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DiSI VE ERKEK RATLARDA KASTRASYONUN (ORSIEKTOMI VE
OVARIEKTOMI) MESANE DUVARI, MESANE TRIGONU VE
PROKSIMAL URETRADA ENDOTELYAL, INDUKLENEN VE

NORONAL NiTRIK OKSIT DUZEYLERINE ETKILERi VE URINER
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Dr. Selim YAZAR
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Uzmanlik Tezi
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Amag: Kastrasyonun alt liriner sistem dokular1 (mesane, trigon ve {iretra) lizerinde
olan etkilerini nitrik oksit diizeyinde arastirmak ve daha sonra kastrasyon
uygulanan hastalarda fosfodiesteraz inhibitorleri ile ilgili yapilacak klinik
calismalara 151k tutmak ve alt iiriner sistem semptomlarinin gelisiminde belirgin
rolii olan testosteron ve nitrik oksit arasindaki muhtemel iliskilere kap1 aralamaktir.
Gere¢ ve Yontem: Bu calismada toplam 32 adet albino spraque dowley cinsi rat
kullanildi. Ovariektomi, orsiektomi yapilan ve kontrol grubutiim hayvanlardan
farkli dokular etiket kod numaralar1 ve grup adlari verilerek icinde % 10’luk
formaldehitbulunan ve agzi sizdirmayan 6zel siselere birakildi. Histopatolojik ve
immiinohistokimyasal inceleme icin nitrik oksit antikorlar1 ile boyama yapmak
amaciyla alinan mesane ve iiretra dokular1 rutin takip islemlerden gegirilip
bloklandi. Bloklanan dokular 4-5 mikron kesitlerinde kesilip nitrik oksit antikorlar
ile boyanip uygun goriilen yerler fotograflandi.

Bulgular: Kontrol ve kastre rat gruplar1 arasinda eNOS ve nNOS aktivitesi
acisindan mesane govde ve trigon boliimiinde yapilan histolojik ve
immiinhistokimyasal boyamalarda anlamli sonuglar elde edilmistir. iNOS agisindan

anlaml veriler bulunamamaistir. Kontrol ve orsiektomize rat gruplarinda eNOS ve
[



nNOS aktivitesi i¢in proksimal iiretrada yapilan histolojik ve immiinhistokimyasal
boyamalarda anlamli sonuglar elde edilmistir. Disi rat gruplarinda iiretra kisa
olmasi nedeniyle net doku elde edilememistir.

Sonug¢: Yapilan ¢alismada istatistiksel anlamli sonuglar elde edilmis olup NO ve
NOS enzim ¢esitlerinin mesane ve iiretrada kastrasyondan etkilendigi gézlenmistir.
Sonug olarak agir1 aktif mesane veya alt liriner sistem semptomlarinin tedavisinde
yer almasi i¢in bu caligmalar iirodinamik verilerle desteklenmeli ve sonrasinda
tedavi yolunda umut 15181 olmaya devam etmelidir. Klinik olarak NO bazindaki
mekanizmalar normal miksiyonun korunmasinda ve iiriner inkontinansta 6nemli
olabilir. Bu mekanizmalarin pelvik cerrahi veya spinal yaralanmalar sonrasi gelisen
iseme disfonksiyonu ve inkontinansin kismi sorumlusu olabilir. Bu sorumluluk ileri
calismalar ile daha da desteklenirse bu alanlardaki tedavi secenegi olarak NOS
agonistleri veya NO donérleri tedavideki yerini bulabilir.

Anahtar kelimeler: Kastrasyon, nitrik oksit, alt iiriner sistem fonksiyonlar1



ABSTRACT

RELATIONS BETWEEN CASTRATION AND MALE AND FEMALE
RAT’S BLADDER WALL, TRIGON AND PROXIMAL URETHRA ON
ENDOTHELIAL, INDUCIBLE AND NEURONAL NITRIC OXIDE
LEVELS

Selim YAZAR, MD

Recep Tayyip Erdogan University
Faculty of Medicine
Department of Urology Thesis
Hakki UZUN, Associate Professor

Objective: To investigate the effects of castration to nitric oxide levels in lower
urinary tract tissues (bladder, trigone and urethra), and then shedding light on
clinical trials in patients undergoing castration to be associated with
phosphodiesterase inhibitors. We aimed to illuminate testosterone significant role
in the development of lower urinary tract symptoms and possible relationship
between nitric oxide.

Material and Method: In this study, a total of 32 albino Sprague Dawley rats were
used. The different tissues which taken from ovariectomy, orchiectomy was
performed and all the animals of the control group was left to special tube in which
10% formaldehyde found in label given code numbers and group names.
Histopathological and immunohistochemical examination of the bladder and
urethra taken to make tissue staining with nitric oxide antibodies were blocked after
passed from routine procedures. Justified stained tissues were photographed and
where appropriate nitric oxide antibodies cut in 4-5 micron sections.

Results: In control and castrated rat groups significant results in histological and
immunohistochemical staining of trigone of the bladder and body section in terms
of eNOS and nNOS activity were obtained. There are no significant data in terms

of INOS. In control and orchiectomy rats groups made eNOS and nNOS activity in
%



the proximal urethra for histological and immunohistochemical staining were
obtained significant results. In female rats group tissue could be obtained due to the
shorter urethra.

Conclusion: In the study are statistically significant results were obtained in NO
and NOS types of bladder and urethra were affected by castration. As a result, to
take place in the treatment of overactive bladder or lower urinary tract symptoms,
these studies should be supported by urodynamic data and then could continue to
be a glimmer of hope on the way of treatment. NO mechanisms may be clinically
important in maintaining normal urination and urinary incontinence. These
mechanisms may be partly responsible for voiding dysfunction and urinary
incontinence which developed after pelvic surgery or spinal injuries. Thus, in this
cases if further studies supports these findings the treatment can be possible with
NOS agonists or NO donors.

Key words: Castration, nitric oxide levels, lower urinary tract functions
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1. GIRIS VE AMAC

Alt Tlriner sistem semptomlar1 toplumda en sik goriilen semptomlar
arasindadir. Bu sikayetlerin gelisiminde testosteron ve nitrik oksidin rol oynadigi
ayrt ayr1 kanita dayali delillerle gosterilmistir. Klinik olarak NO bazindaki
mekanizmalar normal miksiyonun korunmasinda ve iiriner inkontinansta énemli
olabilir. Nitrik oksit ile alt tiriner sistem fonksiyonlar1 arasinda son yillarda kuvvetli
iliski saptanmistir. Nitrik oksit - siklik guanozin mono fosfat (cGMP) kaskadinda
gorev alan fosfodiesteraz enzimini inhibe eden ilaclar (fosfodiesteraz inhibitorler;
tadalafil) alt {riner sistem semptomlarinin tedavisinde klinik olarak
uygulanmaktadir.

Klinik olarak NO bazindaki mekanizmalar normal miksiyonun korunmasinda
ve lriner inkontinansta énemli olabilir. Bu mekanizmalarin pelvik cerrahi veya
spinal yaralanmalar sonrasi gelisen iseme disfonksiyonu ve inkontinansin kismi
sorumlusu olabilir. Bu sorumluluk ileri ¢alismalar ile daha da desteklenirse bu
alanlardaki tedavi segenegi olarak NOS agonistleri veya NO dondrleri tedavideki
yerini bulabilir.

Kastrasyon (ovariektomi veya orsiektomi) klinik uygulamada sik yapilan bir
ameliyattir. Ayrica hipogonadizm (testosteron veya Ostrojen diisiikliigii) ileri yas
insanlarda metabolik sendroma bagli olarak gelismekte ve ¢ok sik goriilmektedir.
Kastrasyonun hipogonadizmin alt iiriner sistem dokular1 (mesane, trigon ve {iretra)
tizerinde olan etkilerini nitrik oksit diizeyinde arastirmak ve daha sonra kastrasyon
uygulanan hastalarda fosfodiesteraz inhibitorleri ile ilgili yapilacak klinik
calismalara 151k tutmak ve alt iiriner sistem semptomlarinin gelisiminde belirgin

rolii olan testosteron ve nitrik oksit arasindaki muhtemel iliskilere kap1 aralamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mesane Anatomisi

Mesane, idrar depolama ve bosaltilmasini saglayan pelvik yerlesimli, i¢i bos
muskiiler yapida bir organ olup eriskinlerde bos mesane simfizis pubis'in arkasinda
yer alirken, ¢ocuklarda ve yenidoganlarda inis tamamlanmadigindan daha yukari
konumda bulunmaktadir (1). Mesane iiggen seklinde bir organdir(sekil-1). Bu
{icgenin tepesi dnde, taban1 arkada bulunmaktadir. Ureterler arasinda uzanan arka
kenar, iist ylizeyi tabandan ayirirken yan kenarlar arkada tireterden baslayarak 6nde
mesanenin tepesine kadar uzanirlar ve iist yiizeyi alt-yan yiizeylerden ayirirlar.
Periton iist ylizeyi Orter ve bu yan kenarlardan pelvisin yan duvarma gegerek
mesane ile pelvis yan duvarlari arasinda fossa paravezikalisleri, mesane ile karin 6n
duvari arasinda ise plika umblikalis mediananin her iki yaninda sag ve sol fossa
supravezikalisleri olusturur. Mesanenin iist ylizeyi erkeklerde tamamen peritonla
kapli olup ince barsaklar ve sigmoid kolonla komsudur. Kadinlarda ise uterus ve
ince barsaklarla komsudur. Peritonla ortiilii olmayan mesanenin alt yan ylizeyleri
simfizis pubis, levator ani ve internal obturator kaslarla komsudur. Simfizis pubisle
aralarinda "Retzius" aralig1 denilen fasyal bir aralik vardir (2). Bu aralikta bir ven
pleksusu (Santorini) ve gevsek bag dokusu bulunur. Mesanenin hareketsiz
boliimiinii olusturan mesane boynu ise prostatin tabanina oturur ve iginde tiretranin
baslangict olan internal sfinkter vardir. Mesane bos iken, tiimii oblitere olan
umblikal arter seviyesinin altinda olmak iizere pelvis igerisinde yer alir. Mesane
boynu bazi baglarla komsu yapilara sikica tutunurken diger boliimler subserdz bir
fasya ile kaplhidir. Mesane boynu erkeklerde dnde sag ve sol puboprostatik baglarla
pubis alt kenarina, arka yanlarda ise rektovezikal baglarla rektuma tutunmustur.
Ligamentum umblikale medianum mesanenin tepesinden baslayarak orta hatta
karin 6n duvarmin arka yliziinden umblikusa uzanir ve mesaneyi gobege baglar.
Mesaneden karin 6n duvarina dogru uzanan periton kivrimlarindan olusan; 6nde
tek, yanlarda ise ikiser adet olmak {izere periton plikalar1 vardir.

Mesanenin katlar1 1. Mukoza, 2. Submukoza, 3. Tunika muskiilaris (kas

tabakast), 4. Seroza.



2.1.1. Mukoza

Mesanenin i¢ yiiziinii 6rten mukoza, ¢ok katli degisici epitelden (tranzisyonel
epitel) olusmustur (2). Degisici epitelin yiizeydeki hiicreleri oval, derindeki
hiicreleri ise kiibik sekilde siralanir dort-sekiz kat hiicreden olusur. Mesane bos iken
bu kiibik ve oval hiicreler mesane doldugunda yassi hale gelir. Mukoza tabakasi

tunika muskiilarise gevsek bag dokusundan yapilmis submukoza ile tutunur.

2.1.2. Submukoza

Mukoza altinda yer alan submukoza tabakasinda (lamina propria) her yone
uzanan elastik ve kollajen liflerden olusan gevsek bag dokusu ve kapiller damarlar
yer alir (3). Mesane kas tabakasina gevsek submukoza tabakasiyla tutunan mesane
mukozasinda bu durum yalnizca submukoza tabakasinin olmadigi trigonda
goriilmez. Bu nedenle bos mesanenin igylizii plikali ve burusuk goriiniirken dolu
mesanede duvarin gerilmesiyle bu kivrimlar kaybolur ve mukoza diiz olarak
gorliniir. Submukozanin trigon bolgesinde bulunmamasi ve mukozanin kas
tabakasina sikica tutunmasi nedeniyle trigon her zaman diiz olarak goriiniir. Mesane
tabaninda yer alan tiggen seklindeki trigon iist kdselerine iireterler acilir. Her iki
treter orifisi arasinda yer alan belirgin mukozal kivrintiya interlireterik bag

(Mercierebagi) denir (3).

2.1.3. Tunika Muskiilaris

1. Stratum longitudinale internum (I¢ longitudinal tabaka), 2. Stratum
sirculare (Sirkiiler tabaka), 3. Stratum longitudinale eksternum (Dis longitudinal
tabaka) Bu kas yapis1 belirli bir diizene bagli olmaksizin her yone dogru uzanir ve
bir tabakadan digerine dogru uzayarak mesane duvarini bir ag gibi sarar. Detrusor
olarak adlandirilan bu yap1 ancak mesane boynunda ger¢ek anlamda ii¢ tabaka
olusturur. Sirkiiler lifler korpus etrafinda yogunlastiklar1 halde longitudinal lifler
apeksten fundusa kadar uzanirlar. Mesane uzun eksenine transvers ve oblik olarak
uzanirlar. Dis longitudinal kas tabakasi 6zellikle mesane anterior ve posteriorunda

daha belirgin, lateral duvarlarda daha ince iken i¢ longitudinal kas tabakas1 gergek



bir longitudinal kas tabakasi olarak mesane boynunda yer alir. Eksternal
longitudinal liflerin bir kism1 komsu olusumlara atlayarak 6zel kaslar1 olustururlar
(4). Ornegin rektumun 6nii ile mesane arasinda uzananlar muskulus rektovezikalis,
mesane ile pubisin pelvik yiizii arasinda uzananlar muskulus pubovezikalis olarak
adlandirilir.

Sirkiiler kas tabakasinin mesane boynunda sona erdigi ve {iretral yapiya
katilmadig1 bilinmektedir. Ote yandan i¢ longitudinal tabaka longitudinal olarak,
dis longitudinal tabaka ise sirkiiler ve spiral sekle doniiserek kadinlarda iiretranin
eksternal meatusuna, erkeklerde ise prostatik iiretranin distaline kadar uzanir ve

kismen prostatin yapisina katilir (1-3).

2.1.4. Seroza

Mesane ile beraber diger pelvis organlarinin en dis tabakasini orten seroza
(adventisya), kollajen ve birkag elastik kas lifinden olusur. Icerisinde kan damarlar,
kiigiik sinirler ve ¢ok kiigiik ganglionlar bulunur. Bu ger¢ek bir seroza yapisinda

degildir.

2.1.5. Arteriyel Sistem

Mesane arteria iliaka interna'dan (hipogastrik arter) ¢ikan arterlerle beslenir.
Mesanenin kanlanmasi biiyiik oranda a. iliaka interna'nin anteriorundan c¢ikan a.
vezikalis superior ve inferior ile olur. Mesanenin iist ve orta bdliimiiniin
kanlanmasini a. vezikalis superior saglarken, a. vezikalis inferior ise genellikle a.
iliaka interna'dan tek dal olarak bazen a. rektalis media ile birlikte ¢ikar ve
mesanenin tabanina, vezikula seminalislere, prostata dallar verir. Ayrica obturator
ve inferior gluteal arterlerden mesaneye kiiclik dallar gelir. Kadinlarda uterin ve

vajinal arterler de bu bolgeye kiigiik dallar verir (1,3).

2.1.6. Venoz Sistem

Mesane cevresi ve adventisyasi altinda ¢ok zengin ven pleksuslar1 vardir. Bu

pleksuslardan mesaneye gelen ven6z kan, mesane ve prostatin 6n, yan ve arka



yiizeylerini saran genis vezikal ve prostatik vendz pleksuslara bosalir. On taraftan
v. dorsalis penisi de igine alan bu pleksuslar (Santorini) daha sonra internal iliak

ven'e agilirlar (1,3).

2.1.7. Lenfatik Sistem

Mesanenin lenfatikleri kas tabakasi arasinda ve disinda olmak iizere iki
pleksusta toplanir. Mesanenin tist kismindan ¢ikan lenf damarlar1 eksternal iliak
lenf bezlerine alt kisimdan ¢ikanlar ise internal iliak lenf bezlerine agilirlar. Mesane
boynundan ¢ikan lenf yapilar1 da sakral veya ana iliak lenf bezlerine drene olurlar
1, 3).
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Sekil 1.Mesanenin uzunlamasina kesitle agilmis koronal goriintimii ve trigon
bolgesi (5).



2.1.8. Mesane Noroanatomisi

Mesane ve tretranin efferent parasempatik lifleri S2-S4 spinal kord
segmentlerinde, sempatik lifleri ise T10-L2 spinal kord segmentlerinden
¢ikmaktadir (6). Bu segmentlerden ¢ikan li¢ periferik sinir demeti mesane ve
tiretray1 innerve etmektedir (Sekil 2). Bu sinir demetleri T10-L2 seviyesinden ¢ikan
sempatik lifleri tasiyan hipogastrik sinir, S2-S4 seviyesinden ¢ikan parasempatik
lifleri tasiyan pelvik sinir ve somatik lifleri tasiyan pudental sinirdir (7). Hipogastrik
sempatik sinir lifleri detriisorii uyarir ve iiretrayi gevsetir. Pelvik parasempatik sinir
lifleri detriisorii inhibe eder ve mesane ile {iretrayr uyarir. Pudental sinir ise dis
sfinkterin ve pelvik taban kaslarinin istemli kasilmasini saglar. Mesanenin duyusal

sinir lifleri ise viseraldir ve asir1 distansiyon sonucu olusan agriyi iletir (8).
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Sekil 2. Alt diriner sistemin innervasyonu (8).

2.2. Mesane Histolojisi

Mesane ve iireterler benzer yapiya sahiptir. Igten disa siras1 ile doseyici epitel,

lamina propria, diiz kas ve adventisya vardir. Mesane gevsek iken epiteli 5-6 sira



hiicreden olusmakta olup, bunlar i¢inden yiizeydeki hiicreler yuvarlak ve limene
dogru ¢ikinti yapar. Mesane idrar ile dolu oldugu zaman (epitel gerildiginde)
epitelin kalinlig1 3-4 hiicre sirasindan olusur ve yiizeydeki hiicreler uzun eksende
bazal membrana paralel olarak yassilasirlar (9, 10). Degisici epitel bazal tabakadan

yiizeye dogru belirgin progresif bir olgunlasma gosterir (11).

Epitel, ylizeyel hiicreler, ara hiicreler ve bazal hiicreler olmak {izere 3 bolgeye
ayrilmaktadir (9). Yiizeyel hiicreler iiriner luminal bosluk ile iliskidedir. Bunlar
biiyiik, oval hiicrelerdir ve daha kiiclik ara hiicrelerin {izerinde semsiye gibi
uzanirlar. Binukleuslu olabilirler ve bol eozinofilik sitoplazmalidirlar. Gergin
mesanede yassilasmislardir ve rahatlikla goriiniirler. Bu hiicrelerin  varligi
tirotelyumun normal oldugunun bir isareti olarak kabul edilse de, cerrahi
materyallerde ya da biyopsilerin alinimi esnasinda dokiilebilirler. Tersine belirgin
karsinomu doseyen semsiye hiicrelerinin goriilmesi de miimkiindiir (9). Semsiye
hiicreleri displastik olarak yanlis degerlendirilmemesi gereken bir niikleer atipiye
sahip olabilirler. Semsiye hiicrelerinin yiizeyi tiroplakinler denen ve bir protein
ailesinin olusturdugu ii¢ tabakali rijit bir membrandan olusur. Bu membran
“asimetrik tinit membran” olarak bilinir (12). Membran tarak gériiniimii veren sik
invajinasyonlar gosterir. Gerilme siiresince bu invajinasyonlar yiizey membranina
dahil olurlar ve bdylece yiizey alani artar ve degisici epitelin yapisal biitiinliigii
stirdiiriilmiis olur (9). Ara hiicreler bos mesanede bes hiicre kalinliginda olabilir ve
bazal membranin listiinde uzun eksene dik olarak uzanmaktadir. Nukleuslar1 ince
graniiler kromatinli olan ara hiicreler genis sitoplazmalidir ve vakuolizasyon
olabilir. Sitoplazmik membran belirgindir (9). Hiicrelerin bazilarinda longitudinal
niikleer oluklar vardir. Bu hiicreler semsiye hiicrelerini olusturmak iizere
matiirlesirler (12). Gerilmis durumdaki mesanede bu tabaka sadece tek hiicre
kalinliginda ve yassilasmistir ya da gozle goriilemez (9). Hem yiizeyel hem de ara
hiicrelerin {ist yiizeyleri yuvarlak iken alt yiizleri de ¢okiiktiir. Bu ¢okiik yiizleri ile
altlarindaki hiicrelerin yuvarlak yiizleri lizerine oturarak bunlar arasina uzantilar
gonderirler. Bu uzantilar araciligi ile birbirlerine sikica baglanmalarina ilave olarak
hiicreler arasindaki sinirlar diizgiin degildirler ve sik girinti ya da ¢ikintilarla birbiri
icine gecmis durumdadir. Bu sekilde ileri derecede interdigitasyon gosteren

interselliiler sinirlarda, yer yer hiicrelerin birbirine daha siki baglanmasini saglayan



desmozomlar farklilagmistir. Yiizeyel epitel hiicrelerinde desmozomlar daha sik
bulunur. Derin hiicreler sekil degistirmekten ¢ok yerlerini degistirir ya da orta hiicre
tabakasinin 6zel diizeni sayesinde epitelin biitlinligiinii bozmaksizin, birbiri
tizerinden kayabilirler. Biitiin diger ¢ok katl epitellerde oldugu gibi degisici epitelin
yiizeyel hiicreleri mekanik ve kimyasal faktorlerin etkisiyle olumsuz olarak
etkilenen idrar yollar1 liimeni icine diiser ve idrar incelemesinde goriiliirler. Bu
yiizeyel hiicre kayb1 bazal dogurucu tabaka hiicrelerinin ¢ogalmasiyla kargilanir
(13). Bazal tabaka, sadece bos mesanede segilir, kiibik hiicrelerden olugsmaktadir.
Lamina densa, lamina lusida ve baglayici fibrillerden olusan bazal membran
tizerinde ince bir tabaka halinde uzanirlar. Normal degisici epitel hiicrelerinin hepsi
glikojen igerirken, sadece yiizeyel hiicreler musikarminofiliktir (9). Mukozal bazal
membran ve muskularis propria arasinda bulunan Lamina propria ise zengin
vaskiiler ag, lenfatik kanallar ve duyu sinir uglari ile az sayida elastik lifler igeren
yogun bag dokusundan meydana gelmistir. Daha derinlerde bag doku gevsektir (9).
Lamina propria i¢inde yaygin lenfoid doku ve bazen kiiglik lenf follikiilleri
bulunabilir ve papillalar olusturmaz. Mesanede yer yer kisa epitel ¢okiintiileri
goriinebilirse de, gercek bez denilebilecek epitel kriptalari ancak trigonun lamina
propriasinda ve iiretrada bulunur (10). Gerilme derecesi ile kalinlig1 degisir ve
genellikle mesane boynu ve trigon bolgesinde daha incedir. Uriner obstriiksiyonu
olan olgularda mesane boynunda, lamina proprianin ¢ogu zaman secilememesi
nedeni ile muskularis propria hemen mukoza altinda olabilir (9). Lamina proprianin
orta kisminda orta ¢apl arter ve venler uzanmaktadir. Kiiclik diiz kas demetleri
lamina propriada, 6zellikle de damarlarin ¢evresinde yaygin olarak bulunur. Bu diiz
kas demetlerinin muskularis propria ile baglantis1 yoktur ve izole demetler olarak

goriiliirler (9).

2.2.1. Muskularis Propriya

En i¢ ve en dista longitudinal tabakalar ile ortada sirkiiler tabakanin oldugu
lic kas tabakasindan olusur. Gergekte bu tabakalar sadece mesane boynunda
devamli olarak ayrimlanabilir. Diger bolgelerde longitudinal ve sirkiiler tabakalar
serbestge birbirine karisirlar ve uzanimlari belirlenemez. Bos mesanede kas lifleri

nispeten kalin demetlerde dizelenmislerdir ve her biri digerinden kan damari,



lenfatik ve sinir igeren orta derecede ve yogun bag dokusu ile ayrimlanmigtir (11).
Sik olmasa da sinir ve damar yapilari ile birlikte paraganglion adalari, muskularis
propriyada goriilebilmektedir. Bu hiicreler goze carpan kordon ya da ada tarzinda
diizenlenmiglerdir. Berrak ya da graniiler sitoplazmali, yuvarlak vezikiiler
niikleusludurlar. Diger tabakalara benzer olarak muskiilaris propriyanin kalinlig
kisiden kisiye, yasa bagl olarak ve gerilme derecesi ile degismektedir (9). Mesane
duvar kalinligi bos oldugunda 2.76 mm dolu oldugunda 1.55 mm®“dir (9).
Evrelemede muskiilaris propriya, yiizeyel ve derin tabaka olmak {izere iki tabakada
incelenir. Bu tabakalarin ayrimlanmasinda kullanilan belirli bir anatomik isaret

yoktur ve kas tabakasinin kalinliginin 6l¢iimii ile gosterilebilir (9).

2.2.2.Adventisya

Bir¢ok biiyiik damar ve sinir dallarinin yayildig1 bag dokusu olup kesin bir
sinir1 olmayip c¢evre bag dokusu ile devam ederek mesaneyi ¢evresine baglar.
Mesanenin iist yiizeyi periton ile temas halindedir ve bundan dolay1 bir serozaya

sahiptir (13).

Sekil 3. Mesanenin katlar1 (14)



2.3. Mesanenin Embriyolojisi

Organizmada olusan metabolizma artiklariin atilmasini saglayan idrar
(Griner sistem) ve genital organlar (genital sistem) ortak bir bosaltim yoluna
(kloaka) sahiptir. Kloaka &nceleri kér bir kese seklindedir. Ust ve arka tarafindan
son barsak, onden embriyolojik gelisimin 16. giinii civarinda kloaka zarinin
gelismesiyle es zamanli olarak vitelliis kesesi, arka duvar1 da allantoenterik
divertikiil veya allantois ad1 verilen bir divertikiil olarak adlandirilan baglanti sap1,
yanlarda ise Wolf kanalinin agtig1 deliklerle sinirlanmistir (15, 16). Kloakanin alt
ucu kuyruk barsakla uzarken 6n duvari ince olup, kuyruk tomurcugundan allantoise
kadar uzanan “membrana kloakalis”i yapar. Baglangi¢ta membrana kloakalis
embriyonun arka boliimiindedir. Sonradan bas bolgesinde oldugu gibi, son barsak
ve kuyruk boliimiiniin agagiya ve 0n tarafa kivrilmasiyla yon degistirir ve 6ne gecer.
Kloaka iki kata ayrilir. Ayrilma 4. ve 7. haftalar arasinda kloakanin yan
duvarlarinda sagda ve solda iki plika iirorektalenin ortaya ¢ikmasi ile baglar. Daha
sonra her iki plika birlesir ve septum tirorektale'yi olusturur (17). Yedinci haftada
membrana kloakalisin septum iirorektale ile birlestigi yerde primitif perine
olusurken, bu membran da iistte membrana iirogenitalis ve altta membrana analis
olarak ikiye boliiniir. Boylece kloaka boslugu da 6n ve arka olmak {izere iki pargaya
ayrilir. Ventralden membrana iirogenitalis ve septum irorektale ile sinirlanan
kloakanin 6n boliimiinden primitif siniis iirogenitalis ortaya ¢ikar. Bunun iistte
kalan biiylik boliimiinden mesane ve altindan da esas siniis lirogenitalisin pars
pelvina ve pars phallica (iiretral) boliimleri gelisir. Onde anal membran ve septum

tirorektale ile sinirlanan arka par¢adan anal rektal kanal gelisir (18, 19).

2.3.1. Primitif Urogenital Sinus

Bu yapmin ventralinden mesane gelisirken, pelvik kismindan prostatik ve
membrandz iiretra gelisir. Fallik kismindan ise {iretra ve genital parca gelisir.
Kloakanin ikiye ayrilmasiyla onde ortaya ¢ikan primitif siniis irogenitalis'in st
boliimiinden olusan vezika lirinaria baslangigta allantoisle baglant1 halindedir.
Ureter ve Wolf kanallar1 buraya acilirlar. Ancak daha sonra boslugun genislemesi

ile her iki yap1 birbirinden uzaklasir. Boylece iireterlerin mesaneye agilma yerleri
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iistte kalir. Kloakanin boliinmesi sirasinda mezonefrik kanallarin tomurcuklar
halindeki tireterler mesaneye ayri1 ayri girerler. Mezonefrik kanallar ve tireterlerin
her ikisi birden mezodermal kaynakli oldugundan bu kanallarin birlesmesiyle
olusan mesane mukozasi da (trigonum mesane) mezodermal kaynaklidir ve her iki
kanal ciftinin arkasinda kalan bdliim bu kismi olusturur. Mesanenin geri kalan
kism1 siniis iirogenitalis'ten gelistigi icin endodermal kaynaklidir. Zamanla,
trigondaki mezodermal epitel endodermal epitelle yer degistirir ve sonugta tiim
mesane i¢i endodermal kaynakli epitelle dosenmis olur (20). Mesanenin {ist kismi
onceleri allantoisle gdbek bagi ucuna dogru devam ederken 2. aydan sonra
allantois'in atrofiye olmasiyla geriye kalan parcasi (urakus) mesane tepesinden
gbbege dogru uzayan chorda urachi veya ligamentum umblicale medianumu yapar.
Mesanenin alt ucu ve siniis iirogenitalis arasindaki membrana iirogenitalis'in

kalinlagsmasi ile primer iiretra olusur (17).

2.4. Dolum ve iseme Fizyolojisi

Mesane islevleri, depolama ve bosaltma evresi olmak {lizere iki evrede
incelenebilir. Mesanenin somatik innervasyonu sakral 1-3 6n boynuz ventrolateral
bolge lamina [X’da yerlesik Onufrowicz cekirdegi ve sakral 2-4 lamina VII’de
yerlesik pudendal ¢ekirdekten baglar. Somatik efferent lifler pudendal sinir i¢inde
uzanarak pelvik taban kaslari, perine ve dis sfinkteri kasar. Mesane ve proksimal
iiretradan gelen afferent yollar, baslica pelvik visseral sinirler, az miktarda da
sempatik lifler iceren hipogastrik sinirler tarafindan merkezi sinir sistemine tasinir.

Distal iiretra ve perineden kalkan afferent uyarilar ise pudendal sinirler
yoluyla iletilir. Pelvik sinirler i¢cinde seyreden afferent lifler gerilmeye duyarli olan
ince miyelinli A-delta (Ad) lifleri ve miyelinsiz C liflerinden olusur (21). Mesane
idrarla doldugu zaman miksiyon refleksi olusur. Miksiyon refleksiotonomik
medulla spinalis refleksi olmasina ragmen, serebral korteks ve beyin sapindaki
merkezler tarafindan da inhibe veya stimiile edilebilir (22). Depolama evresi
boyunca giderek artan sempatik uyari ve baskilanan parasempatik uyari yolu ile
mesane i¢i basing diisiik tutulur. Normal bir mesanede mesane i¢i basing 0-6
cmH20 olup, genellikle 15 cmH20’yu agsmaz. Mesane yaklagik 30-50 cc idrarla
doldugu zaman, basing yaklasik 5-10 cmH20O’ya yiikselir. 20-300cc arasi idrar
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toplanmasi da kiigiik miktarlarda basing degisikliklerine yol acar. Basincin sabit bir
degerde tutulabilmesi, mesane duvarmin intrensek tonusu nedeni ile
olabilmektedir(21, 23). Mesane duvarindaki gerilme reseptorlerinden baslayan
duyusal sinyaller, pelvik sinirler araciligi ile spinal kordun sakral segmentine
iletilirler ve oradan da refleks olarak yine ayni sinirler i¢indeki parasempatik sinir
lifleriyle tekrar mesaneye iletilirler. Mesane kismen dolmaya basladigi zaman
olusan kontraksiyonlar, detriizor kasi1 tarafindan kisa bir zaman igerisinde
durdurulur. Dolmaya devam eden mesanede miksiyon refleksleri daha sik olmaya
baslar detriizoriin daha fazla kasilmasina neden olurlar. Detriizoriin baslangigtaki
kontraksiyonu gerilim reseptorlerini aktive eder ve bunun sonucunda posterior
tiretradaki duyusal uyarimlar artar ve bu da mesanede refleks kontraksiyonlarin
devam etmesine neden olur. Sonugta bu islem mesane saglam bir kontraksiyon
seviyesine erisinceye kadar devam eder. Kisa bir zaman igerisinde (birkag saniye
ile bir dakikadan biraz fazla olabilir) kendi kendini uyaran refleks zayiflamaya
baslar ve miksiyon refleksinin dongiisii sona ererek mesanenin gevsemesine yol
acar. Miksiyon refleksi yeteri kadar giiglii olusur ise, pudendal sinir yolu ile
eksternal sfinktere inhibe edici baska bir refleks gonderilir. Gonderilen bu inhibe
edici uyari, beyinde eksternal sfinktere giden istemli kasici uyarilardan daha
kuvvetli ise iseme gergeklesir. Ancak daha kuvvetli degilse mesane daha fazla
doluncaya kadar ve miksiyon refleksi daha gii¢lii oluncaya kadar iseme olmaz (22).

Bosaltma evresinde mesaneden gelen uyarilar ve dorsolateral pons ve
mamiller cisimlerde giderek artan aktivite iseme esigini diisiiriir. Uretral sfinkter
EMG aktivitesi kesilir ve sfinkter basinci diiser. Sfinkter mekanizmasinin sakral
iseme merkezine refleks inhibisyonu ortadan kalkar, sempatik aktivite inhibe olur,

parasempatik yolaklar aktive olur ve sonugta detriizor kasilir (21, 23).

2.4.1. Norofizyoloji

Mesane kontraksiyonlar1 adrenerjik, kolinerjik ve nonadrenerjik ve
nonkolinerjik (NANK) mekanizmalar tarafindan yonetilir. Mesane bosaltiminda
parasempatik sistem esas sorumlu sistem, asetilkolin ana ndorotransmitterdir.
Adenozin trifosfat (ATP) sinirsel uyartyla asetilkolinle birlikte salinir, purinerjik

reseptorler araciligi ile kontraksiyonu indiikler (24).
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2.4.1.1. Adrenerjik Yollar

al-adrenoreseptorlerin  (alA ve alD) wuyarilmasiyla normal insan
mesanesinde kiiglik ve degisken kasilmalar elde edildigi rapor edilmistir (24, 25).
Bununla birlikte bazi arastirmacilar detriizor asir1 aktivitesi olan hastalarin
mesanesinde a-adrenoreseptor yogunlugunda artis oldugunu tespit etmislerdir (24,
26). Ote yandan, baz1 yazarlar, asir1 aktif ya da ¢ikim yolu tikanmis mesanedeki a-
adrenoreseptor fonksiyonlarindaki artis1 kabul etmemektedirler (24, 27).

Insan detriizér kasinda 3 tip P adrenoreseptér mRNA’larinin ekprese edildigi
gosterilmistir; B1, B2 ve P3. Bu reseptorler iginde en etkili gevseme [3
adrenoreseptor agonistleri sayesinde gergeklesir (24, 28). Bundan otiirii 3
adrenoreseptorlerin, insan mesanesindeki gevsemeden esas sorumlu reseptorler
oldugu distiniilmektedir. Ciinkii sempatik sinir sistemi detriizoriin refleks
aktivitesini engeller ve mesane dolumu sirasinda idrarin depolanmasina katkida
bulunur. Mesane igindeki adrenerjik sinirlerden norepinefrin salgilandiginda f
adrenoreseptorler adenil siklazi aktive ederler ve cAMP artar. CAMP protein kinaz

A’y1 aktive eder ki bu da detriizor kasinda gevsemeye yol agar (25, 29).

2.4.1.2. Kolinerjik Yollar

Mesane kasilmasi esas olarak muskarinik reseptdrler yoluyla parasempatik
sinir sistemi tarafindan saglanir. 5 tip muskarinik reseptér bulunur; M1, M2,
M3,M4, M5. En fazla M2 altgrup reseptor, daha sonra M3 alt grup reseptor sik
goriiliir. Insan mesanesinde M2:M3 oran1 3:1°dir (24, 29, 30). Her ne kadar M2
reseptor sayist M3 reseptor sayisindan fazla olsa da, M3 reseptorleri mesanenin
kasilmasinda daha 6nemlidir. Muskarinik reseptor yogunlugu mesane kubbesinde
en fazla, mesane boynunda en azdir, bdylece muskarinik uyari ile mesane kubbesi
giicliice kasilir (24, 31). Mesanedeki muskarinik reseptorler tirotelyumda, detriizor
kasinda ve parasempatik/sempatik sinir uglarinda tespit edilmistir.

Mesane iirotelyumunda muskarinik reseptorler oldugunun gosterilmesiyle
tirotelyumun parasempatik innervasyona sahip oldugu kanitlanmistir (32, 33).
McCloskey’nin yaptig1 bir arastirmada; detriizér lamina propriasinda yerlesmis

olan interstisyel hiicrelerinin (ICC) artisinin, asir1 aktif mesanenin agiklanamayan
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mekanizmalarindan biri olabilecegi belirtilmistir. Bu hiicreler bagirsakta yer alan
Cajal hiicrelerine benzerlik gosterirler. Bu ¢alismada ICC, spontan elektriksel ve
kalsiyum iyonlar1 yoluyla, ayn1 zamanda ATP ve karbakol gibi norotransmitterlerin
salinmasina yol agarak detriizor kasilmalarini sagladiklar1 gosterilmistir (35).

Detriizor diiz kasindaki muskarinik reseptorlerG proteinleri araciligiyla
ikincil mesajc1 islevi goriirler. M2 ve M4 altgrup reseptorler Gi protein yoluyla
adenilat siklazi inhibe ederler (35). M1, M3 ve M5 reseptor altgruplart ise Gq/11
proteinleri ile etkilesir ve fosfolipaz C’yi aktive ederek inositol fosfat dongiisiinii
indiikkler ve hiicre i¢i kalsiyum dengesini saglarlar (24). M3 reseptorlerinin
uyarilmasiyla hiicre i¢i kalsiyum seviyesi artar ve detriizor kasinda kasilmaya neden
olur. M2 reseptorlerinin uyarilmasiyla da detriizér kasilmasi olusur. Ancak, bu
kasilma dolayli bir mekanizmayla, yani B-adrenoreseptorlerinin uyarilmasi sonucu
siklik adenozin mono fosfat (CAMP) aracili olusan gevsemenin inhibisyonu yolu
ile olmaktadir(36).

Muskarinik reseptorler presinaptik sinir uglarinda da tespit edilmistir.
Parasempatik sinir uglarinda asetilkolin salinmasiyla, sempatik sinir uclarinda ise
noradrenalin salinmasiyla islev goriirler. M1 reseptorler asetilkolin salinimini

arttirirken, M2 ve M4 reseptorler transmitter salinimini inhibe ederler (37).

2.4.1.3. Non-adrenerjik Non-kolinerjik Yollar

Yapilan aragtirmalar sonucunda, detriizor asir1 aktivitesi patofizyolojisinde
%95’ten fazla atropin direnci goriilmiistiir. Elde edilen bulgular % 5 civarinda

bagska mekanizmalarin varligina isaret etmektedir (24, 29). Bu mekanizmalar;

2.4.1.3.1. Purinerjik Sistem ve ATP

ATP purinerjik reseptorler (P2X ve P2Y) lizerinde etki eder ve non-adrenerjik
non-kolinerjik yollarin en 6nemlisidir (24, 31). ATP salinimi1 mekanik gerilme ve
elektriksel uyariyla olur ve detriizér kasilmasimin ve isemenin baslatilmasinda
onemli rol oynar. Kolinerjik sistem ise kasilmanin ve isemenin siirdiiriilmesini
saglar. Idiopatik asir1 aktif mesanesi olanlarda anormal purinerjik iletinin oldugu

bildirilmistir (24).
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2.4.1.3.2. Histamin ve Serotonin

Histamin mesane diiz kasinda yerlesmis H-1 reseptorleri vasitasiyla mesane
diiz kasinin kasilmasini saglar (25). Serotonin mesane diiz kasinda yerlesmis olan
5- HT2 reseptorleri araciligiyla etki eder. 5-HT2 reseptorlerinin uyarilmasi ya direk
olarak mesane diiz kasina etki eder ya da mesanedeki otonomik innervasyon

yoluyla indirekt etki gostererek kontraksiyona neden olur (25).

2.4.1.3.3. Mesane Afferent Aktivitesi ve Urotelyum

Son donemlerde yapilan ¢alismalarda {irotelyal hiicrelerin sadece bir bariyer
gorevi gostermedigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda mesane aktivitesi lizerinde lokal
kimyasal ve mekanik uyarilara yanit verebilen ve afferent sinirlere kimyasal
sinyaller gonderebilen duyusal ¢esitli molekiiller sentezleyebilmektedir (25, 28).
Buna gore tirotelyum, néron gibi davranan, nérotransmitter salgilayan, gerilmeye
kars1 tepki verebilen ve biiylime faktorleri tarafindan regiile edilebilen bir yap1

olarak tanimlanmstir (38).

2.4.1.3.4. Digerleri

Vaniloidler, fizyolojik etkisi tam olarak bilinmeyen, miyelinize olmayan
duyusal sinir uglarinda ve az miktarda iirotelyumda bulunan reseptorlere ait
mediatorlerdir. Bu maddeler kapsaisin ve resiniferatoksindir. Bu maddelerin
intravezikal kullanimlar1 6zellikle antimuskariniklere direngli detriizér asiri
aktivitesi tedavisinde olumlu sonuglar vermektedir (39).

Prostanoidler ve Lokotrienler, hem mesane mukozasinda hem de detriizor
kasinda siklooksijenaz tarafindan sentezlenir. Detriizor kasinda gerilme, mukozal
yaralanmalar, sinirsel uyarilar ve inflamatuar mediyatorler sentezlenmesini arttirir
(40).

Noropeptidler, vazoaktif intestinal peptitin spontan detriizor kasilmalarinda
inhibitor bir etkisi olurken elektriksel uyar1 ya da muskarinik reseptor uyarimh
kasilmalar iizerinde belirgin bir etkisi yoktur (41). Tasikininlerden substans P,

norokinin A ve norokinin B de insan mesanesi afferent sinirlerinde saptanan
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tagikinin tlirevleridir. Tasikininler NK1, NK2 ve NK3 reseptorleri {lizerinden

mesane kasilmasina katkida bulunurlar (40).

2.5. Nitrik Oksit

Nitrik oksit(NO) ilk kez 1979 yilinda periferal vaskiiler diiz kaslarda gii¢lii
bir gevseticiolarak gosterilmistir (42). NO, baslica endotel hiicresi, makrofaj,
noron ve diiz kas hiicresinde L-arginin‘den nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi
araciligr ile sentez edilen ve molekiil agirligi 30 olan, renksiz gaz yapisinda
biyolojik bir molekiildiir. Bu molekiil biyolojik membranlardan kolaylikla
gecebilen ve eslesmemis elektronu olan serbest bir radikaldir. Yar1 6mrii 3-5
saniyedir. (43-47).

2.5.1. Nitrik Oksit Sentezi

L-arginin amino asidinden NOS enzimi aracilig1 ile NO sentez edilmektedir
(Sekil 4). Bu tepkimede substrat olarak NADPH (indirgenmis nikotinamid
diniikleotid fosfat) ve O2 kullanilirken FAD (flavin adenin diniikleotid), BH4
(tetrahidrobiopterin), FMN (flavin adenin mononiikleotid) ve demir protoporfirin
IX (HEM) kofaktdr olarak kullanilmaktadir. Ayrica tepkimede kalmoduline
(CaM) ihtiya¢ duyulmaktadir.

CO0O- COo0~ Co0-
+ 03 I
THN 'L_B NADPH Rapp+ ~H:¥-C—H @y —C—H
' ! 3 NADPH + O, I
- - NOS I
| i 'f"
C—= NH,* C=—N—OH c
: | ® 0\
H;N HN o NH,;
Arginin - w -Hidroksi-I-arginin Sitriilin

Sekil 4.L-arjinin aminoasidinden NOS enzimi ile NO sentezi
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Bu sentez N-metil-L-arginin, N-nitro-L -arginin ve N-amino-L-arginin gibi L -
argininin N —eklenmis analoglariyla inhibe edilebilir. NO hemoglobin tarafindan

inaktive edilir.

2.5.2. NOS Enziminin izoformlar:

Ug ayr1 NOS enzimi vardir; néronal NOS (nNOS veya NOS 1), indiiklenebilir
NOS (iNOS veya NOS I1), endotelyal NOS (eNOS veya NOS III)’tur (Tablo 1).

Noronal NOS (nNOS veya NOS 1),12. kromozomda lokalize olarak bulunan
ilk izoformdur. Esas olarak santral sinir sisteminde ve periferik sinirlerde bulunan,
norotransmiter/ndromodiilator olarak gorev yapan, Ca2+/ kalmoduline bagimli
olarak aktivite gosteren ve ¢oziiniir formda bulunan sitozolik bir enzimdir (48, 49).

Indiiklenebilir NOS (iNOS veya NOS 11),17. kromozomda lokalizedir.
Makrofajlar, tip Il alveolar epitel hiicreleri, fibroblastlar, mast hiicreleri,
notrofiller ve kondrositlerde yogun olarak bulunan ve aktivitesi kalsiyuma bagh
olmayan bir enzimdir (50). Indiiklenebilir NOS tiimor nekroz faktor-a (TNF- a),
endotoksin, interferon-y ve interlokin-1B gibi proinflamatuvar sitokinler ile
indiiklenmektedir (51). Sitozolik bir enzim olan iNOS, indiiklenmesinden birkag
saat sonra uzun siire  (saatler, gilinler) devam edebilen nanomolar
konsantrasyonlarda proinflamatuvar NO salinim1 saglamaktadir (52).

Endotelyal NOS (eNOS veya NOS 11, 7. kromozomda lokalizedir. Tlk olarak
vaskiiler endotelyal hiicrelerde tanimlanmistir. Endotelyal NOS kardiyovaskiiler
sistemde vaskiiler diiz kas gevsemesi, damar toniisiiniin diizenlenmesi, trombosit
agregasyonunun inhibe edilmesi gibi fizyolojik olaylarda gorev almaktadir (49,
53). Diger 2 NOS enzimlerinden farkli olarak hiicresel membranda partikiiler
subseliiler fraksiyonda 6zellikle de plazmalemmal kaveola’da bulunmaktadir (54).
Noronal NOS gibi Ca2+ ve CaM’e bagimli aktivite gosteren bir enzim olup kisa
stireli ve pikomolar konsantrasyonlarda NO sentezinikatalizlemektedir. eNOS’un
aktivasyonu sonucu olusan NO, difiizyonla diiz kas hiicrelerine gecerek guanilat
siklaz1 aktive etmektedir. Bunun sonucunda cGMP diizeyinde artma ve diiz

kaslarda gevseme meydana gelmektedir (52, 55, 56).
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Tablo 1. NOS enziminin izoformlar1 ve dzellikleri

interlokin-1f

Merkez sinir ) )
) ) Makrofaj, monosit,
sistemi, adrenal
Endotel hiicreleri o nétrofil, tip 2
bez, periferik )
alveolar epitel
néronlar

Ca/Kalmodulin Ca/Kalmodulin Gen

transkripsiyonu
NADPH, FAD, NADPH, FAD, NADPH, FAD,
FMN, BH4, Hem FMN, BH4, Hem FMN, BH4, Hem
Diistik Diistik Yiiksek

Timor nekroz
Asetilkolin, Noro-uyarict faktor-alfa(TNF-a),
bradikinin, ATP, aminoasitler, endotoksin,
proliferasyon, stres  Gstrojen interferon-y ve

Mevcut c¢aligmalar; molekiiler oksijen, androjen, uzun siire L-arjinin
kullanim1 ve tekrarlayan intrakavernozal prostaglandin E1 enjeksiyonlariyla NOS
aktivitelerininarttiginigosterirken, kastrasyon, denervasyon, hiperkolestrolemi ve
diabetesmellitusun NOS aktivitelerinde diismeye neden oldugunu gostermislerdir

(52, 57, 58).

2.5.3. Nitrik Oksidin Etki Mekanizmasi

Klasik norotransmitterlerden farkli olarak, NO hiicre igerisinde spesifik bir
reseptore baglidegildir. Gaz molekiilii olan NO sitoplazmada bulunan, ¢oziilebilir
guanilat siklaz (sGC) hedefleyerek hiicre membranindan geger. NO'in sGC'ye
baglanmasi proteinde degisikliklere neden olur ve aktivitesi artar (59). Aktive olan
sGC, guanosin-5'-trifosfatin (GTP), guanosin-3', 5' siklik monofosfata (CGMP)
donlistimiinii  katalize eder. c¢cGMP Okaryotik hiicrelerde iyon kanallari,
fosfodiesterazlar ve protein kinazlar olmak iizere ii¢ farkli yonde sinyal verir. Bu

etkilesimlerle intraselliler cGMP konsantrasyonlarinin artmasi, intraselliiler
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serbest Ca konsantrasyonunun diismesiyle sonuglanan ve kontraktil tonus kaybinin
indiiklenmesine neden olanolaylar zincirini baglatir. Bu olaylar, cGMP-bagimli
proteinkinazlarin aktivasyonu, hiperpolarizasyon, voltaj bagimli kalsiyum
kanallarinin kapanmasi, intraselliiler organellerde kalsiyum sekestrasyonu ve

kontraktil aperatusta desentizasyonun engellenmesidir.

2.5.4. Nitrik Oksidin Fizyolojik Etkileri

2.5.4.1. Kardiovaskiiler Sistem

NO hedef hiicrelerde ¢oziiniir sitoplazmik guanilat siklaza baglanarak onu
aktive etmektedir. Bu enzimin aktivasyonu GTP'den cGMP olusumunun artmasina
neden olmaktadir. Artan cGMP ise kalp kasmin gevsemesine ve damarlarda
vazodilatasyona neden olmaktadir. NO, ayrica myositlerin mitokondriyel
solunumunu inhibe ederek kalbin oksijen tiiketimini azaltmaktadir (61-63).
Trombositler endotel kaynakli NO’dan etkilenebildikleri gibi, kendileri de NO
tarafindan uyarilabilen eNOS ve guanilat siklaz enzimini bulundurmalar1 nedeniyle
de NO iiretebilmektedirler (64). Trombosit i¢cindeki CGMP konsantrasyonunun

artmasi, trombositlerin adezyonunu ve agregasyonunu inhibe etmektedir.

2.5.4.2. Santral Sinir Sistemi

NO santral sinir sisteminde noromodiilator olarak gorev yapar. Presinaptik
uctan salinan glutamat postsinaptik uctaki hiicrenin NMDA reseptdrlerine baglanir
ve NOS'u aktiflestirir. Bunun sonucunda olusan NO sinapslarin sekillenmesine
yardimci olmaktadir (65). Ayrica NO koku alma, gérme, agr1 algilanmasi ve hafiza
olugmasi gibi bir¢ok fizyolojik olayda da rol oynamaktadir (65-67). Bunun disinda
periferik sinirlerde nonadrenerjik nonkolinerjik sistem ndronlarinda nérotransmiter

olarak gorev almaktadir (65-67).

19



2.5.4.3. Solunum Sistemi

Noronal NOS’un trakeadan bronslara dogru gidildik¢e azalan yogunlukta
solunum yollar1 sinirlerinde, eNOS’un bronsiyal epitelde, pulmoner damar endotel
hiicrelerinde, Tip II alveolar epitel hiicrelerinde; iNOS’un ise Tip II alveolar epitel
hiicreleri, fibroblastlar, solunum yollar1 epitel hiicreleri, Solunum yollar1 ve damar
diiz kas hiicreleri,mast hiicreleri, notrofiller ve kondrositlerde yogun olarak
bulundugu gosterilmistir (50). NO, akcigerlerde bronkodilatasyon, arteryel
vazodilatasyon, mukosilyer klirensin diizenlenmesi,bakteri, viriis ve parazitlerin

yok edilmesi gibi bir¢ok fizyolojik olayda rol oynamaktadir (56).

2.5.4.4. Gastrointestinal Sistem

NO mukoza iilserlerini prostoglandin deriveleri ile birlikte korudugu
diistiniilmektedir (69). NO mide mukozasinin irritasyonlara kars1 korunmasini, o
bolgenin kanlanmasii artirarak ve mukozal bariyer olusturarak yaptig ileri
stiriilmektedir. Ayrica NO’nun konstipasyon ve diyarede de roliiniin olabilecegi

ileri stirilmektedir (52).

2.5.4.5. Uriner Sistem

NO, bobrek kan akiminin ve glomeriiler filtrasyonun diizenlenmesi, bobregin
otoregiilasyonu, renin salgilanmasi ve tuz itrah1 gibi bobrek fonksiyonlarinin
kontrol edilmesinde gorev alan 6nemli bir molekiildiir. NOS enzim sentezinin
uyarilmasi bobrekte vazodilatasyona neden olurken sentezinin bloke edilmesi ise
renal kan akiminin ve sodyum itrahinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica NO
anjiyotensin II'nin fizyolojik antagonisti olarak kabul edilmektedir (70).

NO’nun miksiyonda da etkisi oldugu gosterilmistir.  Uretrada
ndrotransmisyon inhibisyonu, mesanede afferent sinir ve spinal refleks
modiilasyonu ile etkili oldugu bulunmustur. NO’nun ayn1 zamanda prostat diiz kas
tonusu, glandular sekretuvar fonksiyon ve lokal kan akimi regiilasyonunda gorev

aldig1 kanitlanmustir (71).
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2.5.4.5.1. Uretra ve NO

Uretra iseme fizyolosinin biitiinii ile iliskilidir. Mesane boynu ve iiretral
sfinkteri igerir ve depolama ve periyodik idrar bosaltiminda mesane ile uyum ig¢inde
calisir (72).

Idrar depolama ve bosaltimmnin diizenlenmesinde karmasik noronal kontrol
sistemi oldugu varsayilmaktadir (73). Uretra diizeyinde efferent nérotransmisyon,
kolinerjik ve adrenerjik komponentleri bulunan ve farkli tiirlerde cesitli etkiler
gosteren bilesenleri icerir. Uretra ve mesane boynunda adrenerjik iletim daha
baskin olan mekanizmadir. Detriisordeki roliiniin tersine uyarici etkileri primer
olarak alfa adrenoreseptorler(ozellikle alfa-1 alttipi) ve inhibitor etkiler beta
adrenoreseptorler tarafindan organize edilir (74, 75). Bununla birlikte, in vitro
olarak iiretra gevseme etkisi siirekli olarak gelencksel kolinerjik ve adrenerjik
norotransmitter etkilerden bagimsiz birkag tiir gézlenmistir(75-77). Bu bilgiler
1s181nda iiretrada inhibitor iletim, penis ereksiyonuna benzer bir mekanizma ile non-
adrenerjik non-kolinerjik (NANK) bilesenler oldugunu agiklar. Son ¢aligmalar NO
biyosentezini ve mekanizmasini etkileyen olaylarin in vitro olarak tavsan, koyun,
kopek, domuz, rat ve insanlardan izole edilen iretral diiz kas seritlerinin
gevsemesini degistirdigini gostermektedir(58-87). NO aracili gevseme sadece diiz
kas yapilar1 sinirl degildir. Benzer in vitro yanitlarin {iretral lamina propriya ve
eksternal iiretral sfinkterde de iliskili oldugu gosterilmistir (87-89)

Biyokimyasal, immiinhistokimyasal, enzim histokimyasal tekniklerle
tiretrada NOS bulundugu dogrulanmistir (58,89-95). Bu c¢alismalarda NOS
aktivitesi lokalizasyonlari, arterler etrafindaki sinir liflerinde, iirotelyumun altinda

ve diiz kas demetleri ve arteryel endotelyum arasinda gosterilmistir.

2.5.4.5.2. Mesane ve NO

Mesanenin temel gorevi idrar1 periyodik olarak depolamak ve bosaltmaktir.
Mesane esas olarak noronal kontrol altinda olmasina karsin, diiz kaslar, bag doku
ve mesanenin epitelyal elementlerinin interaktif etkileri altindadir (96). Mesane
kasilma ve gevseme yanitlari i¢in hem eksitator, hem de inhibitor sinir iletimini
igerir (74). Efferent parasempatik yollar biiyiik 6l¢iide uyarici kasilma etkileri

ortaya c¢ikarir, ancak bu etkiler ancak kismen kolinerjiktir (97). Agirlikli olarak
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plrinerjik transmitter igceren bir NANK bilesen de wuyarici olarak
norotransmisyondan sorumlu olabilir (74).

Inhibitér ndrotransmisyon mesane relaksasyonu ve dolayisiyla idrar
depolamasindan sorumludur. Bu mekanizma goriiniiste kolinerjik sitiimiilasyon ile
aciklanamayan gevsetici etkilerle olusmaktadir. Aslinda, in vitro muskarinik
reseptor blokaji tam mesane relaksasyonu elde etmede basarisiz olur (76). Bu
fenomen i¢in olas1 bir agiklama, dogrudan néromiiskiiler iletim veya parasempatik
uyarici etkilerin dolayli modiilasyonu yoluyla beta adrenerjik stimiilasyon igeren
sempatik inhibitor yollar yardima ¢agirir (98, 99).

Uretral diiz kas gevsemede bir arabulucu olarak NO tarafindan olusturulan
son ilgi alanlari, gériiniiste mesane icin olas1 bir NANK norotransmitter inhibitor
olarak bu maddenin rolii izerinde daha fazla arastirmaya tesvik etmistir. Gergekten
de birikmis in vitro veriler NO’in trigonal ve tiretral diiz kaslar i¢in gevsetici etkisini
desteklemektedir. Insan dahil gesitli tiirlerin detrusor kasinin izole seritler igeren
benzer deneyler ve bazi raporlar NO aracili inhibit6r sinir iletimine destek verirken
(100, 101) bazilar1 vermemistir (102).

NO i¢in fizyolojik bir rol kurmak i¢in in vivo tirodinamik girigim yapilmaistir.
Ratlarda, NOS inhibitorleri veya metilen mavisinin sistemik infiizyonu, mesane
hiperaktivitesi ve azalmis mesane kapasitesi ortaya ¢ikarmistir (103, 104). Bir fetal
kuzu modelinde benzer manipiilasyonlar yapildiginda inhibe edilemeyen mesana
kasilmalarinin eslik ettigi artmis mesane kapasitesi ve tam bosalmayan mesane
tespit edilmistir (105). Kuzu modeli ve diger calismalarda mesane kapasitesi
arasindaki farklar fetal kuzularda yetersiz tiretral sfinkter ile bagdastirilmig (105).
Nitekim onceki veriler NO detrusor kasilma cevaplarini etkileyen bir inhibitor
faktor olarak hizmet edebilmesine karsin, bu analiz NO’in iiretrada daha baskin rol
oynadigini isaret etmektedir. Bu belirsiz verilere ragmen, anatomik c¢aligsmalar

mesane iginde NOS varligin1 géstermistir.

2.5.4.6. Genital Sistem

NO penis ve klitoris gibi genital dokularin ereksiyonunda gorev alan 6nemli
bir mediyatordiir. nNOS ve eNOS Ca/kalmodulin bagimli aktivasyon ile hizli ve

kisa siireli NO iiretimine neden olur. Bu Ca bagimli mekanizma ile penil ereksiyon
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baslarken, Ca’dan bagimsiz iiretilen endotelyal NO ise tam ereksiyonun saglanmasi
ve devamliligimi korumaktadir. Seksiiel stimulus sonrasi aktive olan NNOS
vazorelaksasyon yoluyla hizli ve kisa siireli penil ereksiyonu baglatir. Artan penil
kan akimi damar duvarinda ekspansiyon yaparak endotelyumda P13-K/Akt/eNOS

aktivasyonu yaparak ereksiyonun devamini saglar (106), (Tablo-2).

Tablo 2. Nitrik oksidin alt {iriner sistem yapilari {izerine etkileri (107).

Kavernoz sinirler

Vaskiiler/trabekiiler ~ Vazodilatasyon Penil
endotelyum ereksiyon
Subiiretral sinirler Uretral

Lamin propria diizkas/lamina Iseme

propria/eksternal
sfinkter relaksasyonu

Intramural sinirler Detriisor Kontinans
relaksasyonu

Vas deferense ait Kontraktilitenin

subepitelyal sinirler diizenlenmesi Seminal
Epididimal epitelyum Sekresyon sIvinin

ve subepitelyal islenmesi ve
sinirler atilmasi

Intraprostatik sinirler  Diiz kas relaksasyonu Iseme
Glandiiler epitel Sekresyon Sekresyon

Sakral parasempatik

nukleus Preganglionik Santral noral
Dorsal ~ kommisural norotransmisyon diizenleme
nukleus
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2.5.5. Fosfodiesteraz Enzim Inhibitorlerinin Etki Mekanizmas1 ve Klinik

Kullanimi

Fosfodiesteraz (FDE); 50 y1l 6nce, ikincil haberci CAMP’1n aktivitesini bloke
etmek icin hayvan modellerinde kesfedilen bir enzimdir. FDE {ist familyasi, 21 tek
gen lizerindeki FDE1’den FDE1 e kadar olan 11 familyayi igerir. Bunlar; ncelikle
vaskiiler, visseral ve pulmoner diiz kas olmak {izere ¢esitli dokulara dagilmislardir
ve bir¢ok organ sisteminin fizyolojik fonksiyonlarini diizenlerler. cGMP yikimini
onlemeleri sayesinde, FDES inhibitorleri, cGMP’nin biyoyararlaniminda artig
yaratirlar. Her ikisi de, diiz kasin stimiilasyon ile NO aracili relaksasyonunu
kolaylastirir ve potansiyelize eder. Kafein ve teofilin, FDE enzimini inhibe ettigi
onlarca yil 6nce bulunmus ilk ilaglardir. Gegen 30 yil siiresince, ¢esitli FDE
ailelerinin inhibitorleri bir grup hastaligin tedavisi i¢in gelistirilmistir. Bunlardan,
FDES3 inhibitorii olan milrinon ve amrinon 1980°lerde kalp yetmezligi i¢in, FDE4
inhibitori olan silostazol klodikasyon igin gelistirilmistir; anti-platelet etkisi olan
dipyridamole'de FDE8, FDE9 ve FDES5i inhibe eder (108).

Baslangicta anjina pektoris tedavisi i¢in arastirilan ilk oral FDES inhibitorii
sildenafilin, ¢alismada yer alanlarda ereksiyona yol ac¢tigi rastlanti eseri
bulunmustur. Sonrasinda sildenafil 1998°de erektil disfonksyonun ilk oral tedavisi
olarak piyasaya ¢ikarilmis ve 2003 te yine FDES inhibitorii olan iki ilag, vardenafil
ve tadalafil, takip etmistir (109).

Vaskiiler sistemdeki bir grup fizyolojik siire¢ NO/cGMP sinyal yolaklar ile
kontrol edilir. Endotelde lokal olarak iiretilen NO, cGMP sentezi ile sonu¢lanacak
olan sGC stimiilasyonu ile vaskiiler tonusu diizenler. Sonug olarak meydana gelen
intraseliiler cGMP konsantrasyonlarindaki artig; kalsiyum iyon kanal modiilasyonu
yapma ve vaskiiler diiz kas kontraktil proteinlerinin kalsiyum duyarliliklarini
azaltma yoluyla vazodilatasyon saglayacak olan cGMP bagimli protein kinazlari
aktive eder. Intraseliiler cGMP, FDE aktivitesi ile hizla GMP’ye inaktive edilir. Bu
nedenle, diiz kas hiicresindeki cGMP konsantrasyonu temel olarak; bu ikincil
haberci i¢in essiz bir yikim yolagi olan; sGC tarafindan yapilan iiretim ile FDE’ler
tarafindan yapilan yikim arasindaki dengeye baglidir. FDES selektif olarak;
cAMP’1 degil; cGMP’yi yikar ve FDES aktivitesi vaskiiler tonus regiilasyonu ile

24



giiclii bicimde ortaya ¢ikar. Bundan dolayr FDES aktivitesinin farmakolojik

modiilasyonu, bu kontrolii elde edebilmek i¢in etkin bir arag olur (109).

2.6. Mesane ve Kastrasyon

Menapoz kadinlarda gesitli fiziksel degisikliklere neden olmaktadir. Ozellikle
belirgin degisiklikler iiriner inkontinans, urgency ve sik idrara ¢ikmayi igeren iseme
semptomlarint igerir. Ayrica menapoz boyunca kadinlara Ostrojen destegi
verildiginde {iiretranin i¢ basincinda artig, proksimal iiretraya karin i¢i basincin
transferi, mesanenin duyusal esigi lriner inkontinansi artiran mekanizmalardir
(110).

Son c¢alismalarda g¢esitli memelilerde NO’in  NANK sinir uglarindan
salgilandig1 gosterilmistir (58, 80, 84). NOS aktivitisinin Ostrojen tarafindan
diizenlenerek, cesitli dokularda NO drettigi kanitlanmistir (111). Mesane ve
tiretradaki NOS aktivitesinde Ostrojen etkinliginin arastirildigi bir c¢alismada
ovariektomize ratlarda eNOS ve nNOS aktivitesinin anlamli arttig1 gosterilmistir.
Yine bu calismada Ostrojen ile desteklenen ovariektomize ratlarda NOS
aktivitelerinin azaldig1 goriilmiistiir (112).

Androjenlerin prostat iizerine etkileri 1yl tantmlanmis olmasina ragmen bazi
semptomlar sadece prostat boyutu ve fonksiyon degisikligi ile agiklanamamaktadir.
Bazi calismalar androjen ve mesane fonksiyonu arasindaki iliski arastirmis ve
androjenler ile kan damarlar1 arasindaki iligskiyi ortaya koymustur. Diisiik
testesteron diizeyine bagli olarak kan damart duvarlarinda belirgin artmis
kalsifikasyon ile birlikte vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin baskilandig
gosterilmistir (113). Ayrica kastrasyon sonrast mesanedeki histolojik ve
fonksiyonel degisiklikler ve mesane kan akimi ratlarda arastirilmis ve kastre
ratlarda kan akiminda ve mesane fonksiyonunda anlamli degisiklikler
saptanmamasina karsin, kan damarlarinda histolojik degisiklikler oldugu

goriilmiistiir (114).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Deney Hayvanlari ve Bakimm

Bu deneysel calisma, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi
hayvan deneyleri yerel etik kurulu bagkanliginca 12.12.2014 tarihli 2014/84 karar
numarasi ile onaylanmis olup, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Arastirma ve Hayvan Laboratuvarinda yapilmistir.

16 adet erkek ve 16 adet disi olmak iizere toplam 32 adet 7-8 aylik albino
Sprague Dawley cinsi rat kullanildi. Ratlarin ortalama agirliklar1 200-275 g idi.
Hayvanlar yas, cinsiyet ve agirliklarina goére verilen olgii araliginda teslim
alindiktan sonra ¢alisma gruplarindaki hayvanlara orsiektomi/ovariektomi yapildi.
Kontrol grubundakilerle birlikte tiim hayvanlar 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
deney hayvanlari tinitesi ortaminda, % 55-60 nem orani1 ve 2243 °C oda sicakliginda
bakim ve beslenmeye tabii tutuldu. Tiim gruplardaki hayvanlara ad- libitum,
smirsiz yem ve musluk suyu tiiketme imkani saglandi. Hayvanlar 3 hafta boyunca
bakimi yapildiktan sonra, sakrifiye edilip mesane ve iiretralar1 ¢ikarildi. Deney
sonunda ¢ikartilan dokularin histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemeleri
Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji ve Patoloji
Anabilim Dallar1 tarafindan gerceklestirildi. Hayvan deneyleri i¢in kullanilan
yontemler, materyal ve metodlar National Institute of Health Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals protokollerine gore diizenlendi. Recep Tayyip
Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan
gerekli izinler alindi(Tarih:12.12.2014, Karar no: 2014/84). Giderler igin Recep
Tayyip Erdogan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri kapsaminda destek
saglandi(Proje N0:2015.53001.106.02.03).

Bu calismada, kullanilan hayvanlarin yaslari, fizyolojik dagilimlari ve
bunlara gore olusturulan gruplar asagida belirtilen sekildedir;

1. Uygulama yapilmayan digi kontrol grubu 1. Grup (DK) olarak adlandirildi.
Bu hayvanlardan ayni giin alinan mesane ve proksimal {iretra dokulari
konvansiyonel 151k mikroskobik ydntemlerin yani sira immiinohistokimyasal ve

histopatolojik olarak degerlendirildi.
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2. Uygulama yapilmayan erkek kontrol grubu 2. Grup (EK) olarak
adlandirildi. Bu hayvanlardan ayni giin alinan mesane ve proksimal iiretra dokulari
konvansiyonel 1s1k mikroskobik yontemlerin yani sira immiinohistokimyasal ve
histopatolojik olarak degerlendirildi.

3. Orsiektomi yapilan erkek hayvanlar 3. Grup (EUYGORS-Erkek Uygulama
Orsiektomi) olarak adlandirildi. Bu hayvanlardan orsiektomiden 3 hafta sonra
aliman mesaneve proksimal iiretra dokular1 konvansiyonel 1s1k mikroskobik
yontemlerin  yan1 sira immiinohistokimyasal ve histopatolojik  olarak
degerlendirildi.

4. Ovariektomi yapilan disi hayvanlar 4. Grup (DUYGOV-Disi Uygulama
Ovariektomi) olarak adlandirildi. Bu hayvanlardan ovariektomiden 3 hafta sonra
aliman mesane dokular1 konvansiyonel 1sik mikroskobik yontemlerin yani sira

immiinohistokimyasal ve histopatolojik olarak degerlendirildi.

3.2. Hazirhk, Anestezi ve Cerrahi islemler

Ratlar, operasyon oncesi 6 saat a¢ birakildi. %5'lik kokospropilendiamin-
guanidin diasetat, fenoksipropanol, benzalkonyum kloriir igeren soliisyon
kullanilarak, operasyon igin gerekli cerrahi aletler en az 30 dakika siire ile
dezenfekte edildi. Ratlara yapilan islemler sirasinda, Ksilazin 1 mg/100 gr
(Alfazyne %?2’lik, Ege-Vet®) ve ketamin 8mg/100gr (Alfamine, Ege-Vet®)
karistminin intraperitoneal olarak verilmesiyle anestezi ve analjezi saglandi.
Dezenfeksiyon soliisyonundan ¢ikarilan cerrahi aletler, distile steril su ile yikandi.
Bu islemler yapilirken cerraha steril olmayan ikinci bir kisi yardim etti. Yukarida
tarif edildigi sekilde uygulanan anestezi sonrasi, ratlarin abdominal tiiyleri tras
edildi(Sekil-5). %10'luk polivinil pirolidon iyot ile bdlge temizligi yapildiktan

sonra, steril sartlar altinda gerekli 6rtiim ve aritim islemleri yapildi.
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Sekil 5. Operasyon dncesi hazirlik

Hayvanlar supin pozisyonda yatirilarak skrotal orta hattan yapilan bir cm’lik
vertikal insizyondan testisler kiint ve keskin diseksiyonlar ile serbestlendi.
Funikulusa (kord ve damarlari igerecek sekilde) klemp konulup bilateral orsiektomi
uyguland: ve pedikiil 3/0 poliglaktin siitiir ile baglandi(Sekil-6).

Sekil 6. Skrotal insizyondan sag testisin disar1 alinmas1 ve kordun baglanmasi

Skrotumda kanama kontroliiniin ardindan cilt 4/0 vicryl ile siitiire edilip
povidon iyodiir ile pansuman yapildi (sekil-8). Operasyon sonrasi her denek ait
oldugu kutuya konulup anestezi etkisi gecene kadar gozlendi.

Ovariektomi islemi icin linea albanin sag ve sol tarafinda 2 cm’ lik
suprapubik inzisyon hattindan karin bosluguna girilerek, her iki ovaryumun
mezovaryum bolgesinden ve kornu uteriye baglandigi bolgelerden insize edilerek

her iki ovaryum kesilerek disar1 alindi (Sekil-7).
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Sekil 7. insizyondan sag overin disar1 alinmasi ve eksize edilmesi

Abdominal bolgede kanama kontroliiniin ardindan cilt ve periton 4/0 vicryl ile
stitiire edilip povidon iyodiir ile pansuman yapildi(Sekil-8). Operasyon sonrasi her

denek ait oldugu kutuya konulup anestezi etkisi gecene kadar gozlendi.

Sekil 8. Insizyonun kapatilmasi

3 haftanin sonunda tekrar ksilazin ve ketamin ile anestezi saglanarak g¢alisma

gruburatlarin mesane ve proksimal tiretra dokular1 eksize edildi.

3.3. Yontem

Tim gruplardaki ratlardan alinan mesaneve tiretra dokular1 erkekli disili
kontrol ve uygulama gruplar1 olmak {izere dort gruba ayrilarak etiket kod
numaralart verildi ve % 10’luk nétral formaldehit soliisyonuna igine birakildi.

Yirmi dort saat fiksatif icinde bekledikten sonra yaklasik 6 saat arasi akarsuda
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yikand1 ve otomatik doku takibinde (Citadel 2000, Thermo Fisher Scientific
Shandon, England) etanol (% 50-100) ve ksilen serilerinden gegilerek parafin igine
gomiildiiler. Hematoksilen-eozin boyama igin dokulardan 4-6 um kalinliginda
kesitler alind1 ve boyama 6ncesi etiivde bekletildi. Boyama sonrasi 151k mikroskop
altinda incelendi ve uygun goriilen yerler degisik biiyiitmelerde fotograflari ¢ekildi.

Immunhistokimyasal boyama i¢in 3-4 pm kalinhginda kesilmis kesitler
secildi. 10’ar dakikadan iki kez ksilen igerisinde bekletilip alkol serilerinden (%50-
100) gecirildikten sonra 30 dakika % 3 H202 solusyonunda tutuldu. PBS ile iki defa
yikandiktan sonra 700-800 Watt giicte 4 kez 5’er dakika olacak sekilde Antijen
Retriveal-Sitrat buffer solusyonu i¢inde 1sitild1 ve sekonder bloklayict maddede ise
30 dakika bekletildi. Her bir preperat Anti- eNOS(kod: ab5589, Abcam pilc,
Cambridge CB4 OFL UK), Anti- nNOS(kod: ab3511, Abcam plc, Cambridge CB4
OFL UK) ve Anti- iNOS(kod: ab3523, Abcam plc, Cambridge CB4 OFL UK), ile
boyanarak i¢in primer antikorun degisik diliisyonlarinda [ Anti- eNOS, Anti- NNOS
ve Anti- iNOS’de; sirastyla 1/100, 1/200 ve 1/200] 75 dakika bekletildi. Kromojen
olarak Diaminobenzidine (DAB) soliisyonu kullanilip zit boyama igin ise
Mayers’in hematoksileni ile 3-5 dakika boyandi. Negatif kontroller olarak PBS
kullanild1. Preparatlar uygun kapatma maddeleri ile kapatilarak fotograflar1 ¢ekildi.
Immunohistokimyasal ~boyamalar sonucunda dokulardaki immunopozitif
reaksiyonlarin alana gore % degerlerine gore, ¢ok az (negatiflik, -), hafif (1
pozitiflik,+), orta (2 pozitiflik,++), siddetli (3 pozitiflik+++) ve ¢ok siddetli (4
pozitiflik,++++) olmak iizerede 4 kategoriye ayrildi. Her bir preperattaki
kesitlerden ikisi randomize seg¢ildi. Segilen kesitlerin her birinde 15 alan belirlendi
ve bir histolog ve bir patolog tarafindan kor gredleme (blindly scoring) yontemi ile
histopatolojik ve immunhistokimyasal skorlamalar yukarida belirtilen kategorilere
uygun olarak yapilip yilizdelik oranlar1 belirlendi(Tablo-3,Tablo-7, Tablo-11,Tablo-
15, Tablo-19, Tablo-22). Verilerin degerlendirilmesi asamasindaelde edilecek tiim
bilgiler grup i¢i ve gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar1 Kruskal Wallis

testiyapilarak sonuglar degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mesane Trigon Boéliimiiniin Histopatolojik Bulgulari

1. grup (DK) ve 2.grup (EK) hematoksilen eosin boyama ile yapilan 151k
mikroskobik incelemede herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmadi. Muskiiler
duvarin normal kalinlikta oldugu, diiz kas hiicrelerinin ve bag doku igerisindeki
fibroblastlarin normal sayida ve morfolojide oldugu, transisyonel epitelin en {ist
kismindaki semsiye hiicrelerinin yassidan poligona dogru degisen sekillerde
bulundugu, bazal laminaya dogru hiicrelerin yerlesimlerinin diizensiz olmasina
karsin hiicre ve g¢ekirdek sinirlarinin kolaylikla secilebilecek morfolojide ve iki
cekirdekli yapida oldugu tespit edildi. Ayrica erkek ve disi kontrol gruplari arasinda
histolojik olarak bir farkliliga rastlanmadi.

3.grup (EUYGORS) ve 4.grup (DUYGOV) ratlarda hematoksilen eosin
boyama ile yapilan 151k mikroskobik incelemede bazal hiicreler iki ¢ekirdekli
morfolojilerini yer yer kaybettigi ve hiicrelerde dejenerasyonlarin sekillendigi
goriildii. Diiz kas hiicrelerinde fokal dejenerasyonlar ve yaygin nekrozislere
rastlandi. Hem orsiektomili hem deovariektomili mesanedefusiform sitoplazmik
vakuolizasyonlar epitel dokusunun her tarafinda esit olmamakla beraber yogun
miktarda bulunmaktaydi. Idrar kesesi duvarindaki kan damarlarinin endotel
hiicrelerinde sismeler meydana geldigi, 6zellikle kan kapillerlerin ¢evresindeki
bazal laminanin kalinlagmis, ¢cok katli sekilde ve eosinofilik boyanmis oldugu tespit
edildi. Lamina propriya ile kaslar arasindaki bag dokuda yer yer 6demlere ve hafif
dilatasyonlara rastlandi. Yiizeydeki semsiye hiicrelerinin liimene bakan apikal
yiizeylerinde deformasyonlar meydana geldigi bundan dolay: hiicrelerin yuvarlak

veya yassi sekillerini yitirdikleri gézlendi(Sekil-9).
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Sekil 9.Mesane dokusunun trigon bolimiiniin Hematoksilen eosin boyama ile
yapilan 151k mikroskobik incelemesi; A: Erkek ve Disi Kontrol grubu,
B:Orsiektomili Erkek MesaneGrubu, ok: sismis endotel hiicresi, e: 6dem, d:
dejeneratif hiicreler, ok basi: karyolizisli ve apoptotik hiicreler, v: vakuolizasyon,
C: Ovariektomili Disi Mesane Grubu; ok: sismis endotel hiicresi, e: 6dem, d:
dejeneratif hiicreler, ok bast: karyolizisli ve apoptotik hiicreler, v:vakuolizasyon,
Hematoksilen Eosin, X40

Mesane dokusunun trigon boéliimiinde yapilan histopatolojik incelemede
epitel hiicre dejenerasyonu, vakuolizasyon, 6dem ve dilatasyon, endotel hiicre
sismesi ve karyolizis ve apoptotik hiicreleri lizerinde yapilan Kruskal Wallis
Testine gore Grup 1 ile Grup 4 ve Grup 2 ile 3 arasinda istatiksel anlamli
farkliliklar bulundu (p<0.05, Tablo5, Tablo-6).

Tablo 3.Mesane dokusunun trigon boliimiiniin histopatolojik metodlarla
hematoksilen eosin boyasiyla boyanmasi ve 151k mikroskobik kor gredleme
(blindly scoring) yontemi ile degerlendirilmesi

Mesane Hayvan Karyolizis
Endotelyal
dokusunun sayilart  Epitel hiicre . R ve
) Vakuolizasyon Odem hiicre )
trigon bolimii dejenerasyonu ) ] Apoptotik
sismesl
histopatolojisi hiicreler
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
1.GRUP 4 0 0 0 0 1
DK 5 0 0 0 0 1
6 0 1 0 0 1
7 1 1 0 0 0
8 1 1 1 0 2
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Mesane Hayvan Karyolizis
Endotelyal
dokusunun sayilart  Epitel hiicre . . ve
. ) Vakuolizasyon Odem hiicre .
trigon bolimii dejenerasyonu ] ] Apoptotik
. o sismesi
histopatolojisi hiicreler

2. GRUP

EK

3. GRUP

EUYGORS

4. GRUP

DUYGOV
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Tablo 4.Mesane dokusunun trigon boliimiinde yapilan histopatolojik incelemesi

Karyolisis
) . Endotel
Epitel hiicre _ Odem ve
) Vakuolizasyon hiicre o
dejenerasyonu ' dilatasyon _ apopitotik
Grup Median £Std. ) sigsmesi
Median +Std. Median ) hiicre
Dev. Median )
Dev. +Std. Dev. Median
+Std. Dev.
+Std. Dev.
1 0.00+0.46 0.00+0.52 0.00£0.35 0.00+0.00 0.50+0.74
2 0.00+0.52 0.00+0.46 0.50+0.53 0.50+0.53 1.00+0.71
3 2.50+£1.06 2,50+1,06 3,00+0.92 3.00+0.64 3.00+0.83
4 3.00+0,83 3.00+0.71 3.00+£1,12  3.00+£0.99 3.00+0.83

Tablo 5. Disi kontrol ve galisma grubu mesane dokusunun trigon boliimiinde
yapilan histopatolojik incelemenin Kruskal Wallis testi ile kargilastiriimasi

(p<0.05)
Karyolisis
_ ) Endotel
Epitel hiicre ) Odem ve ve
) Vakuolizasyon hiicre o
dejenerasyonu dilatasyon ‘ apopitotik
sismesi
hiicre
Chi-
23,323 24,312 23,505 25,395 22,155
square
df 3 3 3 3 3
Asymp.
si ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
ig.
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Tablo 6. Erkek kontrol ve ¢alisma grubu mesane dokusunun trigon boliimiinde
yapilan histopatolojik incelemenin Kruskal Wallis testi ile karsilastirilmasi
(p<0.05)

Karyolisis
. Endotel
Epitel hiicre ] Odem ve ve
) Vakuolizasyon hiicre o
dejenerasyonu dilatasyon ' apopitotik
sismesl
hiicre
Chi-square 9,933 11,350 10,563 12,019 10,717
df 1 1 1 1 1
Asymp.
si ,002 ,001 ,001 ,001 ,001
ig.

4.2. Mesanenin Trigon Béliimiiniin ImmiinhistokimyasalBulgular:

Mesane dokusunun trigon béliimiinde anti-nNOS, anti-eNOS ve anti-iNOS
ile yapilan immunhistokimyasal boyamanin histopatolojik incelemesindeKruskal
Wallis Testine gore Grup 1 ile grup 4 arasinda anti-nNOS ve anti-eNOS yoniinden
istatiksel anlamli farkliliklar saptanirken(p<0,05), anti-INOS yoniinden anlaml
farklilik bulunamadi (p:0,336, Tablo 9).

Mesane dokusunun trigon boliimiinde anti-nNOS, anti-eNOS ve anti-iNOS
ile yapilan immunhistokimyasal boyamanin histopatolojik incelemesindeKruskal
Wallis Testine gore Grup 2 ile grup 3 arasinda anti-Nnos (p:0,001) ve anti-
eNOS(p:0,003) yoniinden istatiksel anlamli farkliliklar saptanirken, anti-iINOS
yoniinden anlamli farklilik bulunamadi (p:0,148, Tablo 10).

Tablo 7. Mesane dokusunun trigon boliimiiniin immunhistokimyasal metodlarla
boyanmasiyla ve 1sik mikroskobik kor gredleme (blindly scoring) metodu ile

degerlendirilmesi
Mesane dokusunun
trigon bolimil Hayvan Anti-nNOS Anti-eNOS Anti-iNOS
immiinhistokimyasal sayilar1  antibody antibody antibody
patolojisi
1. GRUP 1 0 2 0
DK 2 0 2 0
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Mesane dokusunun

trigon boliimii Hayvan Anti-nNOS Anti-eNOS Anti-iNOS
immiinhistokimyasal sayilar1  antibody antibody antibody
patolojisi

2. GRUP

EK

3. GRUP

EUYGORS

4. GRUP

DUYGOV
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Tablo 8. Mesane dokusunun trigon boliimiinde anti-nNOS, anti-eNOS ve anti-
iNOS ile yapilan immunhistokimyasal boyama ile histopatolojik incelemesi

Anti-nNOS Anti-eNOS Anti-iINOS
Grup Median +Std. Dev. Median £Std. Dev. Median £Std. Dev.
1 0.00+0.52 2.50+0.53 0.50+0.89
2 0.00+0.52 2.50+0.53 0.50+0.89
3 2.50£0.53" 4.00£0.52° 1.50+0.74
4 2.00+0.462 4.00+0.462 1.00+0.83

Tablo 9.Disi kontrol ve ¢alisma grubu mesane dokusunun trigon boliimiinde anti-
NNOS ve anti-eNOS ile yapilan immunhistokimyasal boyamanin histopatolojik
incelemesinde Kruskal Wallis Testi ile degerlendirilmesi

Anti-nNOS Anti-eNOS Anti-iNOS
Chi-square 25.310 18.996 3.170
df 3 3 3
Asymp. Sig. 0.000 0.000 0.366

Tablo 10.Erkek kontrol ve ¢alisma grubu mesane dokusunun trigon boliimiinde
anti-nNOS, anti-eNOS ve anti-iNOS ile yapilan immunhistokimyasal boyamanin
histopatolojik incelemesinde Kruskal Wallis Testi ile degerlendirilmesi

Anti-nNOS Anti-eNOS Anti-iINOS
Chi-square 12.075 8.535 2.095
df 1 1 1
Asymp. Sig. 0.001 0.003 0.148
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boyanmasiyla 151k mikroskobik incelemesi; A Erkek ve Disi Kontrol grubu, B:
Orsiektomili Erkek Mesane Grubu, C: Ovariektomili Disi Mesane Grubu, nNOS-
antibody immunperoksidaz boyasi, X40

Sekil 11. Mesane dokusunun trigon boliimiiniin immunhistokimyasal metodlarla
boyanmasiyla 151k mikroskobik incelemesi; A: Erkek ve Disi Kontrol grubu, B:
Orsiektomili Erkek Mesane Grubu, C: Ovariektomili Disi Mesane Grubu, eNOS-
antibody immunperoksidaz boyasi, X40
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Sekil 12. Mesane dokusunun trlgon boliimiiniin 1mrnunhlstok1myasa1 metodlarla
boyanmastyla 151k mikroskobik incelemesi; A: Erkek ve Disi Kontrol grubu, B:
Orsiektomili Erkek Mesane Grubu, C: Ovariektomili Digi Mesane Grubu, iNOS-
antibody immunperoksidaz boyasi, X40

4.3. Mesanenin Govde Boliimiiniin Histopatolojik Bulgulari

1. grup(DK) ve 2. grup(EK) hematoksilen eosin boyama ile yapilan 151k
mikroskobik incelemede herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmadi. Muskiiler
duvarin normal kalinlikta olmasina karsin trigon kismindan daha ince oldugu, diiz
kas hiicrelerinin ve bag doku igerisindeki fibroblastlarin sayisal yogunlugunun
normal oranda bulundugu ve hiicrelerin morfolojik goriinimlerinde herhangi bir
histopatolojik anormallik gézlenmedi. Transisyonel epitelin en iist kismindaki
semsiye hiicrelerinin yogun olarak yassi seklide gozlenmesine karsin poligonal
sekilli hiicrelerde epitelyum i¢inde bulundugu belirlendi. Lamina propriyaya yakin
alanlarda baz1 hiicrelerde vakuolizasyonlar olmasina karsin bazal lamina iistiindeki
hiicrelerin yerlesimlerinin diizensiz oldugu yer yer bu alanlarda apopitotik hiicrelere
rastlandig1 goriildii. Normal yerlesimli hiicrelerin ¢ekirdek sinirlarinin ve membran
yapilarinin kolaylikla segilebilecek morfolojide bulundugu, iki ¢ekirdekli yapida
hiicre yogunlugunun korundugu tespit edildi. Ayrica erkek ve disi kontrol gruplari
arasinda histolojik olarak 6nemli bir farkliliga rastlanmadi.

3. grup (EUYGORS) ve 4.grup (DUYGOV) mesanenin gévde boliimiinde

hematoksilen eosin boyama ile yapilan 151tk mikroskobisinde tunika miiskiilarisin
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kontrol gruplarina nazaran ¢ok yogun 6demli ve dilatasyonlu oldugu goézlendi.
Bazal hiicrelerin iki ¢ekirdekli morfolojik yapilarint kaybettigi vebazale yakin
alanlardaki hiicrelerde dejenerasyonlarin daha yogun sekillendigi goriildii. Diiz kas
hiicrelerinde fokal dejenerasyonlar ve yaygin nekrozislere rastlanirken myositlerin
sistigi yogun bazofilik ¢ekirdeklerinin ve bazi alanlarda vakuoler yapilarin da
olustugu gozlendi. Hem orsiektomili, hem de ovariektomili mesanede sitoplazmik
vakuolizasyonlarinfusiform o6zellik kazandigi, mesanenin trigonun bdlgesine
benzer sekilde epitel dokusunun her tarafinda yogunmiktarda bulunduklar tespit
edildi. Idrar kesesi duvarindaki kan damarlarinin dilatasyona ugradig1 ve yer yer
konjesyonlarla beraber endotel hiicrelerinde sismeler meydana geldigi, o6zellikle
kan kapillerlerin ¢evresindeki bazal laminanin kalinlasmis, ¢ok katli sekilde ve
eosinofilik boyanmis oldugu, c¢evrelerinde az da olsa lenfosit infiltrasyonlarinin
olustugu tespit edildi. Lamina propriya ile kaslar arasindaki bag dokuda yer yer
odemlere rastlandi. Odem varligi disi gruplarda daha fazla olarak belirlendi.
Yiizeydeki semsiye hiicrelerinin liimene bakan apikal yiizeylerinde deformasyonlar
meydana geldigi fakat bu deformatik yapi1 hiicrenin poligonal seklinin yassiya

degismesiyle azaldig1 goriildii(Sekil-13).
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Sekil 13. Mesane dokusunun gévde boliimiiniin hematoksilen eosin boyama ile
yapilan 151k mikroskobik incelemesi; A: Erkek ve Disi Kontrol grubu, B:
Orsiektomili Erkek MesaneGrubu; oK: sismis endotel hiicresi, e: 6dem, d:
dejeneratif hiicreler, ok basi: karyolizisli ve apoptotik hiicreler, v: vakuolizasyon,
C: Ovariektomili Disi Mesane Grubu; ok: sismis endotel hiicresi, ¢: 6dem, d:
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dejeneratif hiicreler, ok basi: karyolizisli ve apoptotik hiicreler, v:vakuolizasyon,
Hematoksilen Eosin, X40

Mesane dokusunun govde boliimiinde yapilan histopatolojik incelemede

epitel hiicre dejenerasyonu, vakuolizasyon, édem ve dilatasyon, endotel hiicre

sismesi ve karyolizis ve apoptotik hiicreleri ilizerinde yapilan Kruskal Wallis

Testine gore Grup 1 ile Grup 4 ve Grup 2 ile 3 arasinda istatiksel anlamli farkliliklar

bulundu (p<0.05, Tablo-13, Tablo-14).

Tablo 11.Mesane dokusunun gévde bdliimiiniin histopatolojik metodlarla
hematoksilen eosin boyasiyla boyanmasi ve 151k mikroskobik kor gredleme
(blindly scoring) yontemi ile degerlendirilmesi

Mesane
dokusunun
govde bolimii

histopatolojisi

Hayvan

sayilari

Epitel hiicre

dejenerasyonu

Karyolizis
Endotelyal
. . ve
Vakuolizasyon Odem hiicre )
) . apoptotik
sismesi
hiicreler

1. GRUP
DK

2. GRUP
EK

3.GRUP
EUYGORS
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Mesane Karyolizis
Endotelyal
dokusunun Hayvan Epitel hiicre . . ve
. Vakuolizasyon Odem hiicre .
govde bolimii ~ sayilarn  dejenerasyonu ) ) apoptotik
sismesi
histopatolojisi hiicreler
6 4 3 3 3 4
7 2 4 4 4 4
8 4 4 4 4 4
1 2 2 1 1 1
2 2 3 2 2 2
3 3 3 2 3 3
4.GRUP 4 3 3 3 3 3
DUYGOV 5 3 4 3 3 3
6 4 4 4 3 3
7 4 4 4 4 4
8 4 4 4 4 4
Tablo 12. Mesane dokusunun govde boliimiinde yapilan histopatolojik
incelenmesi
. ) Endotel Karyolisis ve
Epitel hiicre _ Odem o
) Vakuolizasyon hiicre apopitotik
dejenerasyonu , dilatasyon _ _
Grup Median+ Std. sismesi hiicre
Median+ Std. Mediant
Dev. Mediant ~ Median+ Std.
Dev. Std. Dev.
Std. Dev.  Dev.
1 0.00+0.52 0.00+0.52 0.00+£0.46  0.00+0.35 0.00+0.52
2 0.00£0.75 0.50+0.74 1.00+0.71 0.50+0.89  1.00+0.83
3 2.00£1.19°  2.50+1,19°  3.00+1.03°  3.00+0.99° 3.00+0.92°
4 3.00+£0.83%  3.50+0.74% 3.00+1,12%  3.00+£0.99% 3.00+0.992
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Tablo 13.Disi kontrol ve ¢alisma grubumesane dokusunun gévde béliimiinde
yapilan histopatolojik incelemeninKruskal Wallis testi ile karsilastirilmasi

(p<0.05)
Karyolisis
) . Endotel
Epitel hiicre _ Odem ve ve
) Vakuolizasyon hiicre o
dejenerasyonu dilatasyon _ apopitotik
sismesi
hiicre
Chi-
21.873 21.567 22.294 21.608
square
df 3 3 3 3
Asymp.
i 0.000 0.000 0.000 0.000
ig.

Tablo 14. Erkek kontrol ve ¢alisma grubu mesane dokusunun gévde boliimiinde
yapilan histopatolojik incelemenin Kruskal Wallis testi ile kargilastiriimasi

(p<0.05)
Karyolisis
) ) Endotel
Epitel hiicre _ Odem ve ve
_ Vakuolizasyon hiicre o
dejenerasyonu dilatasyon _ apopitotik
sismesi
hiicre
Chi-
8.242 9.088 9.032 9.749
square
df 1 1 1 1
Asymp.
si 0.004 0.003 0.003 0.002
ig.

4.4. Mesanenin Govde Boliimiiniin Immiinhistokimyasal Bulgular

Mesane dokusunun gévde boliimiinde anti-nNOS, anti-eNOS ve anti-iNOS

ile yapilan immunhistokimyasal boyamanin histopatolojik incelemesinde Kruskal

Wallis Testine gore Grup 1 ile grup 4 arasinda anti-nNOS ve anti-eNOS ydniinden

istatiksel anlamli farkliliklar saptanirken(p<0,05), anti-iNOS yo6niinden anlamli

farklilik bulunamadi (p:0,935, Tablo-17).
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Mesane dokusunun gévde bolimiinde anti-nNOS, anti-eNOS ve anti-iNOS
ile yapilan immunhistokimyasal boyamanin histopatolojik incelemesinde Kruskal
Wallis Testine gore Grup 2 ile grup 3 arasinda anti-nNOS(p:0,001) ve anti-
eNOS(p:0,007) yoniinden istatiksel anlamli farkliliklar saptanirken, anti-INOS
yoniinden anlamli farklilik bulunamadi (p:0,651, Tablo-18).

Tablo 15. Mesane dokusunun govde boliimiiniin immunhistokimyasal metodlarla
boyanmastyla ve 151k mikroskobik kor gredleme (blindly scoring) metodu ile
degerlendirilmesi

Mesane dokusunun gévde

Hayvan Anti-nNOS Anti-eNOS Anti-iNOS
sayilart  antibody antibody antibody

bolimi immun-

histokimyasal patolojisi

1. GRUP
DK

2. GRUP
EK

3. GRUP
EUYGORS
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Mesane dokusunun gévde ) ] o
Hayvan Anti-nNOS Anti-eNOS Anti-INOS

sayilart  antibody antibody antibody

bolimi immun-

histokimyasal patolojisi

4. GRUP

DUYGOV
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Tablo 16. Mesane dokusunun gévde boliimiinde anti-nNOS, anti-eNOS ve anti-
INOS ile yapilan immunhistokimyasal boyamanin histopatolojik incelemesi

_ ) Anti-iNOS
Anti-nNOS Anti-eNOS
Grup ) ' Median £Std.
Median £Std. Dev. Median £Std. Dev.
Dev.
1 0.00+0.75 2.00+0.52 0.50+0.89
2 0.00+£0.75 2.00+0.52 0.50+0.88
3 2.50+0.53P 3.00+0.46° 1.00+0.64
4 2.00+0.462 3.00+0.462 1.00+0.64

Tablo 17. Disi kontrol ve ¢aligma grubu mesane dokusunun trigon boliimiinde
anti-nNOS, anti-eNOS ve anti-iNOS ile yapilan immunhistokimyasal boyamanin
histopatolojik incelemesinde Kruskal Wallis Testi ile degerlendirilmesi.

Anti-nNOS Anti-eNOS Anti-INOS
Chi-square 22.009 15.212 0.424
df 3 3 3
Asymp. Sig. 0.000 0.002 0.935
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Tablo 18. Erkek kontrol ve ¢alisma grubu mesane dokusunun trigon boliimiinde
anti-nNOS, anti-eNOS ve anti-iNOS ile yapilan immunhistokimyasal boyamanin
histopatolojik incelemesinde Kruskal Wallis Testi ile degerlendirilmesi

Anti-nNOS Anti-eNOS Anti-iINOS
Chi-square 10.731 7.361 0.205
df 1 1 1
Asymp. Sig. 0.001 0.007 0.651

/\.l”{! u.!\i _/nuﬂ

Sekil 14. Mesane dokusunun gévde boliimiiniin immunhistokimyasal metodlarla
boyanmastyla 151k mikroskobik incelemesi; A: Erkek ve Disi Kontrol grubu, B:
Orsiektomili Erkek Mesane Grubu, C: Ovariektomili Disi Mesane Grubu, eNOS-
antibody immunperoksidaz boyasi, X40
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boyanmasiyla 1g1k mikroskobik incelemesi; 4. Erkek ve Disi Kontrol grubu, B:
Orsiektomili Erkek Mesane Grubu, C: Ovariektomili Disi Mesane Grubu, nNOS-
antibody immunperoksidaz boyasi, X40

Sekil 16.Mesane dokusunun gévde bolimiiniin immunhistokimyasal metodlarla
boyanmasiyla 151k mikroskobik incelemesi; 4: Erkek ve Digi Kontrol grubu, B:
Orsiektomili Erkek Mesane Grubu, C:Ovariektomili Disi Mesane Grubu, iNOS-
antibody immunperoksidaz boyasi, X40

4.5. Penil Uretramin Proksimal Béliimiiniin Histopatolojik Bulgular

2. grubun (EK) hematoksilen eosin boyama ile yapilan 1s1tk mikroskobik
incelemede penil tretranin dokusunun proksimal bolimiinde herhangi bir
histopatolojik bulguya rastlanmadi. Kontrol grubu penil iiretralarinin proksimal
bolimlerinde stratifiyekolumnar epitelyum ve iginde bol miktarda elastik iplikler
ve kan damari bulunan lamina propriya yapisi ile normal histolojik morfolojiye

sahip oldugu gozlendi. Lamina epitelyalisini olusturan dort ¢esit hiicre (bazal,
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intermediat, superfisyal and ndroendokrin) normal sekillerde goriilmekteydi.
Hiicrelerin smirlart belirgin ve g¢ekirdekler bazisinda o6kromatik bazilarinda ise
heterokromatik olarak tesbit edildi. Bazal hiicreler cogunlukla kiibik olmakla
beraber bazi prepratlarda fusiform yapisinda, bazilarinda ise prizmatik olarak
gbzlendi. Intermediat hiicreler daha ¢ok kiibik sekilli olup cekirdekleri ortada
yerlesimli ve acik Okromatik olarak goziikmekteydi. Superfisyal kiibik epitel
olmakla beraber c¢ekirdekleri sitoplazmanin ic¢ini tamamiyla dolduracak kadar
genislemis olarak belirlendi. Noroendokrin hiicreler 151k mikroskobik boyamalar ile
gbzlenemedi.

3. grubun (EUYGORS) penil iiretrasinin proksimal boliimiiniin hematoksilen
eosin boyama ile yapilan boyama sonrasi 151k mikroskobik incelemede stratifiye
kolumnar epitelyum tabakasinin kontrol grubuna nazaran inceldigi gozlendi.
Lamina propriya yapisi i¢cinde bol miktarda elastik iplikler gozlenirken yer yer
dilatasyonlarin sekillendigi ve kan damari1 ¢evresinde ise dilatasyonlarin daha da
arttifr  goriildii. Ozellikle intermediat hiicrelerde yogun olarak sitoplazmik
vakuolizasyonlar sekillendigi tesbit edildi. Siiperfisyal hiicrelerde karyolizise ve
apoptosize bagli dejenerasyonlar sekillenirken bazen yogun eosinofilik olduklari
belirlendi. Lamina propriyadan tunika muskularis tabakalari arasinda yer yer
O0demlere rastlanirken lenfosit inflamasyonuna ise rastlanmadi. Kilcal damarlarda
konjesyonlara rastlanirken orta biiyilikliikteki damar endotellerinin sistigi ve

deformasyona bagl dokiilmeler olustugu gozlendi (Sekil-17).
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Sekil 17.Penil liretranin proksimal boliimiiniin hematoksilen eosin boyama ile
yapilan 151k mikroskobik incelemesi; A: Orsiektomisiz Erkek Kontrol grubu, B-C:
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Orsiektomili Erkek Calisma Grubu, e: 6dem, d: dejeneratif hiicreler, V:
vakuolizasyon, Hematoksilen Eosin, X40

Penil iiretra dokusunun proksimal bdliimiiniin yapilan histopatolojik
incelemede epitel hiicre dejenerasyonu, vakuolizasyon, 6dem ve dilatasyon, endotel
hiicre sismesi ve karyolizis ve apopitotik hiicreleri {izerinde yapilan Kruskal Wallis
testine gore grup 2 ve 3 arasinda istastiksel anlamli farkliliklar bulundu (p<0,05,

Tablo-21).

Tablo 19. Penil iiretranin proksimal boliimiiniin histopatolojik metodlarla
hematoksilen eosin boyasiyla boyanmasi ve 151k mikroskobik kor gredleme
(blindly scoring) yontemi ile degerlendirilmesi

Penil

Hayvan Karyolizis

iretranin ) Endotelyal
. sayilar1  Epitel hiicre . . ve
proksimal ] Vakuolizasyon Odem hiicre ]
dejenerasyonu ) ) Apoptotik
boliimiiniin sismesi
. - hiicre

histopatolojisi

2. GRUP
EK

3. GRUP
EUYGORS
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Tablo 20. Penil iiretranin proksimal bdliimiiniin histopatolojik incelenmesi.

49



Endotel Karyolisis

Epitel hiicre : Odemve . ve
dei Vakuolizasyon dil hiicre itotik
Grup ejenerasyonu - 1 G ilatasyon sismesi apopitoti
Median= Std. " Mediant ) hiicre
Dev. Median+ )
Dev. Std. Dev. Std. Dev Median+
' " Std. Dev.
2 0.50+0.53 1.00+0.64 1.00+0.83 1.00+0.83 1.00+0.75
3 2.50+1.192 2.50+1.062 2.50+0.92% 3.00+£1.03% 2.50+1.062

Tablo 21. Erkek kontrol ve ¢alisma grubu penil iiretranin proksimal boliimiinde
yapilan histopatolojik incelemenin Kruskal Wallis testi ile kargilastiriimasi

(p<0.05)

Endotel Karyolisis ve

Ep.'tEI hijcre Vakuolizasyon O_dem Ve hicre apopitotik
dejenerasyonu dilatasyon . . .
sismesi hiicre
Chi- 9 304 7.024 7506 8090  7.359
square
df 1 1 1 1 1
éisgymp' 0.002 0.008 0.006 0.004 0.007

4.6. Penil Uretramin Proksimal Béliimiiniin Immunhistokimyasal Bulgulari

Penil iiretra dokusunun proksimal boliimiinde anti-nNOS, anti-eNOS ve anti-
iNOS ile yapilan immunhistokimyasal boyamanin histopatolojik incelemesinde
Kruskal Wallis Testine gore grup 2 ile grup 3 arasinda anti-nNOS(p:0,006) ve anti-
eNOS(p:0,009) yoniinden istatiksel anlamli farkliliklar saptanirken, anti-iINOS
yoniinden anlamli farklilik bulunamadi (p:0,855, Tablo-24).

Tablo 22:Penil iiretra proksimal boliimiiniin immunhistokimyasal metodlarla
boyanmastyla ve 151k mikroskobik kor gredleme (blindly scoring) ile
degerlendirilmesi

Penil iiretra

proksimal

bolimiiniin Hayvan Anti-nNOS Anti-eNOS Anti-iNOS

immun- sayilari antibody antibody antibody

histokimyasal

patolojisi

2. GRUP 1 1 1 0
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Penil {iretra

proksimal

boliimiiniin Hayvan Anti-nNOS Anti-eNOS Anti-iNOS
immun- sayilari antibody antibody antibody
histokimyasal

patolojisi

EK

3.GRUP

EUYGORS

OIN|O OB |WIN|FP|O|N|O O BRlWIN
WIWIWIWININININININININ|IFPIFP|F-
Al PR|lWO|W]|R|W|WWIWININ
NP |RP|O|O|O|O|O|IN|FP|FP|O|O|O|O

Tablo 23. Penil iiretra proksimal boliimiiniin anti-nNOS, anti-iNOS ve anti-eNOS
ile yapilan immunhistokimyasal boyamanin histopatolojik incelemesinde Kruskal
Wallis testine degerlendirilmesi.

Gru Anti-nNOS Anti-eNOS ﬁ?ﬂﬂNigw
P Median £Std. Dev. Median £Std. Dev. Deev lan .

2 1.50+0.53 3.00+0.92 0.0040.75

3 2,50+0.53 4.00+0.46 0.00+£0.92

Tablo 24. Erkek kontrol ve ¢alisma grubu penil iiretra proksimal béliimiiniin anti-
nNQOS, anti-iNOS ve anti-eNOS ile yapilan immunhistokimyasl boyamanin
histopatolojik incelemesinde Kruskal Wallis Testi ile degerlendirilmesi.

Anti nNOS Anti eNOS Anti iINOS
Chi-square 7.500 6.747 0.033
df 1 1 1
Asymp. Sig. 0.006 0.009 0.855
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Sekil 18.Penil iiretraproksimal boliimiiniin immunhistokimyasal metodlarla
boyanmastyla 151k mikroskobik incelemesi; A: Orsiektomisiz Erkek Kontrol
grubu, B-C: Orsiektomili Erkek Calitsma Grubu, nNOS-antibody
immunperoksidaz boyasi, X40

Sekil 19.Penil iiretranin proksimal boliimiinlin immunhistokimyasal metodlarla
boyanmasiyla 11k mikroskobik incelemesi; A Orsiektomisiz Erkek Kontrol
grubu, B-C: Orsiektomili Erkek Calisma Grubu, eNOS-antibody
immunperoksidaz boyasi, X40
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Sekll 20. Penil iiretranin proksimal bolimiiniin 1mmunhlst0k1myasa1 metodlarla
boyanmasiyla 151k mikroskobik incelemesi; A: Orsiektomisiz Erkek Kontrol
grubu, B-C: Orsiektomili Erkek Calisma Grubu, iNOS-antibody
immunperoksidaz boyasi, X40
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu aragtirmada mesane dokusunun govde ve trigon bdliimiinde kontrol ve
orsiektomize rat gruplar1 arasinda anti-nNOS ve anti-eNOS aktivitesi yoniinden
istatiksel anlamli farkliliklar saptanirken, anti-INOS yoniinden anlamli farklilik
bulunamadi.

Akingba ve Burnett immiinhistokimyasal olarak rat penil vaskiiler ve
sinlisoidal endotelinde eNOS belirlemislerdir. Western blot analizi ile rat penil saft
immda nNOS ve eNOS mevcudiyetini gostermis; nNOS i¢in protein ekspresyonu
Oncelikle noronal dokuda lokalize, eNOS kavernosal diiz kas ve endotele lokalize
bulunmustur (115). NOS izoform ekspresyonlarinin bir¢ok kimyasal ve fiziksel
stimiilasyonla degistigi belirtilmistir (116). Orsiektomiyi takiben ve androjen
replasmaniyla nNOS ve eNOS igeriklerinde degisiklik gozlenmistir (117, 118).

Bazi ¢alismalar androjen ve mesane fonksiyonu arasindaki iliski aragtirmis ve
androjenler ile kan damarlarn arasindaki iliskiyi ortaya koymustur. Diisiik
testesteron diizeyine bagli olarak kan damari duvarlarinda belirgin artmis
kalsifikasyon ile birlikte vaskiiler endotelyal biliylime faktoriiniin baskilandigi
gosterilmistir  (113). Ayrica kastrasyon sonrast mesanedeki histolojik ve
fonksiyonel degisiklikler ve mesane kan akimi ratlarda arastirilmis ve kastre
ratlarda kan akiminda ve mesane fonksiyonunda anlamli degisiklikler
saptanmamasina karsin, kan damarlarinda histolojik degisiklikler oldugu
goriilmiistiir (114). Bu arastirmada penil iiretra dokusunun proksimal bolimdi,
mesane dokusunun govde ve trigon boliimiinde yapilan histopatolojik incelemede
epitel hiicre dejenerasyonu, vakuolizasyon, 6dem ve dilatasyon, endotel hiicre
sismesi ve karyolizis ve apoptotik hiicreleri lizerinde yapilan Kruskal Wallis
Testine gore kontrol ve orsiektomize rat gruplari arasinda istatiksel anlamli
farkliliklar bulundu.

NO / NOS yolagi vajinal diiz kas kontraktilitesi ve vajinal kan akimina etki
ettigi  bilinmektedir (70,103). NOS enzimini 0strojen ve androjenlerle
diizenlenmektedir. Testosteron tedavisinin proksimal vajinada total NOS
aktivitesini artirdig1 Traish ve arkadaslarinin arastirmasinda rapor edilmistir. Fakat

testosteron tedavisi distal vajinadaki total NOS aktivitesini degistirmemektedir.
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DHT tedavisi ile hem proksimal hem de distal vajinadaki NOS aktivitesi
artmistir(119-122).

NO i¢in fizyolojik bir rol kurmak i¢in in vivo tirodinamik girigim yapilmaistir.
Ratlarda, NOS inhibitorleri veya metilen mavisinin sistemik inflizyonu, mesane
hiperaktivitesi ve azalmis mesane kapasitesi ortaya ¢ikarmistir (103, 104)Bir fetal
kuzu modelinde benzer manipiilasyonlar yapildiginda inhibe edilemeyen mesana
kasilmalarinin eslik ettigi artmis mesane kapasitesi ve tam bosalmayan mesane
tespit edilmistir (105). Kuzu modeli ve diger calismalarda mesane kapasitesi
arasindaki farklar fetal kuzularda yetersiz tiretral sfinkter ile bagdastirilmig (105).
Nitekim onceki veriler NO detrusor kasilma cevaplarini etkileyen bir inhibitor
faktor olarak hizmet edebilmesine karsin, bu analiz NO’in iiretrada daha baskin rol
oynadigini igaret etmektedir.

Caligmanin smirhili@i agisindan rat gruplarina tirodinamik incelemeler
yapilabilir ve bu sonuglarin NO ile arasindaki iligkinin ortaya konulmasi sonraki
calismalara daha fazla yol gosterici olabilecegi ongdriilebilir.

Bu ¢alismada mesane govde ve trigon bolgesinde kontrol ve ovariektomize
grup arasinda anti-nNOS ve anti-eNOS aktivitesi yoniinden istatiksel anlaml
farkliliklar saptanirken, anti-INOS yo6niinden anlamli farklilik bulunamadi.

Traish ve arkadaslar1 yaptiklar1 hayvan arastirmasinda total NOS aktivitesinin
proksimal vajinada, distal vajinadan daha fazla oldugunu bildirilmistir.
Ovariektominin proksimal vajinada total NOS aktivitesini artirdig1 belirtilmektedir.
Bunun nedeni ise hormonlarin bu enzimler iizerindeki kontroliiniin anatomik
bolgelere bagli olarak degisebilecegi diisiincesi ile agiklanmaktadir (123).

Mesane ve iiretradaki NOS aktivitesinde Ostrojen etkinliginin arastirildig: bir
calismada ovariektomize ratlarda eNOS ve nNOS aktivitesinin anlamli arttig1
gosterilmistir. Yine bu ¢alismada Ostrojen ile desteklenen ovariektomize ratlarda
NOS aktivitelerinin azaldig1 goriilmiistiir (112).

Hem eNOS hem de nNOS 6strojen kontrolii altindadir ve overleri ¢ikarilan
hayvanlarda her iki enziminde azaldig1, vajinal apoptoz, vajinal duvar kalinliginda
azalma ve intramural kollajen birikimi, vaskiiler duvar kalinlasmasi oldugu
bilinmektedir (124).

Yapilan aragtirmada penil liretra dokusunun proksimal béliimiinde kontrol ve

orsiektomize rat gruplari arasinda anti-nNOS ve anti-eNOS aktivitesi yoniinden

55



istatiksel anlamli farkliliklar saptanirken, anti-INOS yoniinden anlamli farklilik
bulunamadi.

Disi rat grubunda iiretra kisa olmasi nedeniyle net olarak eksize edilememis
ve dolayisiyla calismaya yeterli doku saglanamadigindan histolojik ve
immiinhistokimyasal olarak boyanamamustir.

Son calismalar NO biyosentezini ve mekanizmasini etkileyen olaylarin in
vitro olarak tavsan, koyun, kopek, domuz, rat ve insanlardan izole edilen tiretral diiz
kas seritlerinin gevsemesini degistirdigini gostermektedir (58, 78-87). NO aracili
gevseme sadece diiz kas yapilart sinirli degildir. Benzer in vitro yanitlarin tiretral
lamina propriya ve eksternal iiretral sfinkterde de iliskili oldugu gosterilmistir(87-
89).

Biyokimyasal, immiinhistokimyasal, enzim histokimyasal tekniklerle
tiretrada NOS bulundugu dogrulanmistir.(58, 89-95). Bu calismalarda NOS
aktivitesi lokalizasyonlari, arterler etrafindaki sinir liflerinde, iirotelyumun altinda
ve diiz kas demetleri ve arteryel endotelyum arasinda gosterilmistir.

Son yillarda eNOS enzimini kodlayan gende ekson, intron ve promotor
bolgelerinde pek cok polimorfizm ve c¢esitli mutasyonlar saptanmistir. Bu
mutasyonlarin gen ekspresyonunda ve eNOS enziminde cesitli yapisal ve
fonksiyonel degisikliklere neden oldugu ve bunlara bagli olarak da NO dengesinin
bozuldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (125, 126). eNOS gen
polimorfizminde NO metabolizmasinin bozulmasi ve endotel disfonksiyonuna
bagl olarak; hizlanmis ateroskleroz, vaskiiler remodelingde bozulma, aort
anevrizma gelisimi ve cesitli kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisebildigi yapilan
arastirmalarda gosterilmistir (127-129)

Diizensiz salinan NO’nun damar duvarinda zayifliklara ve hasara neden
olarak vaskiiler anevrizma gelisimine yol agtigi diisiiniilmektedir (128). NO
sentezinin diizensizligi, ekstraselliiler matriksin 6nemli bir yapitasit olan elastin
proteininin miktarini etkileyerek damar duvarinin zayiflamasina neden oldugu
bildirilmistir (130). NO’nun anevrizmal hastaliklarda belirgin bir rol oynadigini
gosteren kanitlar giderek artmaktadir (131). Insan aort anevrizmalarinda NO’nun
major metaboliti olan nitrit diizeylerinin normal aortu olanlara gore yedi kat arttig1
ve artan nitritin invitro olarak elastini parcalayacak seviyede oldugu tespit

edilmistir (132).
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NO genital organlar dahil bircok dokuda nonadrenerjik nonkolinerjik
sistemin haberci bir molekiiliidiir. Organ banyosu caligmalarinda NO/cGMP
yolaginin vajinal diiz kas gevsemesi i¢in anahtar bir role sahip oldugu bilinmektedir
(133). Vajinal diiz kasin bir PDES inhibitorii olan sildenafile gevseyerek yanit
vermesi de NO/cGMP sisteminin vajinadaki cinsel yanit cevabinin Onemini
gostermektedir (134).

Vajinal katlarda bulunan eNOS, NO sentezi ile subepitelyal alanda ve kas
tabakasinda bulunan zengin vaskiiler yataktaki damar diiz kas1 relaksasyonuna ve
vajinanin muskuler tabakasi relaksasyonuna neden olarak vajinal kan akimin
artirmakta ve kadin cinsel uyarilma yanitina katkida bulunmaktadir. Bu relaksasyon
sonucunda fizyolojik silirecte vajinal vazokonjesyon ve transiidasyon meydana
gelmektedir.  Vajinal transiidasyonun meydana gelmesi penetrasyonu
kolaylagtirarak agrisiz bir iligskiye olanak saglamakta ve dolayisiyla uyariimayi
artirmaktadir.

Mesane govde ve trigon boOlimii dokusunda yapilan histopatolojik
incelemede kontrol ve ovariektomize rat grubu arasinda epitel hiicre dejenerasyonu,
vakuolizasyon, 6dem ve dilatasyon, endotel hiicre sismesi, karyolizis ve apoptotik
hiicreleri tizerinde anlamli farkliliklar bulunmustur.

Yapilan fare deneylerinde, e-NOS eksikliginin ge¢ menars, ovulasyon
oranlarinda azalma dogum sayisinin azligi, intrauterin gelisme geriligi ve erken
menapoz ile iliskili oldugu bildirilmistir (135, 136). insanlarda da e-NOS overe
lokal etki 1ile ovulasyona yon vermek gibi reproduktif fonksiyonlari
diizenlemektedir.

Bu bilgiler 15181nda mesane ve iiretrada NOS varligi ve NO’in bu bolgedeki
fonksiyonel rolii ortaya ¢ikmaktadir. Klinik olarak NO bazindaki mekanizmalar
normal miksiyonun korunmasinda ve iriner inkontinansta onemli olabilir. Bu
mekanizmalarin pelvik cerrahi veya spinal yaralanmalar sonrasi gelisen iseme
disfonksiyonu ve inkontinansin kismi sorumlusu olabilir. Bu sorumluluk ileri
calismalar ile daha da desteklenirse bu alanlardaki tedavi segcenegi olarak NOS
agonistleri veya NO donorleri tedavideki yerini bulabilir. Bu alanlardaki NO
mekanizmalariin temeli gelismeye devam ettikge, klinik uygulamalarin

devaminda gelmesi muhtemeldir.
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Ayrica NO-cGMP kaskadini etkileyen PDEi’nin mesane ve iiretra bazindaki
etkileri arastirilarak asir1 aktif mesane tedavisindeki yeri degerlendirilebilir.

Yapilan ¢alismada istatistiksel anlamli sonuglar elde edilmis olup NO ve NOS
enzim cesitlerinin mesane ve iiretrada kastrasyondan etkilendigi gozlenmistir.
Sonug olarak agir1 aktif mesane veya alt liriner sistem semptomlarinin tedavisinde
yer almasi i¢in bu caligmalar iirodinamik verilerle desteklenmeli ve sonrasinda

tedavi yolunda umut 15181 olmaya devam etmelidir.
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