WAS grup isimlendirmeleri IS/MAS’a
karsilik gelmektedir. * IS/MAS vs. Kontrol, [SIMAS+AF219 vs. Kontrol; # IS/IMAS+AF219 vs.
IS/MAS; * veya #: p<0,05, ** veya ##: p<0,01,*** veya ###: p<0,001

4.3. Histolojik Inceleme
Hem CYP hem de WAS modeli ile olusturulan hastalik gruplarina (IS/MAS) ait mesane

dokularinin agirliklar: ve bu agirliklarin viicut agirliklarina gore oranlari istatistiksel olarak
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daha fazlaydi (p<0,05, Tablo 4.1). Ayrica her iki modelin IS/MAS gruplar1 diger gruplara
gore daha yiiksek inflamasyon tabanli histolojik skor degerlerine sahipti (»<0,05, Tablo
4.7.). Inflamasyon tabanli histolojik skor her iki modelde de IS/MAS+AF219 grubunda
IS/MAS grubuna gore diisiis gdstermis olsa da bu diisiis sadece WAS modeli i¢in
istatistiksel olarak anlamliydi (CYP i¢in 1,63+0,518 vs. 2,00+0,00, p=0,114 WAS i¢in
1,75+0,707 vs. 2,63+0,518, p=0,025. Her iki modelde de IS/MAS+AF219 ve kontrol
gruplar1 arasinda inflamasyon tabanli histolojik skorlar arasinda istatistiksel bir fark
izlenmedi (p>0,05). Her iki modele ait makroskobik mesane doku goriintiileri Sekil 4.5°te,
mikroskobik goriintii 6rnekleri ise Sekil 4.6.’da verilmistir. Mesane-viicut agirlik orani (%)

ve histolojik skor grafikleri Sekil 4.7.’de sunulmustur.

Sekil 4.5. Mesane dokularinin makroskobik goriintiisii. A. CYP modeli Kontrol
grubuna ait mesane dokusu; B. CYP modeli IS/MAS grubuna ait mesane dokusu; C. WAS
modeli Kontrol grubuna ait mesane dokusu; D. WAS modeli IS/MAS grubuna ait mesane
dokusu.
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Tablo 4.7. Gruplara ait histolojik skor sonuglari.

Kontrol Kontrol+AF219 IS/MAS IS/MAS+AF219
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
CYP Modeli
Histolojik Skor ~ 1,25+0,463  1,13+0,354 2,00+0,00"" 1,63+0,518 <0,0017
WAS Modeli
Histolojik Skor ~ 1,63+0,518 1,630,744 2,63£0,518""  1,75+0,707* 0,009'

9 One Way Anova — Post Hoc Tukey Testi

* [S/MAS vs. Kontrol, IS/MAS+AF219 vs. Kontrol

# IS/IMAS+AF219 vs. IS/MAS

*veya#: p<0,05 **veya ##: p<0,01 *** veya ###: p<0,001
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Sekil 4.6. Mesane dokularinin histopatolojik incelemeye ait mikroskobik goriintiileri
(H&Ex200). A. CYP modeli Kontrol grubuna ait bir 6rnek, mesane mukozasi normal
goriinlimde olup, lamina propriada minimal inflamasyon, vaskiilarizasyon ve interstisyel
ddem mevcuttur. B. CYP modeli IS/MAS grubuna ait bir rnek, mesane mukozasi1 normal
goriiniimde olup, lamina propriada hafif-orta derecede inflamasyon, orta derecede
vaskiilarizasyon ve interstisyel dem mevcuttur. C. WAS modeli IS/MAS grubuna ait bir
ornek, mesane mukozasi normal goériiniimde olup, lamina propriada ve muskularis
propriaya uzanim gdosteren orta derecede inflamasyon, vaskiilarizasyon ve interstisyel
6dem mevcuttur.
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Sekil 4.7. Gruplara ait histoloji skorlar1 ve mesane viicut agirlik orani (%) ait grafik
goriintiileri. A. CYP modeli histolojik skor grafigi; B. WAS modeli histolojik skor grafigi; C.
CYP modeli mesane viicut agirlik orani (%) grafigi; D. WAS modeli mesane viicut agirlik oram
(%) grafigi. CYP ve WAS grup isimlendirmeleri IS/MAS’a karsilik gelmektedir.* IS/MAS vs.
Kontrol, IS/MAS+AF219 vs. Kontrol; # IS/MAS+AF219 vs. IS/MAS; * veya #: p<0,05, ** veya ##:
p<0,01,*** veya ###: p<0,001

4.4. WB Deney Sonuglari

Hem CYP hem WAS ile olusturulan i{S/MAS modellerinde P2X3, P2X7, Trk-A ve
TRPV1 protein diizeyleri IS/MAS gruplarinda kontrol gruplarina gére énemli dlgiide daha
yuksek izlendi (p<0,05). TRPA1 protein diizeyleri ise her iki modelde de gruplar arasinda
farklilik gostermedi (p>0,05).
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CYP modelinde, IS/MAS+AF219 grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda P2X3, Trk-A
ve TRPV1 protein diizeyleri anlamli olarak ytiksek izlenirken (p>0,05), P2X7 proteini
agisindan fark izlenmedi (p>0,05). Diger taraftan WAS modelinde ise, IS/MAS+AF219
grubu ile kontrol grubu arasinda P2X3, P2X7, Trk-A ve TRPV1 a¢isindan istatistiksel
olarak bir fark gézlenmedi (p>0,05). Yine WAS modelinde, IS/MAS grubuna gére
IS/MAS+AF219 grubunda P2X3 ve P2X7 protein diizeylerinin énemli 6l¢iide daha diisiik
olmasi dikkat ¢ekti (p<0,05). WB analizine ait sonuglar Tablo 4.8.’de ve grafikler Sekil 4.8.
ve 4.9.’da verilmistir.

Tablo 4.8. Western Blot analiz sonuglart.

Protein/GAPDH Kontrol Kontrol+AF219 iS/MAS IS/MAS+AF219

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Ortalama+SS CYP Modeli
P2X3 0,42+0,189  0,49+0,282 2,01£0,466  1,72+0,321" 0,0011
P2X7 0,31+£0,240  0,48+0,404 2,1840,534""  1,39+0,579 0,004"
Trk-A 0,430,521  0,52+0,236 1,59+0,258"  1,28+0,036" 0,001°
TRPV1 0,96+0,139  0,90+0,031 1,7040,142°"  1,59+0,259"" 0,001°
TRPALI 0,130,047  0,19+0,118 0,36£0,217  0,24+0,116 0,297

WAS Modeli
P2X3 0,7240,262  1,05+0,400 2,00£0,697°  1,05+0,430" 0,0507
P2X7 0,74+0,094  0,97+0,190 1,640,306 0,90+0,322" 0,009'
Trk-A 0,69+0,390 0,920,268 1,5740,369"  1,39+0,111 0,0247
TRPV1 0,640,147 0,670,081 1,2240210°  0,95+0,214 0,010°
TRPALI 0,11£0,090 0,140,059 0,21£0,059 0,160,029 0,246"

Not. Doku protein ekstraktlar: (n=64) toplamda 8 grup olacak sekilde érneklerden esit konsantrasyonda
alinarak gruplara ait protein havuzlari (pooling) olusturuldu ve her antikor igin WB deneyleri ii¢ kez
tekrar edildi.

4 One Way Anova — Post Hoc Tukey Testi; SS, Standart sapma

* {S/MAS vs. Kontrol, IS/MAS+AF219 vs. Kontrol

# IS/MAS+AF219 vs. [S/MAS

*veya#: p<0,05 **veya##: p<0,01 *** veya ###: p<0,001
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Sekil 4.8. P2X3 ve P2X7 piirinerjik reseptor proteinlerin WB analizine ait grafik ve
membran bant goriintiileri. A. CYP modeli P2X3 / GAPDH grafigi; B. WAS modeli P2X3 /
GAPDH grafigi; C. CYP modeli P2X7 / GAPDH grafigi; D. WAS modeli P2X7 / GAPDH grafigi.
CYP ve WAS grup isimlendirmeleri IS/MAS a karsilik gelmektedir.* [S/MAS vs. Kontrol,
IS/MAS+AF219 vs. Kontrol; # ISIMAS+AF219 vs. [S/MAS;: * veya #: p<0,05, ** veya ##:
p<0,01,*** veya ###: p<0,001
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Sekil 4.9. Trk-A ve TRPV1 reseptor proteinlerinin WB analizine ait grafik ve membran
bant goriintiileri. A. CYP modeli Trk-A / GAPDH grafigi; B. WAS modeli Trk-A / GAPDH
grafigi; C. CYP modeli TRPV1 / GAPDH grafigi; D. WAS modeli TRPV1 / GAPDH grafigi. CYP
ve WAS grup isimlendirmeleri IS/MAS a karsilik gelmektedir.* [S/MAS vs. Kontrol,
IS/MAS+AF219 vs. Kontrol; # IS/MAS+AF219 vs. ISIMAS; * veya #: p<0,05, ** veya ##:
p<0,01,*** veya ###: p<0,001
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5. TARTISMA

Urotelyumun bariyer 6zelligi disinda distansiyona iyi yanit veren yapisi, idrar hissi ve
detrusor kasilmasi iizerinde olan diizenleyici 6zellikleri bilinmektedir. Etiyolojisi
bilinmeyen olarak tanimlanan IS/MAS’m altta yatan mekanizmalari hakkinda her giin daha
fazla kanit sunulmaktadir. Periferik ve merkezi duyarlilik IS/MAS’1n temel mekanizmas1
gibi goriinmektedir. Buna ek olarak, stresin bu mekanizma iizerindeki regiilator etkisi
IS/MAS’1n daha kompleks bir hastalik olarak anlasilmasina yol agmistir. Bu
mekanizmalarin anlasilmasinda hem periferik hem de merkezi yolaklarda TRP, P2X, Trk,
gibi reseptor ekspresyonundaki degisimlerin gdsterilmesi tedavi i¢in yeni hedefleri
belirlemistir.'’ Mesanenin kronik hasar1 ya da inflamasyonu, bu proteinlerin degisen
diizeyleri ile duysal yanit degisiklerine ve artmig nosiseptif tepkilere yol agabilmektedir.'?
Ilging bir sekilde strese maruz birakilmanin da bu proteinlerden bir kisminin
ekspresyonunu artirdigina dair kanitlar sunan arastirma sonuglar1 da mevcuttur. Bu
sonuglar kronik agr1 altinda yatan mekanizmalar agiklayabilse de eslik eden AUSS’ nin
kaynag1 hakkinda ¢ok fazla bilgi sunmamaktadir.!”® Hem stres hem de lokal etmenlerin
mesanede benzer tablolar olusturmasi, irotelyumun bu iletim sisteminde kavsak noktasi
olabilecegini bize diisiindiirtmiistiir. Diger yandan iirotelyumun girdi ve ¢ikt1 olmak {izere
¢ift yonlii mekanizmasi sinir sistemi ile diger mesane dokusuna ait hiicreler arasinda
parakrin etki ile lokal diizenleyici etkisi olabilecegi bildirilmistir.!° Bu nedenle daha énce
aferent sinir terminalleri lizerinde gosterilen P2X3 reseptorlerinin bu kavsaktaki temel yap1
ve patogenezde potansiyel mekanizma olabilecegini diisiinerek, iki ayr1 IS/MAS modelinde
(hem stres hem de lokal etmenlerin senaryolastirildigi CYP ve WAS deneyleri), bu
proteinin diizeyinin artabilecegini ve bu artmis protein ekspresyonunun patolojik
bulgularla iligkili olabilecegini, ayrica P2X3 antagonisti olan AF219 ile bu etkilerin geri
dondiiriilebilecegi varsayiminda bulunduk.

Deneysel hayvan modellerinde, insanlardaki agriya esdeger kabul edilebilecek
davranigsal tepkilerin nicellestirilmesiyle ilgili zorluklar mevcuttur. Hayvanlar, insanlardan
farkli olarak agriy1 sozel olarak ifade edemezler. Bu nedenle hicbir testin hayvanlardaki
agriy1 dogrudan 6lcemeyecegi bilinmektedir.>* Bu nedenle hos olmayan duygusal agr1
deneyimi; bir viicut parcasinin bir uyarandan geri ¢ekilmesi, etkilenen bolgenin
timarlanmasi, azalmis hareket ve huzursuzluk artisini i¢erebilen agri1 benzeri

davraniglardan ¢ikarilir. Calismamizda agri benzeri davranis degerlendirilmesi i¢in agik
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alan, ytikseltilmis art1 labirent, kuyruk ¢ekme ve sicak plaka testleri davranis deneyleri
olarak kullanildi. Ayrica agik alan platformunda lokomotor aktiviteyi otomatik analiz eden
sistem yardimiyla lokomotor skorlar elde edildi.

Acik alan testinde siganin acik alana konulmasiyla birlikte olusan digkilama sayisi ile
tirkeklik arasindaki iliski tanimlanmistir. Deneklerin alisik oldugu ortamdan alinarak yeni
cevreye konulmalari, grup ya da siiriiden ayrilma ve agik alana birakilma anksiyetesine yol
acmaktadir. Anksiyetenin azalmasina bagli olarak merkez bolgeye girme sayisi ve merkez
bolgede gecirdigi siire artmaktadir. Aksine anksiyete artisi ile birlikte periferik bolgede
gecen siire artmaktadir. A¢ik alana konan hayvanlarda anksiyete artigina baglh olarak
sinirlart belirli testin duvar ve koselerine kagma, periferde vakit gegirme istegi goriiliir. Bu
davranisa “thigmotaksis” denir. Ayrica agik alana konan hayvanlarda yeni ¢evre hem
merak uyandirmakta hem de anksiyeteye yol agmaktadir. Her iki duygunun ¢atigsmasinda
merak duygusu daha agir basmasi durumunda hayvan yeni ¢evreyi arastirma davranisi
olarak iki ayag iizerine kalkma (rearing) davranisin1 yapmaktadir.3%2%° Bu tez
calismasinda, CYP modeli IS/MAS grubunda kontrol grubuna gére azalmis vertikal
hareketi, WAS modelinde ise IS/MAS grubunda kontrol grubuna gére artmis diskilama
sayisin1 saptadik. Diger yandan her iki modelde de iIS/MAS’I1 deneklerin merkez bdlgede
daha az zaman geg¢irdiklerini tespit ettik. Hem WAS modelinin hem de CYP modelinin
sicanlar tizerinde anksiyete olusturdugu gozledik. Bunun nedeninin ise her iki deneyde de
olusturulan sistit’in mesane disfonksiyonu yaratarak farkli hayvan davranislarina sebep
olabilecegi sonucunu ¢ikarmamiza neden olmustur. Buna ek olarak WAS modelinde stres
faktoriinlin hastalik patofizyolojisinde rol oynamasi, sicanlarda goriilen anksiyete ile direk
olarak iliskilendirilebilir. Mesanenin kronik hasarlanmasinin MSS’de birtakim
degisikliklere (merkezi duyarlilasma) neden olmasi bu etkinin altinda yatan mekanizma
olabilir.

Yiikseltilmis art1 labirent testinde denek agik alan testinde oldugu gibi merkez bolgeye
konulur. Merkez bolge iki agik iki kapali kolun kesistigi bolgedir. Yeni ¢evre ve yiikseklik,
kafesinden alinan denekte anksiyeteye yol agabilir. Artan anksiyeteye bagli olarak kapali
kolda gecirilen siire artarken, anksiyetenin azalmasina bagli olarak ise agik kolda gecirilen
stire artmaktadir. Ayrica deneklerin toplam kollara giris sayilari, lokomotor aktivitenin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir.?**°> Deneyimizde her iki modelde gruplar arasinda

total lokomotor aktivite skorlar1 farklilik géstermemis olup ytikseltilmigs art1 labirent testi
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toplam kollara girig sayilarinda da farklilik olmamasi bu sonucu desteklemistir. Bunlara ek
olarak her iki modelin IS/MAS gruplarinda kontrol gruplarina gore acik kolda gegirilen
stirenin daha az olmasi her iki yontemin de denekler {izerinde anksiyeteyi artirdigi
sonucunu dogrulamistir. WAS modelinde uygulanan stresin anksiyete olusmasinda etkisi
g6z ard1 edilemez ancak CYP modelinde de benzer davraniglarin tespit edilmesinden
dolay1, agrinin kendisi de anksiyete gelisiminde bir etken olabilir.

Agrili uyaranlara verilen tepkinin siddeti veya bu tepkiye kadar gecen zaman miktari ile
agr1 davramislari degerlendirilmektedir.?*® Biz bu ¢alismada kuyruk ¢ekme ve sicak plaka
ile noksiyus uyariya verilen tepkiye kadar gecen siireyi hesapladik. Bu nosiseptif tepki
siireleri her iki test ve her iki model i¢in de IS/MAS gruplarinda daha kisaydi. Akut ve
tekrarlanan kisitlama stresinin, kuyruk hareketi gecikmesi ile dl¢iilen nosisepsiyon
tizerindeki etkilerini inceleyen bir ¢alismada tek bir kisitlama seansina maruz kaldiktan
sonra hem erkek hem de disi si¢canlarda, kuyruk ¢cekme yanitinda artan bir gecikme tespit
edilmistir. Ote yandan, kronik olarak stresli disiler, kontrol grubuna benzer bir performans
sergilerken, kronik olarak stresli erkek sicanlar, kisitlamaya kuyruk hareketi tepki
siiresinde bir azalma ile yanit vermistir. Arastirmacilar akut stresin hem erkek hem de disi
sicanlarda bir analjezik yanit1 indiikledigi ve kronik stresin ise erkek sicanlarda
hiperaljezik etki olusturdugu sonucuna varmistir. Yine bu arastirmacilar tarafindan, ani
tehlike varliginda artan agr1 esiginin savas ya da kag tepkisine katkida bulunabilecegi ve
ayrica strese uzun siireli maruz kalmanin nérohumoral yanitlar iizerinden nosiseptif
davranis degisikliklerine neden olabilecegi fikirleri ortaya atilmistir.>>® Kronik stresin
sicanlarin duyusal ve motor fonksiyonlarina etkisi lizerine yapilan bir ¢alismada sicak
plaka testinde kronik strese maruz kalan deneklerin kontrollere kiyasla daha kisa tepki
siirelerine sahip oldugu tespit edilmis, kronik stresin agrili uyaranlara kars1 asir1 duyarhiliga
neden olabilecegi bildirilmistir.>>* Calismamizda hem CYP hem WAS’ 1n disi siganlar
tizerinde hiperaljezik bir etki olusturdugu, bu hiperaljezik etkinin AF219 tarafindan geri
dondiirtilmesi ile birlikte, bu etkiden P2X3 yolaginin sorumlu olabilecegini bize
diistindiirtmiistiir. AF219 molekiiliiniin kontrol gruplarinda uygulanmasi ile analjezik
herhangi bir etki gézlemlemedik. Bu sebeple, AF219’un dogrudan bir analjezik etkisinden
cok IS/MAS ile duyarlilig: artmus piirinerjik yolagin tedavi sonrasi aktivitesinin azalmasi
bu sonuca neden olmus olabilir. Bunlara ek olarak her iki modelin denekler iizerinde

anksiyeteyi artirmas1 ancak IS/MAS+AF219 da bu etkinin kaybolmas1 AF219 ile IS/MAS
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semptomlarindaki iyilesmenin anksiyete lizerinde olumlu etki yarattig1 sonucunu
cikarmamiza neden olmustur. Yine Kontrol+AF219 gruplarinda kontrol gruplariyla benzer
davraniglarin gézlemlenmesi molekiiliin direk anksiyolitik etkisinden ¢ok patolojinin
gerilemesi ve iyilesmenin dogal bir sonucu kabul edilebilir.

IS/MAS’I1 hastalarda agriya eslik eden AUSS mevcuttur. Fenotiplendirmeye dayali
tedavi segeneklerinde bu semptomlar1 hafifletmek ve iyilestirmek amaciyla antimuskarinik
tedaviler 6nerilmektedir. Yine bu hastalarin idrarinda ATP diizeyi saglikli insanlara gore
daha yiiksek oranda tespit edilmektedir. IS/MAS’1n mesane kasilmalarina etkilerini
incelemek amaciyla bu ¢aligmada mesane dokulari izole organ in vitro deneyleri ile
degerlendirildi. Her iki modelde de IS/MAS’11 siganlarm muskarinik bir ajan olan karbakol
ile kasilma yanitlarinin artmis oldugu tespit edildi. Yine her iki modelin IS/MAS
gruplarinda kontrollere gére ATP’ye artmis kasilma yanitlar izlendi. Ayrica kolinerjik ve
adrenerjik blokaj altinda EAU kasilma yanitlarinin yine IS/MAS gruplarinda kontrollere
gore artmis olmast mesanede kolinerjik ve piirinerjik yolaklarin aktiflestigini ve detrusorun
bu yolaklara daha duyarli hale geldigi sonucuna tarafimizca varilmistir. {lging bir sekilde
IS/MAS+AF219 gruplarinda hem kolinerjik hem de piirinerjik yanitlarin kontrollerden
farks1z ve IS/MAS gruplarindan anlamli sekilde diisiik oldugunu tespit ettik. Bir diger
yandan adrenerjik ve kolinerjik blokaj yaninda AF219 ile piirinerjik blokaj sonrast daha
once yiiksek kasilma yanitlar alinan IS/MAS gruplarinda, kontrollere gére kasilma
yanitlar1 arasinda farklilik izlenmedi. Bu sonug ile P2X3 reseptor antagonisti bir molekiil
olan AF219’un kolinerjik yolak iizerinde diizenleyici potansiyel bir etkisinden
bahsedilebilecegi kanaati olusturdu.

Mesane, spontan aksiyon potansiyelleri, spontan gegici depolarizasyonlar ve spontan
kasilmalar seklinde spontan elektriksel ve mekanik aktivite sergilemektedir. Bu aktivitenin,
TTX veya bir kolinerjik, adrenerjik ve plirinerjik reseptor antagonistleri kokteyline karsi
duyarsizlig1 nedeniyle, genellikle miyojenik kokenli oldugu kabul edilirdi.??° Bu aktivite
tek basina iseme i¢in yeterli kasilmalara yol acamayan ancak idrar bosaltimi i¢in optimal
mesane seklini koruyabilen diisiik amplitiidlii durumlar1 temsil etmektedir.?*° Spontan
kasilmalar detrusor diiz kasinin fizyolojik bir 6zelligidir. Kobay detrusor kasindaki spontan
elektriksel dalga sikliginin ATP tarafindan arttirildigi mikroelektrot kayitlarinda
saptanmigtir. Fare mesanesinde ATP'nin spontan ndronal salinimi ile spontan aksiyon

potansiyeli olusumunun tetiklemesi, ATP nin diiz kas hiicreleri tizerindeki NF449'a (P2X1
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antagonisti) duyarli P2X1' reseptorlerine baglanmasi ardindan katyon akisi ile
depolarizasyonun saglanmasi ve bu depolarizasyonun ayni zamanda L-tipi Ca2 *
kanallari aktive etmesine dayandirilmistir.?®! Arastirmacilar, kayitlarmn alindig fare
mesanesinde, spontan aksiyon potansiyellerinin miyojenik kokenli olmaktan ziyade,
ATP’nin spontan ndronal salinimi ile meydana geldigi sonucuna varmislardir. Bununla
tutarl olarak, izole edilmis kobay detrusor diiz kasina (mukoza i¢ermiyor) iliskin iki ayr1
caligma, spontan kasilma sikliginin ve genliginin ATP'deki gegici artislarla, detrusordaki
sinir terminallerinden ATP'nin spontan salinimi yoluyla iligkili oldugunu géstermistir
232233 Qpontan aktiviteyi etkilemeye ek olarak, piirinerjik aracili mukozal sinyalizasyon,
EAU aracili detrusor kasilmalarinin amplitiidiinii de etkileyebilmektedir. Bir diger
calismada, EAU kasilmalari, ex vivo olarak 1sinlanmig tam kalinlikta kobay mesane
seritlerinde, 1s1nlanmamus seritlere gére daha diisiik amplitiidlii tespit edilmis; mukozadan
arindirilmis seritlerle yapilan karsilagtirmalarda ise, arastirmacilar radyasyonun mukoza
olmadiginda EAU kasilmalarini etkilemedigini ve radyasyona duyarlt mukozal
modiilasyonu destekledigini gdstermistir.** Burnstock ve ark. ATP kaynakli ATP salinim
yolagini, lirotelyal ve endotelyal hiicrelerde (iirotelyal hiicrelerde daha belirgin olmak
lizere) gostermistir. Urotelyum, ATP'nin daha fazla salinmasina katkida bulunabilecek
cesitli P2X (P2X.7) ve P2Y (P2Y2.4) piirinerjik reseptdrlerini eksprese etmektedir.?0°-220
P2X3 reseptorlerinin detrusor kasilmalari {izerine etkilerini inceleyen bir ¢calismada,
protamin siilfat ile iirotelyal tabaka ortadan kaldirilmis grup ve iirotelyumu intakt olan
gruba P2X3 reseptor antagonisti (AF353) intavezikal uygulanarak hem sistometrik hem de
in vitro mesane seritlerinde kasilma yanitlar1 gézlemlenmis ve mesane fonksiyonu
degerlendirilmistir. Immunohistokimyasal inceleme ile iirotelyumun medial ve bazal
katmanlarinda yiiksek P2X3 reseptor ekspresyonu gosterilmis olmakla birlikte {irotelyal
tabakanin ¢ikarilmasi P2X3 reseptor antagonistinin kasilma araligini arttirma ve kasilma
amplitiidiinii azaltma iizerindeki etkilerini ortadan kaldirmistir. Urotelyumun ¢ikarilmasi
KCl veya EAU ile mesane seridi kontraktil yanitlarini etkilemezken, P2X3 reseptor
inhibisyonun yalnizca iirotelyumu intakt olan mesane seritlerinde EAU kasilma yanitlarini
azalttig1 gosterilmistir. Arastirmacilar, iirotelyum tizerindeki P2X3 reseptorleri iizerinden
ATP salinimindaki degisikliklerin P2X1 aracili detrusor kasilmalarina duyarlilig
arttirabilecegi sonucu ¢ikartmistir.2>> Sonuglarimiz literatiir ile uyumlu olmakla birlikte,

aktiflesen P2X3 yolaginin hem iirotelyumdan hem de detrusor komsulugundaki afferent
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terminallerden ATP salinimini artirdig1 bununda detrusor tizerindeki P2X1 ve kolinerjik
reseptorler lizerinde artan aktivasyona neden olabilecegini bize diisiindiirtmiistiir. Buna ek
olarak bu tez ¢alismasi, AF219’un bu etkileri zayiflatmasi, kolinerjik yolak iizerinde
diizenleyici bir etkisinin olabilecegini ve ayrica iirotelyum tizerindeki ATP saliniminda
artis ve detrusorun bu yolaga duyarlilagsmasini engelleyerek mesane fonksiyonunu
lyilestirebilecek potansiyelinin olabilecegini bize gdstermistir.

IS/MAS’1 taklit edebilecek ve bir IS/MAS deneysel modeli kabul gérme sart1 olan
mesane dokusundaki patolojik degisikler bu tez ¢alismasinda hem CYP hem de WAS
modelinde basarili bir sekilde gosterilmistir. Her iki modelinde daha dnceki
calismalarindan 6dem inflamatuvar infiltrasyon, konjesyon, iiretelyumda erozyon gibi
tablolara yol actig1 bilinmektedir. Calismamizda bu parametreleri kapsayan inflamasyon
tabanli bir skorlama sistemi kullanilmistir.>>° {S/MAS gruplarinda kontrollere gére daha
yiiksek skorlarin tespit edilmesi ve bu sonuglarin litaratiir ile uyum gostermesi her iki
yontemde de IS/MAS modeli olusturmada basarili oldugumuza kanit
olusturmaktadir.?*6234257 Ayrica her iki modelin IS/MAS+AF219 gruplarinda kontroller ile
farkli olmayan skorlar gozlemlenmistir. Calismamzda IS/MAS’1n mesane dokusunda
yarattig1 inflamasyon tablosunu AF219’un hafiflettigi gosterilmistir. Yine literatiirle
uyumlu olarak WAS modeline gére CYP’de daha az inflamatuar infiltrasyon tespit ettik.?>’
CYP daha ¢ok mesanede mekanik hasar ile etki gosterirken, WAS’1n ise daha ¢ok
inflamasyon aracili mekanizmalari aktiflestirdigini diisiinmekteyiz. Yine her iki modelin
mesane agirliklar1 ve viicuda oranlanmus degerleri, literatiirle uyumlu olarak IS/MAS
gruplarinda daha yiiksek bulundu.?*¢%7 Ancak IS+AF219 gruplarinda kontrollerle farkl:
olmayan degerler goriildii. CYP’de ise 6dem ve mesane agirliklarinin daha fazla arttigini
gozlemledik. CYP modellerinde inflamasyon skorunu bizim ¢alismamiza gore daha yiiksek
tespit eden bir ¢alisma sonucu da mevcuttur ancak bu ¢calismada uygulanan CYP dozu ¢ok
daha yiiksektir.2>¢ IS/MAS modellerinin gelistirilmesiyle diisiik dozlarda CYP
uygulanmasinm IS/MAS’1 taklit etmede daha uygun olacagi sonucuna varilmistir.’
Gergektende inflamatuar hiicrelerin asir1 artist normalde az oranda gordiigiimiiz hunner
lezyonu eslik eden IS/MAS’I1 hastalar taklit etmektedir. Diger IS/MAS’I1 hastalarin
mesane dokularinda daha hafif inflamasyon tespit edilmektedir. Dolayisiyla bizim
modelimizde kulladigimiz CYP dozu ve uygulama siklig1, IS/MAS’1n histopatolojik

Ozelliklerini daha iyi yansitabilecegi kanaatindeyiz.
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Urotelyum ve mesane afferent sinir terminalleri {izerinde bulunan P2X3, P2X7, Trk-A,
TRPV1 ve TRPA1’in akut sistit ve IS/MAS patogenezinde rolii preklinik ¢alismalarda
arastiritlmistir. Bu calismalar daha ¢ok CYP’nin, yiiksek dozda tek seferlik uygulandigi
akut sistit veya daha diisiik dozlarda birka¢ kez uygulandig1 IS/MAS hayvan modelleri
iizerinde gerceklestilrilmistir. 238263 Bu tez ¢alismasinda, ilk kez hem WAS hem de CYP
IS/MAS modellerinde P2X3, P2X7, Trk-A, TRPV1 ve TRPAI1 protein diizeyleri WB
deneyleri ile bir arada incelendi. Calismamiza ait her iki modelde de P2X3, P2X7, Trk-A,
TRPV1 protein diizeylerinin IS/MAS ile arttig tespit edildi. IS/MAS modelleri, TRPA1
protein diizeyinde yiikseklige neden olsa da bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildi.
CYP ile olusturulmus sistit modelinin kullanildig1 bir ¢alismada mesane dokusunda
TRPAI diizeyleri aragtirilmistir. Arastirmacilar, si¢anlarda intratekal TRPA 1 antagonist
uygulanmasi ile TRPA1 reseptoriiniin bloke edilmesinin afferent iseme yolaklari
tizerindeki etkilerini incelemistir. Tek doz CYP uygulamasi sonrast L6-S1 dorsal kok
ganglionlarinda TRPAT mRNA ve TRPA1 protein ekspresyonu diizeylerini sistit grubunda
kontrol grubuna gore daha yiiksek saptamislar ancak iirotelyal mukozada anlamli bir
farklilik tespit etmemisler. Tek doz CYP ile olusturulmus sistite sekonder mesane
dokusundaki TRPA1 ekspresyon diizey farkliligi bizim sonucumuzla benzerlik gostermis
olsa da akut sistit ve IS/MAS mekanizmalarmin farklilig1 bu sonuglarin bir arada
yorumlanmasini zorlastirmaktadir. Ayrica, baska bir ¢alismaya ait CYP-IS/MAS
modelinde, lumbosakral L6-S2 ve torakalomber T12-L2 DKG’de P2X2/3 ve P2X3 protein
ekspresyon artis1 immiinohistokimyasal olarak gdsterilmistir. Mesane dokusunda meydana
gelen hasarin hem pelvik hem de lomber splanknik yollarda P2X reseptor ekspresyonunu
arttirdig1 veya ndronlarin aktivasyon esiginde azalmaya neden olarak bu yollar
hassaslastirdig1 saptanmstir.'?® Ostrojenin IS/MAS iizerindeki terapotik etkisini inceleyen
diger bir ¢alismada, 0strojenin iirotelyum P2X3 reseptorlerinin ekspresyonunu ve bunun
tizerinden tirotelyumdan salinan ATP‘yi azaltarak mesane asir1 aktivitesini iyilestirdigi
kanitlanmistir.?6? Bu bahsedilen iki ¢alismada da, mesane kasilma / uyarilabilme
potansiyelinin P2X reseptor ekspresyonunun seviyeleriyle dogru orantili olmasi, bizim
caligmamiza ait sonuglarinin literatiirle uyumlu oldugunu gostermistir. Diger taraftan akut
ve kronik CYP uygulamalarinin iirotelyum ve detrusorda TRPV1 ekspresyonlarina etkisini
inceleyen bir ¢alismada ise, akut CYP uygulamasi TRPV1 ekspresyon diizeyine etki

etmemis; kronik CYP uygulamasi ise bu reseptdriin asir1 ekspresyonuna neden olmustur.?#®
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Yine benzer bir arastirmada, CYP tabanli IS/MAS modeli ile IS/MAS‘l1 grupta kontrol
grubuna gore L6-S1 DKG’de TRPA1 ve TRPV1 ekspresyonunun artmis oldugu
gosterilmistir.?®> Mesane nosiseptif duyarlilasmada iliskisi ispatlanmis bu proteinler ilk kez
bu tez ¢alismasinda birlikte degerlendirildi. Daha énce CYP IS/MAS modellerinde P2X3
reseptor ekspresyonundaki degisimler incelenmis WAS’1n bu reseptdr iizerindeki etkisini
gosteren bir ¢alisma sonucuna rastlanmamaistir. Uzun siireli strese maruz kalmanin P2X3
reseptorii lizerindeki etkileri ilk kez bu ¢alismada incelenmistir. Bu reseptorlerin hem
mesane afferent sinirleri {izerinde hem de DKG’de kronik uyari ile ekspresyonlarinin
regiile edildikleri iyi bilinmektedir. P2X3 yolag1 bu reseptorlerin diizeyini ve duyarliligin
etkileyebildigi gibi iirotelyumun ¢ift yonlii calisma mekanizmasi sonucunda bu
reseptorlerde piirinerjik yolak iizerinde diizenleyici etkileri vardir. 19%1% Bizim
calismamizda hem CYP hem WAS IS/MAS modellerinde bu proteinlerin diizeyleri artis
trendi gosterirken, AF219 uygulamasi sonrasi bu proteinlerin diizeylerindeki diisiis sadece
WAS IS/MAS modelinde istatistiksel olarak énemli bulunmustur. CYP/ISMAS modelinde
ise istatistiksel bir diisiis gozlenmemistir. Ancak her iki modelin IS/MAS gruplarinda
diizeyini anlaml1 olarak yiiksek tespit ettigimiz P2X7, IS/MAS+AF219 gruplarinda
IS/MAS gruplarma gore her iki modelde de anlamli olarak daha diisiik diizeydeydi. Tek
doz CYP ile indiiklenmis akut sistit modeli lizerine yapilan bir ¢aligsmada, sistitli farelerin
mesanelerinde, kontrollere gore daha yiiksek diizeyde P2X7 proteini izlenmis, mesane
inflamasyonunun P2X7 reseptor antagonisti ile geriledigi gosterilmistir. Aragtirmacilar,
sistit kaynakli mesane inflamasyonunda temel mekanizmanin aktivasyonu artan ATP-
P2X7 yolag1 olabilecegini belirtmistir.>%* Diger yandan, P2X7 reseptorleri, diger piirinerjik
reseptOrlerden farkli olarak, daha ytiksek konsantrasyonlarda ATP ile aktive edilmektedir.
P2X7 reseptorlerinin ekspresyonun artmasi i¢in ortamdaki ATP’nin ¢ok yiiksek diizeylere
ulasmasi gerekmektedir. 2> Bu tez ¢alismasinda her iki modelde de IS/MAS gruplarinda
P2X7 reseptor diizeyi kontrol gruplarina gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu. CYP
modeli IS/MAS+AF219 grubunda WAS modeli IS/MAS+AF219 grubundan farkli olarak
AF219 ile P2X3 protein diizeyinde anlamli bir azalma yoktu. Ancak her iki modelin
IS/MAS+AF219 gruplar kontrollerden farkli olmayan inflamasyon skorlarina sahipti. AF
219’un iirotelyum ve afferent sinir terminallerinde ATP salinimina ve dolayli yoldan P2X7
reseptorlerini aktive edecek ATP konsantrasyon diizeylerine etkisi ile P2X7 reseptorlerinin

aktivasyonunu azaltmis olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada CYP ve WAS ile indiiklenmis iki farkli IS/MAS modelinde, IS/MAS’1n
nosiseptif tepkileri artirdig1, mesane histolojisinde ve fonksiyonunda degisikliklere neden
oldugu gosterilmistir. Mesane kasilma yanitlar1 ve nosisepsiyondaki bu degisiklikler P2X3
tizerinden aktiflesen piirinerjik yolagin bir sonucu oldugu ve bu yolagin afferent yollarin
duyarlilasmasinda rolii olan diger proteinlerin ekspresyonu iizerinde diizenleyici bir etkisi
olabilecegi sonucuna varilmaistir.

P2X3 reseptdr antagonisti AF219 ile IS/MAS’a bagl inflamasyon skorlarinda diizelme
ile birlikte agri/anksiyeteyi yansitan davranis degisikliklerinde de iyilesme saglanmistir. Bu
tyilestirici etkiye ilave olarak, mesane kasilma amplitiid ve frekans yanitlarindaki diizelme
de goriilmiistiir. lacin bu iyilestirici etkisi iki farkli mekanizmaya sahip IS/MAS
modelinde de kanitlanmistir. AF219’un semptomlar iizerindeki bu pozitif etkisi yaninda
afferent iletim sisteminin duyarlilagsmasinda rolii olan reseptorlerin artmis ekspresyonu
stres ile indiiklenmis IS/MAS’da geri dondiiriilebilmistir. Ancak CYP modelinde
semptomlardaki iyilesmeye bu proteinlerin azalma yoniinde bir egilimi eslik etmemistir.
Bunun nedeni CYP’nin mesanede hedeflenenden daha fazla organik hasara yol agmasi
veya AF219 uygulandigi giin sayisinin az olmasi olabilir kanaatindeyiz.

Bu caligmada AF219’un, stres ya da psikojenik semptomlar1 belirgin veya organ spesifik
inflamatuar klinik bulgular1 olan IS/MAS hastalarinin tedavisinde potansiyel olarak yararl
olabilecegi diisiiniilmiistiir. IS/MAS’1n patofizyolojisini daha iyi anlayabilmek, prognostik
faktorleri ve tedavi hedeflerini belirleyebilmek i¢in ilerleyen zamanlarda P2X3 reseptorleri
tizerine yapilacak preklinik ve klinik aragtirmalar literatiire dnemli katkilar sunabilecegini

diisiinmekteyiz.
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7. TURKCE OZET

Giris ve Amag:

Bu calismada, iki farkli deneysel Interstisyel Sistit / Mesane Agr1 Sendromu (IS/MAS)
modelinde piirinerjik yolagm IS/MAS mekanizmasindaki roliinii ve P2X3 reseptor
antagonisti AF219’un terapotik etkilerini belirlemeyi amagladik.

Gere¢ ve Yontemler:

Siklofosfamid (CYP, n=32) ve kronik sudan ka¢inma stres protokolii ile (WAS, n=32)
ile indiiklenmis IS/MAS modelleri igin toplam 64 adet yetiskin disi Wistar albino sigan
kullanildi. Her iki modelde de denekler 4’er gruba (n=8; her grup i¢in) ayrildi: (1) Kontrol,
(2) Kontrol+AF219, (3) IS/MAS ve (4) ISSMAS+AF219. CYP 75 mg/kg, 1 ml, 3 giinde bir
(1, 4 ve 7. gilinlerde) toplam ti¢ doz intraperitoneal (i.p.) uygulandi. WAS protokolii i¢gin
sicanlar 10 giin boyunca her giin 1 saat pleksiglas kutularin merkezine yerlestirilmis
platformun iizerinde bekletildi. IS/MAS’m nosisepsiyon ve anksiyete iizerindeki etkileri
davranig deneyleri ile degerlendirildi. Mesanedeki inflamasyon siddeti histopatolojik
inceleme ile skorlandi. Mesane kasilma ve gevseme yanitlari izole in vitro organ deneyleri
ile degerlendirildi. Western blot deneyleri ile mesane dokusunda P2X3, P2X7, Trk-A,
TRPV1 ve TRPAL protein diizeyleri analiz edildi.

Bulgular:

Her iki deney modelinde IS/MAS gruplarmin kontrol gruplarina gére noksiyus uyarilara
yanit verme siireleri daha kisa ve sergilenen anksiyete benzeri davranislar daha fazlaydi
(p<0,05). IS/MAS gruplar1 diger gruplara gore daha yiiksek inflamasyon tabanli histolojik
skor degerlerine sahipti (p<0,05). ISS/MAS+AF219 gruplarinda ise hem davranis
deneylerine ait sonuglar hem de histolojik skorlar kontroller ile farklilik géstermedi
(p>0,05). Mesane seritlerinin in vitro deneylerinde, her iki modelin IS/MAS gruplarinda
kontrol gruplarina gore Karbakol’e, ATP’ye ve Elektriksel Alan Uyarisi’na (EAU) kars1
artmis kasilma yanitlar1 var iken (p<0,05) Karbakol ve ATP nin kiimiilatif
konsantrasyonlarinda ve EAU’nun artan frekanslarinda IS/MAS+AF219 ile kontrol
gruplari arasindaki kasilma yanitlarinda farklilik tespit edilmedi (p>0,05). Buna ek olarak
her iki modele ait tiim gruplarin mesane seritleri, 10> M AF219 ile inkiibe edildiginde
gruplar arasindaki EAU kasilma yanitlarinda istatistiksel olarak farklilik izlenmedi

(p>0,05). Hem CYP hem de WAS ile olusturulan IS/MAS modellerinde P2X3, P2X7, Trk-
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A ve TRPV1 protein diizeyleri, IS/MAS gruplarinda kontrol gruplarina gére dnemli dl¢iide
daha yiiksek izlendi (p<0,05). TRPA1 protein diizeyleri ise her iki modelde de gruplar
arasinda farklilik gdstermedi (p>0,05). CYP modelinde, iIS/MAS+AF219 grubu kontrol
grubu ile karsilastirildiginda P2X3, Trk-A ve TRPV1 protein diizeyleri anlamli olarak
yiiksek izlenirken (p>0,05), P2X7 proteini agisindan fark izlenmedi (p>0,05). Diger
taraftan WAS modelinde ise, IS/MAS+AF219 grubu ile kontrol grubu arasinda P2X3,
P2X7, Trk-A ve TRPV1 agisindan istatistiksel olarak bir fark gézlenmedi (p>0,05). Yine
WAS modelinde, IS/MAS grubuna gére IS/MAS+AF219 grubunda P2X3 ve P2X7 protein
diizeylerinin 6nemli 6l¢iide daha diisiik olmas1 dikkat ¢ekti (p<0,05).

Sonuc:

Bu calismada CYP ve WAS ile indiiklenmis iki farkli IS/MAS modelinde, IS/MAS 1
nosiseptif tepkileri artirdig1, mesane histolojisinde ve fonksiyonunda degisikliklere neden
oldugu gosterilmistir. Mesane kasilma yanitlar1 ve nosisepsiyondaki bu degisikliklerin
P2X3 iizerinden aktiflesen piirinerjik yolagin bir sonucu oldugu ve bu yolagin afferent
yollarinin duyarlilagsmasinda rolii olan diger proteinlerin ekspresyonu iizerinde diizenleyici
bir etkisi olabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica AF219 ile bu etkiler geri
dondiiriilebilmistir. AF219’un her iki fenotipteki IS/MAS hastalarinin tedavisinde
potansiyel olarak yararli olabilecegi kanaati olusmustur.

Anahtar Kelimeler: Mesane agr1 sendromu, Interstisyel Sistit, P2X3, AF219, Piirinerjik
yolak
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8. INGILIiZCE OZET / ABSTRACT

Introduction:

In this study, we aimed to determine the function of the purinergic pathway in the
development of Interstitial Cystitis / Bladder Pain Syndrome (IC/BPS) and the therapeutic
effect of P2X3 receptor antagonist AF219 in two experimental models of IC/BPS.

Materials and Methods:

Sixty-four adult female Wistar albino rats were utilized for IC/BPS models induced by
cyclophosphamide (CYP, n=32) and water avoidance stress (WAS, n=32). In both models
subjects were divided into four groups (n=8; for each group): (1) Control, (2)
Control+AF219, (3) IC/BPS, and (4) IC/BPS+AF219. CYP 75 mg/kg/ml was administered
intraperitoneally (i.p.), qd in three (days 1, 4, and 7) days for a total of three doses. For the
WAS protocol, rats were placed every day on the platform in the center of the plexiglass
boxes for 1 hour for ten days. The effects of IC/BPS on nociception and anxiety were
evaluated with behavioral experiments. The severity of inflammation in the bladder was
scored by histopathological examination. Bladder contraction and relaxation responses
were evaluated in in-vitro isolated organ-bath experiments. Protein levels of P2X3, P2X7,
Trk-A, TRPV1, and TRPAI in bladder tissue were analyzed by western blot experiments.

Results:

In both experimental models, the IC/BPS groups had shorter response times to noxious
stimuli and more anxiety-like behaviors than the control groups (p<0.05). The IC/BPS
groups had higher inflammation-based histological scores than the other groups (p<0.05).
In the IC/BPS+AF219 groups, both behavioral test results and histological scores did not
differ from controls (p>0.05). In the in-vitro experiments of bladder strips, while there was
increased contractile responses to Carbachol, ATP, and Electrical Field Stimulation (EFS)
(»<0.05) in the comparisons between IC/BPS groups of both models and the control
groups, there was no difference (p>0.05) between IC/BPS+AF219 and control groups at
cumulative concentrations of Carbachol and ATP and at increased frequencies of EFS. In
addition, when the bladder strips of all groups of both models were incubated with 10> M
AF219, no statistical difference was observed in the EFS contractile responses between the
groups (p>0.05). Levels of P2X3, P2X7, Trk-A, and TRPV1 proteins were significantly
higher in both CYP and WAS IC/BPS groups when compared with their control groups
(»<0.05). TRPA1 protein levels did not differ between groups in both models (p>0.05). In
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the CYP model, P2X3, Trk-A, and TRPV1 protein levels were significantly higher in the
IC/BPS+AF219 group compared with the control group (p>0.05), while no difference was
observed in terms of P2X7 protein (p>0.05). On the other hand, in the WAS model, no
statistically significant difference was observed between the IC/BPS+AF219 group and the
control group in terms of P2X3, P2X7, Trk-A, and TRPV1 (p>0.05). Also, in the WAS
model, the P2X3 and P2X7 protein levels were significantly lower in the IC/BPS+AF219
group compared with the IC/BPS group (p<0.05).

Conclusions:

In this study, it has been shown in both models of CYP and WAS that IC/BPS increases
nociceptive responses and causes changes in bladder histology and function. It was
concluded that these changes in bladder contractile responses and nociception result from
the purinergic pathway activated via P2X3, and this pathway may regulate the expression
of other proteins that have a role in the sensitization of afferent pathways. In addition,
these effects were reversible with AF219. AF219 may potentially be useful in treating
IC/BPS patients with both phenotypes.

Keywords: Bladder pain syndrome, Interstitial Cystitis, P2X3, AF219, Purinergic
pathway
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