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OZET

IZOLE SICAN MESANE DETRUSOR KASINDA PANTOPRAZOLUN OLASI
ETKISININ VE ETKIi MEKANIiZMALARININ ARASTIRILMASI

Amag: Pantoprazol gastrodzofagal reflii, peptik iilser ve dispepsi tedavisinde kullanilan
bir proton pompasi inhibitoriidiir. Yapilan in vitro ¢aligmalarda pantoprazol ve diger
proton pompasi inhibitdrlerinin ¢esitli diiz kas dokularinda gevseme meydana getirdigi
gosterilmistir. Fakat literatiirde pantoprazoliin mesane diiz kasi iizerindeki olasi etKisi ve
etki mekanizmasiyla ilgili bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci izole
sican mesane diiz kasinda asetilkolin, potasyum kloriir ve elektriksel alan stimiilasyonu
ile indiiklenen kasilma yanitlar1 iizerinde pantoprazoliin etkisinin ve olas1 etki
mekanizmasinin arastirilmasidir.

Materyal ve metot: Pantoprazol (10 5x10* 103 M) varliginda asetilkolin
(10°°-10® M), potasyum kloriir (80 mM) ve elektriksel alan stimiilasyonu (2-64 Hz) ile
indiiklenen kasilma yanitlar1 6l¢iildii. Pantoprazoliin etki mekanizmasini arastirmak igin
L-tipi kalsiyum kanal blokorii diltiazem (10* M) ve nitrik oksit sentaz inhibitorii L-
NAME (5XlO'4 M) kullanildi. Istatistiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve Tukey-Kramer post-hoc test kullanildu.

Bulgular: Pantoprazol (5x10™, 10 M) asetilkolin, potasyum kloriir ve elektriksel alan
stimiilasyonu ile indiiklenen maksimum kasilma yanitlarin1 anlamli olarak inhibe etti.
Pantoprazol (5x10* M) diltiazemle kombine uygulandiginda asetilkolin ve potasyum
kloriir yanitlarinda tek basina diltiazem uygulanan gruba gore anlamli bir degisiklik
meydana getirmedi; ancak elektriksel alan stimiilasyonu ile indiiklenen yanitlar1 anlaml
olarak azaltti. Pantoprazol (5x10™* M) L-NAME ile kombine uygulandiginda tek basina
pantoprazol uygulanan gruba gore potasyum Klor(r ile indiiklenen yanitlarda anlamli bir
degisiklik meydana getirmedi.

Sonug: Bu sonuglar pantoprazoliin izole sican detrusor kasindaki kasilmalari inhibe
etmesinin kalsiyum kanallarinin blokaji araciligiyla oldugunu, ayrica pantoprazoliin bu
etkisinin nitrik oksitten bagimsiz oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Detrusor kasi; Kalsiyum kanali; Mesane; Pantoprazol; Sigan

Cansu AKINOZEL, Yiuksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz-2018



SUMMARY

INVESTIGATION OF POSSIBLE EFFECT AND MECHANISM OF ACTION
OF PANTOPRAZOLE IN ISOLATED RAT BLADDER DETRUSOR MUSCLE

Aim: Pantoprazole is a proton pump inhibitor used in the treatment of gastroesophageal
reflux, peptic ulcer and dyspepsia. In vitro studies have shown that pantoprazole and
other proton pump inhibitors cause relaxation in the smooth muscles of various tissues.
However, in the literature, there is no study related possible effects and mechanism of
action of pantoprazole on the bladder smooth muscle. The aim of this study is to
investigate the effect of pantoprazole on the contraction responses induced by
acetylcholine, potassium chloride and electrical field stimulation in the isolated rat
bladder smooth muscle and the possible mechanism of action.

Material and Method: The contractile responses induced by acetylcholine
(10°°-10"® M), potassium chloride (80 mM), electrical field stimulation (2-64 Hz) were
measured in the presence of pantoprazole (10, 5x10, 10 M). L-type calcium channel
blocker diltiazem (10* M) and nitric oxide synthase inhibitor L-NAME (5x10™* M)
were used to investigate the mechanism of action of pantoprazole. For statistical analyse
one-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey-Kramer post-hoc test were used.
Results: Pantoprazole (5x10™, 10 M) inhibited the maximum contractile responses
induced by acetylcholine, potassium chloride and electrical field stimulation
significantly. The administration of pantoprazole (5x10“ M) in combination with
diltiazem didn’t change the response induced by acetylcholine and potasium chloride
compared to diltiazem alone; but decreased responses induced by electrical field
stimulation significantly. The administration of pantoprazole (5x10™ M) in combination
with L-NAME didn’t change the response induced by potassium chloride compared to
pantoprazole alone.

Conclusion: The results indicate that pantoprazole inhibits rat detrusor muscle
contraction through the blockade of calcium channels and also effect of pantoprazole is
completely independent from nitric oxide.

Key words: Bladder; Calcium channel; Detrusor muscle; Pantoprazole; Rat

Cansu AKINOZEL, Master Thesis
Ondokuz Mayis University — Samsun, July-2018
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kDa : Kilodalton

L-NAME : N“-nitro-L-arjinin metil esteri

LysoPL : Lizofosfolipaz

M : Molar

mg : Miligram

MHZ : Miyozin hafif ziniciri
MHZF : Miyozin hafif zincir fosfataz
MHZK : Miyozin hafif zincir kinaz
MRNA - Mesajci1 riboniikleik asit

ms : Milisaniye

mV : Milivolt

NANK : Non-adrenerjik / non-kolinerjik
NK : Norokinin

NMDA : N-metil-D-aspart

NO - Nitrik oksit

P[Ka] - Asitlik sabitinin negatif logaritmasi
PG - Prostaglandin

PIP, : Fosfatidil inositol difosfat
PKC : Protein kinaz C

PLA, : Fosfolipaz A,

PLC : Fosfolipaz C

PPi - Proton pompast inhibitdrii
pS : Pikosiemens
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ROCC
S.E.M.
SERCA
SOCC
TXA,
VDCC

VipP

- Reseptor ile ¢aligan kalsiyum kanallari

: Ortalamanin standart hatasi

: Sarkoendoplazmik retikulum kalsiyum adenozin trifosfataz
: Depolanmis kalsiyum miktarina duyarl kalsiyum kanallari
: Tromboksan A,

: Voltaj bagiml kalsiyum kanallar

: Vazoaktif intestinal polipeptit
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1. GIRIS

Pantoprazol gastro6zofagal reflii, peptik Ulser, dispepsi ve Zollinger-Ellison
sendromu gibi mide asit diizeyinin diisiiriilmesi gereken durumlarda kullanilan bir
proton pompast inhibitérii (PPI) diir (Metz, 2000; Pisegna, 2001).

Pantoprazol ve bu grupta bulunan diger ilaclar ile tedavi olan hastalarda cesitli
iiriner problemler bildirilmistir. Bu {iriner problemlerden biri de iiriner retansiyondur
(eHealthMe 2018) ve bu durum mesane dolu olmasina ragmen idrar yapamama durumu
olarak tanimlanmaktadir. Bu durumun 6nemli nedenlerinden biri mesane diiz kasinin
mesane dolu olmasina karsin yeterince kasilamamasi ve buna bagl olarak idrar ¢ikiginin
azalmasidir (Hernandez ve ark., 2013). Pantoprazol ile ilgili bildirilen Griner retansiyon
illacin bu etkiyi mesane diiz kasmmi etkileyerek meydana getirebilecegini
distindiirmektedir.

Mesane diiz kas kasilmasinda kalsiyum (Ca™™) kanallar1 (Drumm ve ark.,
2014), adrenerjik reseptorler (Birder ve Andersson, 2013), muskarinik reseptorler
(Yamanishi ve ark., 2001), nitrik oksit (Birder ve ark., 1998) gibi birgok araci sistemin
rol aldig1 bilinmektedir. Yapilan in vitro ¢aligmalarda bazi PPI’lerin damar (Kelicen ve
ark., 2002), bagirsak (Kurt ve ark., 2011), vas deferens (Yenisehirli ve Onur, 2006),
miyometriyum (Terranova ve ark., 2014) gibi ¢esitli doku ve organlarin diiz kaslarinda
gevsemeye neden oldugu gosterilmisti. Bu gevsetici etkinin  H'/K'-ATPaz
inhibisyonundan bagimsiz olarak farkli mekanizmalar araciligiyla olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Ancak pantoprazoliin diiz kas gevsetici etkisinde hangi mekanizmalarin rol
oynadig1 bilinmemektedir. Ayrica pantoprazoliin mesane diiz kasi iizerinde olas1 etkisi
ve olasi1 etkinin mekanizmasi ile ilgili bir ¢calismaya da literatiide rastlanmamustir.

Bu ¢alismanin amaci pantoprazoliin asetilkolin (ACh), potasyum kloriir (KCI)
ve elektriksel alan stimiilasyonu (EFS) ile indiiklenen izole sican mesane detrusor

kasindaki kasilma yanitlarina etkisini ve bu etkinin olas1t mekanizmasini aragtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Mesane

2.1.1. Mesanenin Morfolojik Ozellikleri

Mesane, detrusorun biiyiik bir kisminin bulundugu mesane govdesi ile trigon,
ureterovesikal baglanti ve detrusorun alt kisminin bulundugu mesane tabani olmak
tizere iki kisimdan olusan i¢i bos diiz kasli bir organdir. Mukozal bir zar ile cevrili ve
dis kisminda kismen peritonal serosa ve kismen fasiya ile ortiiliidir (Sekil 1).
Mesanenin kasli duvar1 detrusor kasini olusturan diiz kas hiicrelerinden olusmaktadir
(Andersson ve Ander, 2004). Bu diiz kasin {i¢ tabakadan olustugu bilinmektedir. En i¢
ve en dis kas tabakasindaki hiicreler longitudinal, ara tabakadaki kas hiicreleri ise
strkuler ozelliktedir (Dixon ve Gosling, 1990; DelLancey ve ark., 2002). Detrusor
kasindaki her bir diiz kas hiicresi diger diiz kash organlarinkine benzer sekilde uzun
yapida, ig bicimli ve bir ¢ekirdegi olan tipik diiz kas hiicresidir ve tamamen
gevsediklerinde bu hiicreler birkag yliz mikron uzunlugunda ve en ¢ok 5-6 pm c¢apinda
olmaktadirlar (Dixon ve Gosling, 1990).

Ureter

agiklik NN Transisyonel epitel
Lamina propria
Submukoza

Sekil 1. Mesane morfolojisi (Biology Dictionary, 2017’den uyarlanmistir)



2.1.2. Mesanenin Noronal inervasyonu

Mesanenin temel sinir kaynagi, omuriligin sakral 2. ve 3. sinirleri arasindaki
baglantiy1 olusturan sakral pleksus ile bagli halde bulunan pelvik sinirlerdir. Pelvik sinir
icinden iletilen parasempatik lifler mesane duvarinda yerlesmis gangliyonlarda sonlanir.
Burdan ¢ikan postgangliyonik lifler detrusor kasini inerve eder. Mesane ayrica sempatik
zincirle omuriligin L2 segmenti arasinda baglant1 olusturan hipogastrik sinirler aracilig
ile sempatik inervasyona da sahiptir. Ancak bu sempatik liflerin esas etkisi o bolgedeki

kan damarlarim1 uyarmaktir ve mesanenin kasilmasinda c¢ok az etkiye sahiplerdir

(Hall, 2013) (Sekil 2).

Oreter
L1
L2
L3 ;
L4 Sempatikler Gévde
L5
31
52
53 FParasempatikler Trigon
4 Mesane boynu
Pudendal (posteriyor lretra)

s sfinkler

Sekil 2. Mesanenin ndronal inervasyonu (Hall, 2013’ten uyarlanmistir)

2.1.3. Mesane Fonksiyonlarimin Santral ve Periferik Diizenlenmesi

Ureterin duvar spiral, longitudinal ve sirkiiler diiz kaslardan olusmaktadir.
Dakikada 1 ila 5 defa meydana gelen diizenli peristaltik kasilmalar idrarin bdbrek
pelvisinden mesaneye gecisini saglar. Ureterler mesane duvarindan oblik olarak alt
mediyale dogru geger. Ureteral bir sfinkter olmamasina ragmen bu oblik gecis
peristaltik dalga olusumu haricinde iireterin kapali tutulmasini ve mesaneden idrar

¢ikisinin 6nlenmesini saglamaktadir (Burnstock, 1986; Barrett ve ark., 2012).



Mesane duvarinda bulunan detrusor kasmin kasilmasi miksiyon sirasinda
mesanenin bosalmasinda temel etkendir. Detrusordaki kas demetleri {iretranin her iki
tarafindan da geger ve tliretrayr sarmamalarina karsin bu lifler internal Uretral sfinkter
olarak adlandirilir (Barrett ve ark., 2012). Miksiyon olay1 temel olarak daha yiiksek
beyin merkezleri tarafindan kolaylastirilan ve inhibe edilen spinal bir reflekstir. idrar
intravesikal basingta ¢ok fazla artis meydana getirmeden mesaneye girer. Diger diiz
kaslarda oldugu gibi mesane kasi da plastisiteye sahiptir. Baglangicta meydana gelen
gerim stirdiiriilemez ve mesane dolumu esnasinda belli bir hacme kadar mesane igi
basing sabittir (Cabelin ve ark., 2001; Barrett ve ark., 2012). Mesane dolum fazinin ilk
evrelerinde mesane duvarinda yer alan gerim reseptorlerinin afferent uyarilart S2-S4
tizerinden spinotalamik yol araciliiyla subkortikal merkeze iletilir ve detrusor aktivitesi
engellenir; bu sayede mesanenin belli bir hacme kadar dolumu saglanir (Hayta ve
Ceyhan-Dogan, 2013). Mesane i¢i basing ve hacim belli degere ulasinca serebral
inhibitor etkiler baskilanir ve pelvik sinirler araciligiyla efferent bir parasempatik uyari
detrusorun kasilmasina neden olur. Mesanenin bosaltilmasi1 beyin korteksinden gelen
sinyaller araciligiyla istemli olarak baslatilir ve bu sirada olan ilk olay eksternal
sfinkterde meydana gelen gevsemedir. Detrusorun da kasilmasiyla miksiyon olay1

baslatilir (De Groat, 1981; Sivrioglu, 2005).

2.1.4. Mesanenin Kasilmasinda Rol Oynayan iyon Kanallar

a. Kalsiyum Kanallar

Diiz kas kasilmasi intraseliiler kalsiyum konsantrasyonunun ([Ca*"]) artisiyla
baslatilir (Yu ve Bose, 1991). Hiicre disinda bulunan Ca’™" hiicre memraninda bulunan
Ca"" kanallar1 aracihgiyla hiicre icgine girer. Hicre iginde artan Ca™ sarkoplazmik
retikulumda depo halde bulunan Ca™* ‘un saliverilmesine neden olur (Bolton ve ark.,
1999; Brading, 2002; Ganitkevich ve ark., 2002).

Kalsiyum kanallar1 temel olarak ii¢c ana gruba ayrilir. Bunlar voltaj bagiml
Ca™" kanallar1 (VDCC), reseptor ile ¢alisan Ca™" kanallar1 (ROCC) ve depolanmis Ca*™
miktarina duyarli Ca™* kanallar1 (SOCC) dir (Sekil 3).



1- Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallar1 (VDCC)

Voltaj bagimli Ca™" kanallar1 bir kimyasal ya da elektriksel uyartyla membran
potansiyelinin degismesine yanit olarak acilmaktadir (Yu ve Bose, 1991). Bu kanallar
da aktivasyonlari i¢in farkli voltaj esiklerine ve farkli agilma ve kapanma kinetiklerine

gore alt gruplara ayrilmaktadir (Hagiwara ve ark., 1975).

L tipi voltaj bagimlh kalsiyum kanallar:

Bu kanallarin biyofiziksel ozellikleri ilk kez 1985 yilinda civciv dorsal kok
gangliyonunda tanimlanmistir ve plateletler haricinde tiim hiicrelerde yaygin dagilim
gostermektedir (Nowycky ve ark., 1985). Duyusal néronlarda L-tipi Ca™ akimi1 200 ms
depolarizasyon suresince hafif bir inaktivasyon gostermekte ancak depolarizasyonun
sona ermesi 500 ms kadar stirmektedir. Bu sebeple *’L’’ong-lasting (kalic1) in ilk harfi
olan L-tipi Ca'™ kanallari adim1 almistir (Fox ve ark., 1987). L-tipi Ca™" kanallar
hiicrede aksiyon potansiyellerinin olusumu ve sinyal iletimi olaylarinda Onemli
fonksiyonlara sahiptir (Kostyuk, 1989). Bu kanallar ndronal, endokrin, kardiyak, diz
kas ve iskelet kasi hiicrelerinde ve ayn1 zamanda fibroblastlar ve bdbrek hicrelerinde
eksprese edilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda L-tipi VDCC lerin santral
sinir sisteminde norotransmiter saliverilmesinde de rolii oldugu bildirilmistir (Bonci ve

ark., 1998; Protti ve Lliano, 1998).

N-tipi voltaj bagimh kalsiyum kanallar1

Bu kanallar néronlarda yaygin bir dagilim gdésterdigi i¢in “’N’’euron (ndron)
un ilk harfi olan N-tipi Ca™ kanallar1 adin1 almistir. Dorsal kok gangliyon noronlarinda
N-tipi Ca™ kanallarinin kondiiktans1 13 pS, inaktivasyon araligi -120 ve -30 mV ve
depolarizasyon suresi 50-80 ms araligindadir (Yamakage ve Namiki, 2002). Bu
kanallarin santral sinir sisteminde ndrotransmiter saliverilmesinde 6nemli rolii oldugu

gosterilmistir (Miller, 1987).

P/Q tipi voltaj bagimh kalsiyum kanallar

Bu kanallar ilk kez 1985 te “’P’’urkinje hiicrelerinde tanimlandigr ig¢in P-tipi
Ca™ kanallar1 adini almistir (Llinas ve ark., 1989). P-tipi Ca™ akimi -50 mV un
tizerinde aktive olmakta ve +10 mV un iizerinde pik diizeye ulasmaktadir (Reuter,
1996). N-tipi kanallarin aksine P-tipi Ca™ kanallar1 divalan katyonlarin yoklugunda

monovalan Kkatyonlara da gecirgenlik gostermektedir. Monovalan katyonlara



gecirgenligin miktar1 sirasiyla Rb™>Na"™>K'™>Li">Cs" seklindedir (Yamakage ve
Namiki, 2002). Randall ve Tsien tarafindan 1995 yilinda Q-tipi Ca™" kanallarinin P
tipine gore daha hizli inaktive oldugu ve bu 6zelligi nedeniyle P-tipinden ayrildigi

gosterilmigtir (Randall ve Tsien, 1995).

T-tipi voltaj bagimh kalsiyum kanallar

Bu kanallar ilk kez 1981 yilinda kobay inferior olivary nukleusunda
tanimlanmustir (Llinas ve Yaron, 1981). T-tipi Ca™" kanallar1 zayif bir depolarizasyonda
ve diger VDCC’ lere gore daha negatif bir voltajda agilmaya baglamaktadir. Bu kanallar
araciligiyla olusan Ca™" akiminin esik aktivasyon degeri -60 ve -70 mV gibi daha diisiik
membran potansiyelinde bulunmaktadir (Reuter, 1996). T-tipi Ca™ kanallarmin
uyku/uyaniklik dongiistiniin diizenlenmesinde, motor koordinasyon fonksiyonlarinin
olusumunda rol aldig1 ve ayrica bu kanallarin pacemaker aktivitede de rolii oldugu

bildirilmistir (Llinas, 1988; Avery ve Johnston, 1996).

R-tipi voltaj bagimh kalsiyum kanallar1

Bu kanallarin aktivasyon esik degeri -40 mV' tur. Biyofiziksel 6zellikleri
bakimindan N ve Q tipi Ca™" kanallarindan ayirt etmesi zordur ve depolarizasyon siiresi
bakimindan da T-tipi Ca"™" kanallariyla benzerlik gostermektedir (Yamakage ve Namiki,
2002).

2- Reseptor ile Calisan Kalsiyum Kanallar1 (ROCC)

Bu kanallar eksitator norotransmiterler tarafindan aktive edilirler. Santral sinir
sisteminde bulunan glutamat N-metil-D-aspart (NMDA) reseptorleri yiksek oranda
Ca'" gegirgenligine sahiptir ve postsinaptik ndronlara Ca'" girisine biiyiik oranda katki
saglamaktadir. Baska bir reseptor bagimli Ca™" kanali da adenozin trifosfat (ATP) ile
uyarilabilen P2X reseptorleridir. Bu reseptorler diiz kas hiicrelerine Ca™ girisinin
saglanmasinda ve kas kasilmasinda rol oynamaktadir. Baz1 G proteinlerinin aktivasyonu
sonucu meydana gelen inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) ile aktive edilen 1P3 reseptorleri de
reseptdr bagimli Ca™ kanahdir (Sekil 3). Ancak molekiiler yapist membranda bulunan

reseptdr bagimli Ca™" kanallarindan farklilik gostermektedir (Rang ve ark., 2016).



3- Depolanms Kalsiyum Miktarina Duyarh Kalsiyum Kanallar1 (SOCC)
Bu kanallar plazma membraninda bulunan ve endoplazmik retikulumdaki Ca*™
depolari tiikendiginde agilarak hiicre igine Ca'™ girisini saglayan kanallardir (Sekil 3).

Ancak sitozolik Ca™" konsantrasyonuna duyarl1 degillerdir (Rang ve ark., 2016).
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Sekil 3. Ca™ kanallani ve Ca™ ile aktive edilen hiicre ici mekanizmalar (Bolotina, 2004’ten
uyarlannistir) 1P5: inositoltrifosfat, ROC: reseptor ile calisan Ca™* kanali, PLC: fosfolipaz C,
G: G proteini, R: reseptor, SERCA: sarkoendoplazmik retikulum Ca™ ATPaz, iPLA,:
Fosfolipaz A2, CaM: Ca"*-kalmodulin, LysoPL: lizofosfolipaz, CIF: Ca"™ influks faktoril,

SOCC: depolanmis Ca™* miktarina duyarli Ca™* kanallar1 aracili yolak, VGCC: voltaj bagiml
Ca"™ kanal

b. Potasyum Kanallan
Mesanede bir¢cok potasyum kanali tanimlanmis ve detrusor fonksiyonunda

ATP-duyarli potasyum kanallar1 ve Ca’" ile aktive edilen potasyum kanallarmin énemli

bir role sahip oldugu gosterilmistir (Wickenden, 2002).



1- ATP Duyarh Potasyum (Katp) Kanallar

Mesane diiz kasinda Katp kanallarinin eksprese edildigi ve bu kanallarin
mesane kasilmasinin diizenlenmesinde katkisi oldugu gosterilmistir (Andersson, 1992;
Bonev ve Nelson, 1993). Kromakalim, pinasidil ve nikorandil gibi birinci jenerasyon
potasyum kanal agicilart potasyumun hiicre disina efluksuna ve buna bagl olarak da
hiperpolarizasyona neden olmaktadir (Andersson, 1992; 1993). izole kobay detrusoru
tizerinde yapilan bir ¢alismada kromakalimin spike frekansini disiirdiigii ve yiksek
konsantrasyonlarda (10°-10° M) ise spike aktivitesini ortadan kaldirdigi ve hiicre
membraninda konsantrasyon bagimli hiperpolarizasyon meydana getirdigi bildirilmistir
(Foster ve ark, 1989a; 1989b). Insanda ve cesitli havyan tiirlerinde yapilan ¢alismalarda
ise Katp kanal agicilarinin detrusorun spontan kasilmalarini azaltmasinin yani sira ayni
zamanda EFS, karbakol ve diisiik konsantrasyonda potasyum ile indiiklenen kasilmalar1
da azalttig bildirilmistir (Andersson, 1993). Yapilan bir bagka ¢alismada ise Katp kanal
acicilarinin  siganlarda detrusor asir1 aktivitesini etkili bir sekilde baskiladigi
gosterilmistir (Malmgren ve ark., 1989). Ancak potasyum kanal agicilarmin selektif
olmayislar1 bu ajanlarin detrusor asir1 aktivitesinin tedavisinde kullanimlarini

kisitlamaktadir (Andersson ve ark., 2002).

2- Kalsiyum ile Aktive Edilen Potasyum Kanallar1 (Kc,)

Bu kanallarin membran potansiyelinin kontroliinde ve detrusor diiz kasinin
kasilmasinda 6nemli rola sahip oldugu bildirilmistir (Heppner ve ark., 1997; Karicheti
ve Christ, 2001). izole kobay detrusoru iizerinde yapilan bir calismada bir K¢, kanal
blokdrii olan apaminin 107°-10® M konsantrasyonlarinda doza bagimli bir sekilde
detrusordaki fazik kasilmalarin amplitiidlerini arttirdigr gosterilmistir (Herrera ve

Nelson, 2002).

3- Voltaj Bagimh Potasyum Kanallar (Ky)

Voltaj bagimli potasyum kanallar1 fare detrusor miyositlerinde molekdler ve
farmakolojik olarak karakterize edilmis ve bu kanallarin detrusor fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde potansiyel bir hedef olabilecegi ileri siirlilmiistiir (Thorneloe ve
Nelson, 2003). Yapilan bagka bir caligmada ise bu kanallarin insan detrusor diiz kasinda

da eksprese edildigi bildirilmistir (Davies ve ark., 2002).



2.1.5. Mesanenin Kasilmasinda ve Gevsemesinde Rol Oynayan Sistemler

Mesane detrusor kasinda meydana gelen gevseme ve kasilma olaylarina
kolinerjik, adrenerjik ve non-adrenerjik/non-kolinerjik (NANK) sistemler aracilik
etmektedir (Ambache ve Zar, 1970).

a. Kolinerjik Sistem

Izole mesane detrusor kasina ACh uygulanmasiyla kasta hafif depolarizasyonu
takiben spike olusumu baslar, aksiyon potansiyelinin frekansi artar ve kas kasilmasi
meydana gelir (Callahan ve Creed, 1981). Insandan izole edilmis detrusor kas1 ACh ile
kasilmis ve bu kasilmanin asetilkolinesteraz inhibitorleriyle arttirildigi ve atropin
tarafindan ise bloke edildigi gosterilmistir. Ayrica detrusorda in vitro olarak EFS ile
meydana gelen kasilmanin atropin ile kismen bloke edildigi goriilmiis ve boylece
detrusorda ACh ile indiiklenen kasilmaya muskarinik reseptorlerin aracilik ettigi
gosterilmistir (Kinder ve Mundy, 1985; Tagliani ve ark., 1997).

Insan mesanesinde tiim muskarinik reseptdrlerin alt tiplerini kodlayan mesajc1
riboniikleik asit (mRNA) lerin eksprese edildigi; ancak M, ve Mgs reseptorlerini
kodlayan mRNA’ larin predominant olarak bulundugu bildirilmistir (Yamaguchi ve
ark., 1996; Sigala ve ark., 2002). Ayrica mesanedeki muskarinik reseptorler tizerinde
yapilan c¢esitli molekiiler caligmalarda M>:M3 oraninin sigan mesanesinde 9:1, insan
mesanesinde ise 3:1 oraninda bulundugu gosterilmistir (Hegde ve Eglen, 1999).

Muskarinik reseptorler G proteini ile kenetli reseptorlerdir ancak sinyal
transdiiksiyon sistemleri farklidir (Caulfield ve Birdsall, 1998). Mesanede ACh aracili
kasilmada rol oynayan M3 reseptorleri G4 kenetlidir ve aktive edildiklerinde fosfolipaz

C (PLC)’ nin aktivasyonu sonucu kasilmaya neden olurlar (Sekil 5).
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Sekil 4. Mesane detrusor kasinda Mj; reseptorlerinin aktivasyonu sonucu meydana gelen hicre igi
mekanizmalar (Andersson ve Arner, 2004’ten uyarlanmigtir) ACh: asetilkolin, PLC:
fosfolipaz C, DAG: diagilgliserol, PKC: Protein kinaz C, MHZ: Miyozin hafif zincir, SR:

sarkoplazmik retikulum, CIC: Ca*" ile indiiklenen Ca™" saliverilmesi)

Tavsan detrusor kasi iizerinde yapilan bir ¢alismada bir muskarinik agonist
olan betanekol ile indiiklenen kasilmanin bir Rho kinaz inhibitorii olan Y-27632 ve
selektif olmayan bir katyon kanal blokéri olan LOE-908 birlikte uygulanmasi ile
ortadan kaldirildigi bildirilmis ve detrusordaki muskarinik reseptorlerin aktivasyonu
sonucu meydana gelen hcre i¢i olaylarda Rho-kinazlarin ve katyon kanallarinin yer
aldig1 gosterilmistir (Jezior ve ark., 2001). Ayrica yapilan bir baska calismada izole
sigan detrusor kasinda karbakol ile indiiklenen kasilma yanitlarinin Rho-kinaz inhibitor(
Y-27632 ile inhibe edildigi, fakat Y-27632 tarafindan KCI ile indiiklenen kasilma
yantlarinin inhibe edilmedigi gosterilmis ve sonug¢ olarak da izole sigan mesane
detrusor kasinda muskarinik reseptorlerin aktivasyonu sonucu indiiklenen kasilmada
Rho-kinaz larin da rol oynadig: bildirilmistir (Wibberley ve ark., 2003).

Muskarinik reseptorlerin fonksiyonlarinin mesane tikanikligi, norojenik
mesane, asir1 aktif detrusor gibi ¢esitli iirolojik hastaliklarda degistigi bildirilmistir ve

yapilan bir ¢aligmada asir1 aktif norojenik detrusor hastaligi bulunan hastalardan izole
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edilen detrusor kasinin muskarinik reseptor aktivasyonuna karsi hipersensitize oldugu

gosterilmistir (German ve ark., 1995).
b. Adrenerjik Sistem

1- Alfa (o) Reseptorler

Insan mesanesinde adrenerjik inervasyonun baskin olmamasi nedeniyle mesane
fonksiyonarinda sempatik sistemin rolii tartismalidir (Gosling ve ark., 1999). Secici
olarak alfa adrenoseptorleri uyaran ilaglar izole insan detrusor kasinda kiigiik ve
degisken bir kasilma etkisi olustururlar (Andersson, 1993). Radyoligand yontemlerle
yapilan bir ¢aligmada insan mesanesinde o3, adrenoseptorlerini kodlayan mRNA’ larin
hem trigon ve mesane tabaninda hem de mesane govdesinin iist kisminda lokalize

oldugu gosterilmistir (Walden ve ark., 1997).

2- Beta (p) Adrenoseptorler

Detrusor kasinda beta reseptorler alfa reseptorlere gére dominant durumdadir
ve detrusor kasindaki adrenerjik sinirlerin elektriksel uyarimi sonucu norepinefrin
saliverilmesi sonucu beta adrenoseptorler araciligiyla gevseme yaniti meydana
gelmektedir (Perlberg ve Caine, 1982). insan mesanesinde polimeraz zincir reaksiyonu
metoduyla yapilan bir c¢aligmada (3 adrenerjik reseptorleri kodlayan mRNA
ekspresyonunun toplam beta adrenerjik reseptorleri kodlayan mRNA ekspresyonunun
% 97 si oldugu ve bu oranin ; ve B, adrenerjik reseptorler icin sirasiyla % 1,5 ve % 1.4
oldugu gosterilmistir (Yamaguchi, 2002). Ayrica yapilan bir bagka calismada [
adrenerjik agonistlerin insan detrusor kasini etkili bir sekilde gevsettigi bildirilmistir

(Takeda ve ark., 1999).

c. Non-adrenerjik/non-kolinerjik Sistemler

Mesanede bir NANK bileseni olan adenozin trifosfat iyon kanali ile kenetli
P2X reseptorii ve G proteini ile kenetli P2Y reseptorii araciligiyla etkisini
olusturmaktadir. Tavsan, sigan ve c¢esitli canli tiirlerininin mesanesinde piirinerjik
reseptorler  oldugu  bildirilmistir  (Burnstock, 2001). Yapilan  ¢esitli
immiinohistokimyasal ¢aligmalarda sican ve fare detrusor kasinda P2X; reseptor alt
tipinin dominant oldugu bildirilmistir (Lee ve ark., 2000; Vial ve Evans, 2000). Insan

mesanesinde de P2X; reseptorlerinin diger P2X reseptor alt tiplerine gére dominant
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oldugu ileri siiriilmiistiir (O’Reilly ve ark., 2001). Detrusor kasinda ATP’ nin ligand
kapili katyon kanali olan P2X reseptdrlerini aktive etmesi sonucu ekstraseliiler Ca™"
hiicre i¢ine girer ve kasilma yaniti olusmasina neden olur (Burnstock ve Williams,
2000). Sican mesane detrusor kasi {izerinde yapilan bir ¢alismada o,-metilen-ATP ile
indiiklenen kasilma yanitlarmin bir Rho-kinaz inhibitori olan Y-27632 ile anlamli
Olgiide inhibe edildigi gosterilmis ancak bu etkinin mekanizmast tam olarak
belirlenememistir (Wibberley ve ark., 2003). Idiyopatik detrusor asir1 aktivitesi olan
hastalarda P2X reseptor aktivitesinin degistigi bildirilmistir. Yapilan bir calismada izole
mesane preparatlarinda sinirsel aracili kasilmalarin piirinerjik bir bileseni olmadigy,
ancak asirt aktif mesane numunelerindeki sinirsel aracili kasilmalarda P2X
reseptorlerinin %50 oranda rol aldig1 gosterilmistir (O’Reilly ve ark., 2002). Bu da asir1
aktif mesane hastaligi olan hastalarin mesanclerinde anormal bir piirinerjik aktivite
oldugunu ve ATP nin asir1 aktif mesanelerde giicli bir kasici ajan oldugunu
gostermektedir (Husted ve ark., 1983; Harvey ve ark., 2002).

L-arjininden tureyen NO’ nun alt Griner sistemin ana inhibitér bir NANK
bileseni oldugu bilinmektedir (Andersson, 1993; Andersson ve Persson, 1995; Mumtaz
ve ark., 2000). Nitrik oksidin detrusor iizerindeki aktivitesi heniiz tam anlamiyla tespit
edilememistir. Yapilan bir ¢aligmada insan ve domuz izole detrusor preparatlarinin EFS
ile uyarilmasi sonucu NANK aracili gevseme yanitt meydana geldigi bildirilmistir
(Klarskov, 1987). Insan mesanesinde bu gevsemenin kisa siireli ve c¢abuk ortadan
kayboldugu gosterilmistir (Andersson ve Arner, 2004). Izole insan mesanesinde yapilan
bir ¢alismada EFS ile olusturulan gevseme yanitinin N-nitro-L-arjinine duyarli oldugu
bildirilmig, nitirk oksidin detrusor tarafindan diiretilebilecegi ve mesanenin dolum
fazinda meydana gelen gevsemede onemli bir rola sahip olabilecegi ileri siirtilmiistiir
(James ve ark., 1993). Ancak NO’ nun mesanenin gevseme mekanizmalarindaki
fizyolojik rolii ile ilgili bilgiler hala tartigmalidir.

Vazoaktif intestinal polipeptidin VPAC; ve VPAC,; olarak bilinen iki reseptoru
vardir ve Gs kenetlidir (Harmar ve ark., 1998). Bu reseptorler insan mesanesi de dahil
olmak Uzere cesitli tiirlerin mesanesinde bulunmaktadir (Reubi, 2000). ViP’ in izole
insan detrusor kasinda spontan aktiviteleri inhibe ettigi; ancak muskarinik reseptdrlerin
stimiilasyonu ve EFS ile indiiklenen kasilmalar iizerinde ¢ok az etkisi oldugu ileri

stiriilmiistiir (Kinder ve ark., 1985; Sjogren ve ark., 1985). Kobay, sican ve tavsan
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mesanesi (izerinde yapilan calismalarda ise VIP’ in kobay ve sican mesanesi iizerinde
herhangi etkisi olmadig1 ancak tavsan detrusor kasi preparatlarinda gevsemeye ve
spontan aktivitenin inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir (Levin ve Wein, 1981,
Finkbeiner, 1983; Erol ve ark., 1992).

P maddesi, nérokinin A (NKA) ve norokinin B (NKB) nin yer aldigi
tasikininler sigan, insan ve bazi diger tiirlerin mesanelerinin primer aferent sinirlerinde
bulunmaktadir (Maggi, 1993; 1995; Lecci ve Maggi, 2001). Tasikininlerin genellikle
temel olarak aferent fonksiyonlara sahip oldugu bilinse de bu peptidlerin periferden
saliverilmesinin mesanede nérojenik inflamasyonu indiikleyerek detrusor fonksiyonu
Uzerinde 6nemli etkileri vardir (Lecci ve Maggi, 2001). Tasikinin reseptorleri NK;, NK;
ve NKj olmak {izere ii¢ cesittir ve sirasiyla P maddesi, NKA ve NKB nin bu
reseptorlere yiiksek affiniteyle baglanarak etki gostermektedir. Radyoligand baglanma
calismalar1 ve otoradyografik calismalarda sican detrusorunda NKj;, NK; ve NKj
reseptorlerinin varligi gosterilmis; ancak hamster, fare ve insan detrusorunda NK;
reseptorlerinin dominant oldugu bildirilmistir (Lecci ve Maggi, 2001). Tasikininlerden
en potent olaninin NKA oldugu ve insan mesanesinde NK; reseptorlerinin tasikinin
aracili etkiye neden oldugu ileri siiriilmiistiir (Dion ve ark., 1988).

Prostanoidler =~ mesanede  siklooksijenaz (COX) enzimi aracilifiyla
sentezlenmektedir (Khan ve ark., 1998). Bu enzimin COX-1 ve COX-2 olmak (izere iki
izoformu vardir ve COX-1 normal fizyolojik biyosentezden sorumluyken COX-2 ise
inflamasyon durumunda aktive olmaktadir (Tramontana ve ark., 2000). Prostanoidler
detrusor kas1 ve mukozada lokal olarak tiretilmektedir (Jeremy ve ark., 1987; Khan ve
ark., 1998). Mesanede kantitatif olarak en ¢ok prostaglandin I, (PGl;)’ nin bulunmakta
ve bunu sirasiyla prostaglandin E, (PGE,), prostaglandin F,, (PGF,,) ve tromboksan A2
(TxA2)’ nin izlemektedir (Jeremy ve ark., 1987). Prostanoidler etkilerini hiicre
membraninda bulunan spesifik reseptorleri araciligiyla gosterir; bu reseptorler DP, EP,
FP, IP ve TP reseptorleridir ve sirasiyla PGD,, PGE;, PGF,,, PGl, ve TXA; tarafindan
uyarilir. Bu reseptorlerin sinyal yolaklar1 da birbirinden farklidir. TP ve EP1 reseptorleri
Gq kenetlidir ve uyarildiklarinda Ca**/DAG yolagin1 aktive eder; EP, ve EP4
reseptorleri Gs kenetlidir ve uyarildiklarinda hiicre i¢ci cAMP’ yi arttirirlar; EP3
reseptorleri ise Gi kenetlidir ve uyarildiklarinda ¢cAMP olusumunu inhibe ederler

(Breyer ve ark., 2001). Yapilan gesitli ¢alismalarda PGF,,, PGE; ve PGE;‘ nin izole
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insan ve farkli tiirlerin detrusoru iizerinde kasilma yaniti olusturdugu ve bunlarin

detrusor tonuslarinin siirdiiriilmesine de katki sagladig: bildirilmistir (Andersson, 1993).

2.1.6. Mesane Kasilmasinda Meydana Gelen Hiicre ici Olaylar

Hiicre ici Ca'™ konsantrasyonunun artisi detrusorda kasilma olusmasi igin
temel basamaktir (Andersson ve Arner, 2004). Ancak bu artis hem ekstraseliiler
ortamdan hiicre igine Ca™ girisiyle olmakta hem de sarkoplazmik retikulumdan Ca™*
saliverilmesi ile olmaktadir ancak ayrintili mekanizma tam anlamiyla ¢oziilememistir
(Kajioka ve ark., 2002). Diiz kasta cesitli Ca’" kanallarmin varlig1 gosterilmistir
(Berridge ve ark., 2003). Ornegin baz1 diiz kaslarda en az iki ya da daha fazla sayida
SOCC bulunmaktadir. Bu kanallarm her birinin Ca*" ‘a olan gegirgenligi belirgin
derecede farkhidir (Albert ve Large, 2003). Kobay mesane diiz kas hiicresi iizerinde
yapilan bir c¢alismada depolarizasyon aracili intraseliler Ca'™ konsantrasyonunu
degisiminin temel mekanizmasinin VDCC’ler araciligiyla hiicre icine Ca’™" girisi oldugu
bildirilmistir. Ayrica bu ¢alismada intraseliiler Ca™" konsantrasyonunun Ca*™" kanallari
araciligryla kontrol edildigi ve depolarizasyonla indiiklenen L-tipi Ca™ kanallarindan
Ca™" influksunun intraseliiler Ca™ depolarindan Ca'" saliverilmesine neden oldugu
bildirilmistir (Ganitkevich ve Isenberg, 1992). ACh ve ATP gibi mesanedeki temel
nérotransmiterler araciligiyla ekstraseliiler Ca™ ‘un dihidropiridin duyarli Ca*™ kanallar:
araciligiyla hiicre igine girdigi, bunun da intraseliiler Ca"" mobilizasyonunu sagladig: ve
bu mekanizmayla detrusor dokusunda kasilma olustugu bildirilmistir (Andersson,
1993).

insan mesanesinde ekstraseliiler Ca*™* ‘un detrusorun kasilmasinda major rol
aldig1 bildirilmesine ragmen intraseliiler Ca™" saliverilmesinin ve ekstraseliiler Ca™"
influksunun bu kasilmanin olugmasina ne derece katki sagladiklar1 yapilan cgesitli
calismalarda farklilik gostermektedir (Batra ve ark., 1987; Harriss ve ark., 1995; King
ve ark., 1998; Masters ve ark., 1999; Wu ve ark., 1999; Visser ve van Mastrigt, 2000).
Domuz mesanesinin detrusor kasinda yapilan bir ¢alismada karbakol ile indiiklenen
kasilmanin olugsmasinda temel mekanizmanin hiicre membraninin depolarizasyonu ve
ekstraseliiler Ca™ influksu oldugu bildirilmis ve olusan depolarizasyonun da
muskarinik reseptdr aktivasyonu sonucu protein kinaz C (PKC) araciligiyla Katp

kanallarinin inaktivasyonu oldugu ileri siiriilmiistiir (Uchida ve ark., 1994).
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Detrusor kasinin  kasilmast i¢in Ca™ ‘un sarkoplazmik retikulumdan
saliverilmesi onemli bir basamaktir. Ca’™ sarkoplazmik retikulumdaki IP3
reseptorlerinin [Pz ile uyarilmasi sonucu ve aym sekilde sarkoplazmik retikulumdaki
ryanodin reseptorlerinin Ca™™ ile uyarilmasi sonucu (Ca'™ ile indiiklenen Ca"™
saliverilmesi) saliverilmektedir (Levin ve ark., 1993; Munro ve Wendt, 1994; Damaser
ve ark., 1997; Brading, 2002). Ayn1 zamanda sarkoplazmik retikulumda bulunan diger
bir Ca'™ tasiyicis1 olan sarkoendoplazmik retikulum Ca™ ATPaz (SERCA),
sitoplazmadaki Ca"™ iyonlarinin sarkoplazmik retikuluma tasinmasini saglamaktadir. Bu
kanallarin aktivasyonu sitozolik Ca™ konsantrasyonunu diisiirerek kas gevsemesine
neden olur. Ayni zamanda bu kanallar kas kasilmasi igin gerekli olan Ca™ iyonlarmin
sarkoplazmik retikulumda depolanmasini diizenlemektedirler (Rossi ve Dirksen, 2006).
Sarkoendoplazmik retikulum Ca**-ATPaz (SERCA), fosfolamban isimli protein ile
inhibe edilmekte ve bu proteinin deplesyonunun da mesane kasilmasini degistirdigi
bildirilmistir (Nobe ve ark., 2001).

Kasilma proteinlerinin Ca’" ile aktivasyonunun, Ca™ ile kalmodulinin
birlesmesi sonucu olusan bir fosforilasyon yolagi ile meydana geldigi bilinmektedir.
Olusan Ca’™" - kalmodulin kompleksi miyozin hafif zincir kinazi (MHZK) aktive eder
(Sekil 4). Aktive olmus MHZK 20 kDa miyozin regiilatér hafif zincirlerinin 19.
konumundaki serini fosforiller (Stull ve ark., 1996; Horowitz ve ark., 1996; Gallagher
ve ark., 1997; Arner ve Pfitzer, 1999). Regilatér hafif zincirin defosforilasyonu ise
miyozin hafif zincir fosfataz (MHZF) ile katalize edilmektedir (Cohen, 1989). Diiz
kaslardaki MHZK’nin ve MHZF’nin aktivasyonu kasilma ve gevsemenin olusmasi i¢in
temel yolaktir (Arner ve Pfitzer, 1999). Cesitli fizyolojik agonistler yalnizca intraseliiler
Ca"* konsantrasyonunu degistirmez. Ayrica kontraktil sistemin Ca** ‘a olan duyarliligin
da degistirirler (Andersson ve Arner, 2004).

Miyozin hafif zincir fosfataz Uzerinde yapilan cesitli ¢alismalar MHZF’ 1n
inhibisyonu ile sonuglanan ana yolaklardan birinin de Rho siiperfamilyasinin kiigiikk G
proteinleri ile aktive edilen Rho ile iligkili kinazlar oldugu bildirilmistir (Somlyo ve
Somlyo, 2000). Rho, diger baz1 kiiciik G proteinleri gibi guanozin difosfat (GDP) ile
olan bagin guanozin trifosfat (GTP) ile degismesi ile aktive edilmektedir ve bu
aktivasyon/deaktivasyon olayr GTPaz aktive edici protein (GAP), guanin niikleotid
degisim faktorii (GEF) gibi baz1 proteinlerle kontrol edilmektedir (Symons, 1996). Rho
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proteinleri Rho ile iliskili kinazi1 aktive eder ve aktive edilmis bu enzim MHZF’ 1
miyozinin baglandigi alt birimini fosforilleyerek inhibe eder (Sekil 5) (Kimura ve ark.,
1996). Yapilan in vitro bir ¢alismada Rho-kinaz inhibitorii olan Y-27632’ nin sigan
mesanesinde karbakol, betanekol ve nérokinin A (NKA) ile indiiklenen kasilma
yanitlarin1 anlamli olarak azalttig1 gosterilmis ve sonug¢ olrarak mesanede muskarinik
reseptorler ve tagikinin reseptorleri aracilifiyla olusan kasilma mekanizmasinda Rho-

kinazlarin da rol aldig1 bildirilmistir (Wibberley ve ark., 2003).

o Ca™
L-tipi kalsiyum
kanall —_—

Sekil 5. G proteinlerinin aktivasyonu ile meydana gelen hiicre ici mekanizmalar SR: sarkoplazmik
retikulum, CM: kalmodulin, 1P3: inositol trifosfat, cAMP: siklik adenozin monofosfat,
cGMP: siklik guanozin monofosfat, MHZ: miyozin hafif zinciri, MHZK: miyozin hafif zincir
kinaz, MHZF: miyozin hafif zincir fosfataz (Klabunde, 2004 ten uyarlanmistir)
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2.2. Pantoprazol

Proton pompasi inhibitérleri (PPI), gastrik ve duodenal Glserler de dahil olmak
Uzere 6zofajit ve gastrodzofageal reflii hastaligi gibi iist gastrointestinal kanalin asit ile
iliskili ¢esitli hastaliklarinin tedavisine yonelik gelistirilen en 6nemli ilag siifidir
(Jungnickel, 2000). Bu ilaglar mide asit sekresyonunu saglayan proton pompasi olarak
da bilinen H/K*-ATPaz’ a baglanmakta ve bu pompanin yapisinda bulunan bir ya da
daha fazla sistein parcasinin disiilfid doniisiimiine ugramasina neden olarak irreversibl
bir inhibisyon meydana gelmektedir (Besancon ve ark., 1997; Shin ve ark., 2004). Bu
smif ilaglar boylece mide paryetal hiicrelerinden gastrik asit sekresyonu baskilamaktadir
(Richardson ve ark., 1998; Welage ve Berardi, 2000). Klinik kullanimi onaylanan ilk
PPI omeprazoldiir ve 1989 yilinda piyasaya siiriilmiistiir (Lindberg ve ark., 1990). Daha
sonra bunlar1 lansoprazol ve rabeprazoliin klinikte kullanimi izlemis ve pantoprazol
2000 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’ nde onaylanarak piyasaya siiriilmiistiir

(Jungnickel, 2000).

2.2.1. Pantoprazoliin Kimyasal Yapisi

Pantoprazol bir piridin halkas1 ve bir benzimidazol halkasinin metilensiilfinil
grubuyla baglanmasi ve bu halkalarin siibstitiie edilmesiyle elde edilmistir ve kimyasal
ismi 5- difluorometoksi- 2- [(3,4- dimetoksi- piridin- 2- il) metil silfinil]- 1H-
benzimidazol’ diir (Sekil 6) (Shin ve ark., 2004).

H
N O
F /7
S N
)\ N/>_ 7\

Sekil 6. Pantoprazoliin kimyasal yapisi

17



2.2.2. Pantoprazoliin Farmakokinetik Ozellikleri

Pantoprazol zayif bazik yapida bir maddedir. Asitlik iyonizasyon sabitinin
negatif logaritmas1 (p[Ka]) yaklasik olarak 4 tiir ve pH’ nin yaklasik 1 oldugu yiiksek
asitlie sahip uyarilmis paryetal hiicrelerin kanalikular liimeninin etrafinda birikir
(Cheer ve ark., 2003). Pantoprazol in vitro ortamda kismi asidik pH ve ndtral pH
araliginda (pH=3,5-7,4) omeprazol, lansoprazol ve rabeprazole gore daha stabildir
(Fitton ve Wiseman, 1996). Pantoprazolin pH=5,1" de kimyasal aktivasyona ugrama
yar1 omrii 4,7 saattir. Bu stire omeprazol, lansoprazol ve rabeprazole gére ¢ok daha
uzundur; ancak yiliksek asit konsantrasyonunun oldugu ortamda (pH=1,2) ise
pantoprazol i¢in bu deger 4,6 dakikadir (Kromer ve ark., 1998).

Pantoprazol oral uygulamay1 takiben hizla absorbe edilir, ¢ok az miktarda ilk
gecis eliminasyonuna ugrar. Oral biyoyararlanimi % 77’ dir (Parsons, 1996; Radhofer-
Welte, 1999). Tek doz 40 mg oral olarak uygulanan pantoprazoliin ortalama yarilanma
Omru yaklasik 1 saattir (Huber ve ark.,, 1996). Gastrik asit ile meydana gelen
degredasyonu engellemek amaciyla enterik kapli tablet olarak formiile edilmistir (Klotz,
2000). Pantoprazol CYP2C19, CYP3A4 ve siilfotransferaz enzimleri aracihigi ile
tamamen karacigerde metabolize olmaktadir (Stedman ve Barclay, 2000) ve olusan
metabolitleri % 80 oraninda bobrekler araciligiyla elimine edilmektedir (Huber ve ark.,
1996). Pantoprazoliin metabolizmasindan biiyiik oranda CYP2C19 sorumludur bu
enzimle 5-hidroksipantoprazole; bu bilesik de siilfotransferaz ile pantoprazol siilfata
dontisiir. Daha az bir oranda ise CYP3A4 ile metabolize olur ve bu enzim araciligi ile de
pantoprazol siilfon ve pantoprazol siilfit bilesiklerine doniisiir (Sekil 7) (Hagymasi ve
ark., 2011).
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Pantoprazol

cw:cwl CYPIAL \L HHML

5-hidroksi  Pantoprazol Pamtoprazol
pantoprazol siilfon siilfit

Siilfotransferaz J

Pantoprazol
siilfat

Sekil 7. Pantoprazoliin metabolizmas: (Hagymasi ve ark., 2011° den uyarlanmustir)

2.2.3. Pantoprazoliin Farmakodinamik Ozellikleri

Midede asidik ortamda pantoprazol hizli bir aktivasyona ugrar ve H'/K'-
ATPaz’ a irreversibl baglanan katyonik siklik siilfenamid bilesigine doniisiir (Sekil 8)
(Sachs, 1997; Huang ve Hunt, 2001). Pantoprazoliin aktivasyonu sonucu doniistigi
siklik siilfenamid yapisindaki bilesik proton pompasinin katalitik (o) alt birimindeki bir
ya da daha fazla sisteine baglanarak bu pompay1 geri doniigsiiz inhibe eder (Fitton ve
Wiseman, 1996). Pantoprazol proton pompasinin transport domaininde yerlesik bulunan
sistein-822 yapisina baglanan tek PPI dir ve bdylece inhibisyonu tersine cevirebilecek
glutatyon ve ditiyotreitol i¢in bu bolge erisilemez durumdadir (Kromer, 1995; Shin ve
Sachs, 2002). Bu nedenle pantoprazol en uzun etki siireli PPI’ dir (Shin ve Sachs,
2002).
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Pantoprazol Stlfenik asit Stilfenamit Inaktive edilmis enzim

ekil 8. Pantoprazoliin asidik ortamdaki aktivasyon basamaklarn ve H/K*-ATPaz enziminin
p y

inhibisyonu (Welage, 2003 ’ten uyarlanmstir) E: enzim

Pantoprazol ve diger PPI’ ler ile yapilan in vitro ¢alismalarda bu grup ilaglarn
diiz kaslar iizerinde gevsetici bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Omeprazol,
pantoprazol, ve lansoprazoliin izole sigan ileumu iizerindeki etkileri incelenmis ve ii¢
maddenin de ileumun spontan kasilmalarinin hem frekansint hem de amplitiidiinii
azalttig1 gosterilmistir. Pantoprazoliin de bunlarin arasinda en ¢ok gevsetici etkiye sahip
olan bilesik oldugu bildirilmistir (Kurt ve ark., 2011). izole insan miyometriyum dokusu
tizerinde yapilan bir ¢aligsmada ise pantoprazol, omeprazol, esomeprazol, lansoprazol ve
rabeprazoliin miyometriyumda spontan kasilmalar1 inhibe ettikleri ve en etkili
inhibisyonun ise pantoprazol ile olustugu gosterilmistir (Terranova ve ark., 2014).
Baska bir PPl olan omeprazoliin ise izole sigan aortasinda etkili bir gevseme yaniti
olusturdugu gosterilmistir (Kelicen ve ark., 2002).

Pantoprazoliin ve diger PPI’ lerin birgok doku ve organin diiz kaslari {izerinde
etkili bir gevseme meydana getirdikleri gosterilmesine ragmen mesane detrusor kasi

tizerindeki etkileriyle ilgili bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.
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3. MATERYAL ve METOT

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve
Arastirma Merkezi (DEHAM)’ nde gergeklestirildi. Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 23/02/2018 tarihli ve 68489742-604-E.6795 sayili karari ile onaylandiktan

sonra deneylere baslandi.

3.1. Deney Hayvanlar

Calismada Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Aragtirma Merkezi (DEHAM) nde yetistirilen 250-300 gram agirliginda olan, suya ve
yeme erisiminin serbest oldugu ve 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik dongiisiiniin

bulundugu ortamda tutulan 21 tane erkek Sprague Dawley sicanlar kullanildu.

3.2. Kullanilan ilaclar ve Kimyasal Maddeler
Pantoprazol sodyum (Bayer):

Proton pompasi inhibitorii

Kapali Formiilii: C16H15F2N3NaO4S

Molekiil agirhigi: 405, 352 g/mol

Kimyasal Formuli:

O
F‘( N\ S#o o—CHs
O—CH;
F N | S
+ N /
Na

Diltiazem HCI (Mustafa Nevzat):
L-tipi kalsiyum kanal blokori
Kapali formiilii: C2,H27CIN2O4S
Molekiil agirlig: : 450,978 g/mol

Kimyasal formali:
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N“-nitro-L-arjinin-metil esteri (Sigma):
Nitrik oksit sentaz inhibitoru
Kapal1 Formiilii: C7H15Ns504
Molekiil agirhigi: 233,228 g/mol
Kimyasal Formulu:

o

\N+/NH NH,

A==\
o
HoN —0
o
AN
CHy

Asetilkolin klorir (Sigma):
Secici olmayan muskarinik reseptor agonisti
Kapali Formiilii: C7H16CINO,
Molekiil Agirligr: 181,66 g/mol

Kimyasal Formul:

o CHs
.
)K /\\,/'f—CH3
HaC .
> © CHs Cl

Krebs-Henseleit Cozeltisi
Sodyum klortr (NaCl) (Sigma): 118 mM
Potasyum Klorir (KCI) (Sigma): 5,6 mM
Kalsiyum Klortr (CaCl,) (Sigma): 2,5 mM
Magnezyum siilfat (MgSQ,) (Sigma): 1,2 mM
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Sigma): 25 mM
Potasyum dihidrojenfosfat (KH,PO,) (Sigma): 0,9 mM
Glukoz (CgH1206) (Sigma): 11 mM
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3.3. Sican Mesane Detrusor Kasimin Izolasyonu ve Organ Banyosuna
Yerlestirilmesi

Ketamin (100 mg/kg, i.p.) ve klorpromazin (0,75 mg/kg i.p.) ile anestezi
yapilan sicanlarin abdominal bdlgesine yapilan insizyon ile mesane goriiniir hale
getirildi ve ¢ikarildi (Sekil 9a, 9b). Ardindan igerisinde Krebs-Henseleit cozeltisi
bulunan petri kabina alindi. Hayvanlara servikal dislokasyon yodntemiyle otenazi
uygulandi. Petri kabina alinan mesane etrafindaki yag ve bag dokudan temizlendi ve
detrusor kism1 4x10 mm ebatlarinda serit halinde kesildi (Sekil 10a). Seritin alt ucu 4/0
ipek cerrahi iplik ile icerisinde Krebs-Henseleit ¢dzeltisi bulunan ve %95 O,/ %5 CO;
karisimi ile gazlandirilan 37,2 °C sicakliktaki 10 ml lik organ banyosunun igindeki
kancaya sabitlendi. Diger ucu 4/0 ipek cerrah iplik ile Quad Bridge amplifiyer (ML118,
ADInstruments, UK) ile bagli bulunan izometrik gii¢ transduserine (MLT0201,
ADInstruments, UK) longitudinal olarak asildi (Sekil 10b). Elektriksel alan
stimulasyonu i¢in detrusor seritleri Grass S88 (Grass, USA) stimiilatore bagli bipolar
halka elektrod (MLAO0305/8, ADInstruments, UK) un icinden gegcirildi.
Transduserlardan alinan elektriksel sinyal veri kazanim sistemine (PowerLab/4SP
ADInstruments, UK) aktarildi (Sekil 11). Asilan mesane dokusunun gerimi 1 grama
ayarland1 ve 1 saat boyunca dinlenmeye birakildi. Bir saatlik dinlenme siiresi boyunca
dokular her 15 dakikada bir Krebs-Henseleit ¢ozeltisi ile yikandi ve bir saatin sonunda
deney protokoliine gegildi.
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Sekil 9. In vitro deneyler igin uygulanan cerrahi islemler

a. Abdominal bolgede orta hatta insizyon uygulamasi b. Mesanenin agiga ¢ikarilmast

W

f
I
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Sekil 10. izole detrusor preparatinin hazirlanmasi

a. Detrusor kas seridinin hazirlanmasi ve kancalara takilmasi b. Detrusor kas seritlerinin organ

banyosuna asilmasi
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Sekil 11. Organ banyosu diizenegi
3.4. Deney Protokol

3.4.1. Pantoprazoliin Mesane Detrusor Kasinda Asetilkolin ile Indiiklenen
Kasilma Yamtlar1 Uzerine Etkisi
Dokularin gerimi 1 grama ayarlandi. Her dokuya ACh (10°-10° M)
konsantrasyon araliginda kiimiilatif uygulandi ve elde edilen kasilma yanitlari
maksimum yanitin yiizdesi olarak kaydedildi (Kontrol yanitlar1). Daha sonra dokular
yikand1 ve dinlendirildi. Pantoprazol sirasiyla 10, 5x10™ ve 10 M konsantrasyonda
banyoya eklendi. Her pantoprazol konsantrasyonundan 10 dakika sonra dokulara ACh
10°-10° M konsantrasyon araliginda kiimiilatif olarak uygulandi. Her pantoprazol
uygulamasi ardindan ACh ile yanit alindiktan sonra dokular yikandi ve dinlendirildi.

Tiim kasilma yanitlart maksimum kontrol yanitinin yiizdesi olarak hesaplandi.

3.4.2. Pantoprazoliin Mesane Detrusor Kasinda Potasyum Klorir ile
Indiiklenen Kasilma Yamtlar1 Uzerine Etkisi

Dokularmn gerimi 1 grama ayarlandi. Dokulara her banyoda 80 mM olacak

sekilde KCI eklendi ve elde edilen kasilma yanitlar1 kaydedildi (Kontrol yanitlar1). Daha

sonra dokular yikandi ve dinlendirildi. Pantoprazol sirasiyla 10 5x10* ve 10° M

konsantrasyonda banyoya eklendi. Her pantoprazol eklenmesini takiben 10 dakika sonra

dokulara her banyoda 80 mM olacak sekilde KCI uygulandi. Her pantoprazol
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uygulamasi ardindan KCl ile yanit alindiktan sonra dokular yikandi ve dinlendirildi.

Tiim kasilma yanitlart maksimum kontrol yanitinin yiizdesi olarak hesaplandi.

3.4.3. Pantoprazoliin Mesane Detrusor Kasinda Elektriksel Alan
Stimiilasyonu ile Indiiklenen Kasilma Yamitlar1 Uzerine Etkisi
Dokularm gerimi 1 grama ayarlandi. Her dokuya 100 volt, 0,5 ms, 2-64 Hz (2,
4, 8, 16, 32, 64) araliginda elektriksel alan stimiilasyonu uyguland: ve elde edilen
kasilma yanitlart maksimum yanitin yiizdesi olarak kaydedildi (Kontrol yanitlari). Daha
sonra dokular yikandi ve dinlendirildi. Pantoprazol sirasiyla 10 5x10* ve 10° M
konsantrasyonda banyoya eklendi. Her pantoprazol eklenmesini takiben 10 dakika sonra
dokulara elektriksel alan stimulasyonu uygulandi. Tiim kasilma yanitlar1 maksimum

kontrol yanitinin yiizdesi olarak hesaplandi.

3.4.4. Pantoprazoliin Mesane Detrusor Kasinda Asetilkolin ile indiiklenen
Kasilma Yanitlar1 Uzerine Etkisinde Kalsiyum Kanallarinin Rolii

Dokularin gerimi 1 grama ayarlandi. Her dokuya ACh (10°-10° M)
konsantrasyon araliginda kiimiilatif uygulandi ve elde edilen kasilma yanitlari
maksimum yanitin yiizdesi olarak kaydedildi (Kontrol yanitlar1). Daha sonra dokular
yikand1 ve dinlendirildi. On dakikalik bekleme siiresinden sonra diltiazem (10 M)
varliginda ACh (10°-10° M) konsantrasyon araliginda kiimiilatif uygulandi ve elde
edilen kasilma yanitlari maksimum yanitin yiizdesi olarak kaydedildi. Pantoprazolln
etkisinde Ca'™ kanalinin etkisinin arastirildigi calismada diltiazem (10 M) ve
pantoprazol (5x10* M) varliginda (Diltiazem uygulamasmni takiben 10 dk sonra
pantoprazol uygulandi) ACh (10°-10° M) konsantrasyon araliginda kiimiilatif
uygulandi. Elde edilen kasilma yanitlar1 maksimum kontrol yanitinin yiizdesi olarak

hesaplandi.

3.4.5. Pantoprazoliin Mesane Detrusor Kasinda Potasyum Klorir ile
indiiklenen Kasilma Yamtlar1 Uzerine Etkisinde Kalsiyum

Kanallarimin Rolii
Dokularin gerimi 1 grama ayarlandi. Dokulara her banyoda 80 mM olacak
sekilde KCI eklendi ve elde edilen kasilma yanitlar1 kaydedildi (Kontrol yanitlar1). Daha
sonra dokular yikandi ve dinlendirildi. On dakikalik bekleme siiresinden sonra diltiazem

(10™* M) varhginda KCI1 (80 mM) uyguland1 ve elde edilen kasilma yanitlart maksimum
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yamtmn yiizdesi olarak kaydedildi. Pantoprazoliin etkisinde Ca"" kanalin etkisinin
arastirildigi  ¢alismada diltiazem (10* M) ve pantoprazol (5x10* M) varhiginda
(Diltiazem uygulamasini takiben 10 dk sonra pantoprazol uygulandi) KCl (80 mM)
uygulandi. Elde edilen kasilma yanitlar1 maksimum kontrol yanitinin yiizdesi olarak

hesaplandi.

3.4.6. Pantoprazolin Mesane Detrusor Kasinda Elektriksel Alan
Stimiilasyonu ile Indiiklenen Kasilma Yamitlar1 Uzerine Etkisinde

Kalsiyum Kanallarinin Rolii
Dokularm gerimi 1 grama ayarlandi. Her dokuya 100 volt, 0,5 ms, 2-64 Hz (2,
4, 8, 16, 32, 64) araliginda EFS uyguland: ve elde edilen kasilma yanitlar1 maksimum
yanitin yiizdesi olarak kaydedildi (Kontrol yanitlar1). Daha sonra dokular yikandi
dinlendirildi. On dakikalik bekleme siiresinden sonra diltiazem (10'4 M) varliginda EFS
uygulandi. Pantoprazoliin etkisinde Ca’" kanaliin etkisinin arastirildign calismada
diltiazem  (10* M) ve pantoprazol (5x10” M) varhginda (Diltiazem uygulamasini
takiben 10 dk sonra pantoprazol uygulandi) EFS uygulandi. Tiim kasilma yanitlar

maksimum kontrol yanitinin yiizdesi olarak hesaplandi.

3.4.7. Pantoprazoliin Mesane Detrusor Kasinda Potasyum Klorir ile
Indiiklenen Kasilma Yamitlar1 Uzerine Etkisinde Nitrik Oksidin

Rolu
Dokularin gerimi 1 grama ayarlandi. Dokulara her banyoda 80 mM olacak
sekilde KCI eklendi ve elde edilen kasilma yanitlar1 kaydedildi (Kontrol yanitlari1). Daha
sonra dokular yikandi ve dinlendirildi. On dakikalik bekleme siiresinden sonra L-
NAME (5x10* M) varliginda KC1 (80 mM) uygulandi. Pantoprazol etkisinde NO’in
etkisinin arastirildigi calismada L-NAME (5x10* M) ve pantoprazol (5x10* M)
varliginda KCI (80 mM) uygulandi. Tiim kasilma yanitlar1 maksimum kontrol yanitinin

yuzdesi olarak hesaplandi.

3.5. Istatistiksel Degerlendirme
Izole sican detrusor kasinda ACh, KCI ve EFS ile indiklenen kontrol
yanitlarindaki maksimum yanitlar %100 olarak kabul edildi. Pantoprazol, diltiazem ve

L-NAME varligindaki yanitlar ise bu maksimum yanitin yiizdesi olarak ifade edildi.

27



Sonuglar ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edildi. Veri analizi
GraphPad Prism (v6.0) (GraphPad Software Inc., San Diego, Calif., USA) yazilimi
kullanilarak gergeklestirildi. Verilerin normal dagilim gosterdigi tespit edildikten sonra
tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc test icin de Tukey-Kramer testi
kullanild1. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Pantoprazoliin Mesane Detrusor Kasinda Asetilkolin ile Indiiklenen
Kasilma Yanitlar1 Uzerine Etkisi

Pantoprazol 10* M konsantrasyonda ACh nin 10° M ve 10* M
konsantrasyonlarindaki kasilma yanitlarin1 kontrol grubuna gore anlamli olarak
azaltirken (p<0,01) ACh nin 10" M konsantrasyondaki kasilma yanitlarim degistirmedi
(Sekil 12).

Pantoprazol 5x10™* M ve 10 M konsantrasyonlarda ACh nin 10°, 10* 10° M
konsantrasyonlarindaki kasilma yanitlarini kontrol grubuna gore anlamli olarak azaltt1

(p<0,001) (Sekil 12, 13, 14).

120+
Kontrol

100+ 4% Pantoprazol (107 M)

=& Pantoprazol (5x10™ M)

(]
o
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Eay [e)]
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N
o
'l
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log[Ach]

Sekil 12. Pantoprazoliin ACh ile indiiklenen kasilma yamitlar1 iizerine etkisi
**p<0,01, ***p<0,001 Kontrol grubuna goére (n=7)

Tim degerler ortalama + S.E.M. olarak verilmistir

29



L e i T T ) I = U B

#ch 10-6 I
#ch 105 \

ACh 10-9
ACh10-3

Sekil 13. izole sican detrusorunda kiimiilatif ACh (10°°-10"° M) ile indiiklenen kasilma yanitlart
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Sekil 14. izole sigan detrusorunda pantoprazol (10”° M) varhginda kiimiilatif ACh (10°-10° M) ile

indiiklenen kasilma yanitlari
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4.2. Pantoprazoliin Mesane Detrusor Kasinda Potasyum Klorir ile
Indiiklenen Kasilma Yamtlar1 Uzerine Etkisi

Pantoprazol 10* M konsantrasyonda KCl (80mM) ile indiiklenen kasilma

yanitlarini kontrol grubuna gére degistirmezken, 5x10™ ve 10° M konsantrasyonlarda

KCI (80 mM) ile indiiklenen kasilma yanitlarim1 kontrol grubuna goére anlamli olarak

azaltt1 (p<0,001) (Sekil 15, 16, 17).
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Bl pantoprazol (104 M)

o
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BN pantoprazol (5x107™ M)

B Ppantoprazol (10 M)

Maksimum Kasilma (%)
[0}
e

40-
**k*
20-
***
0
KCI (80 mM)

Sekil 15. Pantoprazoliin KCI (80 mM) ile indiiklenen kasilma yanitlar iizerine etkisi
***p<(0,001 Kontrol grubuna gére (n=7)

Tiim degerler ortalama + S.E.M. olarak verilmistir
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Sekil 16. izole sican detrusorunda KCI (80 mM) ile indiiklenen kasilma yanitlari
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Sekil 17. izole sican detrusorunda pantoprazol (10 M) varliginda KCl1 (80 mM) ile indiiklenen kasilma

yanitlari
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4.3. Pantoprazolin Mesane Detrusor Kasinda Elektriksel Alan
Stimiilasyonu ile Indiiklenen Kasilma Yamtlar1 Uzerine Etkisi

Pantoprazol 10* M konsantrasyonda EFS ile indiiklenen kasilma yanitlarini

kontrol grubuna degistirmezken, 5x10™ ve 10° M konsantrasyonlarda tiim frekanslarda

EFS ile indiiklenen kasilma yanitlarini kontrol grubuna goére anlamli olarak azaltti

(p<0,05, p<0,01, p<0,001) (Sekil 18, 19, 20).
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< 1004 = Pantoprazol (10 M)
c_éj 80+ W Pantoprazol (5x10™* M)
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Sekil 18. Pantoprazoliin EFS ile indiiklenen kasilma yanitlar1 {izerine etkisi
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 Kontrol grubuna gore (n=7)

Tiim degerler ortalama + S.E.M. olarak verilmistir
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Sekil 19. izole sigan detrusorunda EFS (2-64 Hz) ile indiiklenen kasilma yamitlar
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Sekil 20. izole sican detrusorunda pantoprazol (10° M) varliginda EFS (2-64 Hz) ile indiiklenen kasilma

yanitlari
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4.4. Pantoprazoliin Mesane Detrusor Kasinda Asetilkolin ile Indiiklenen
Kasilma Yamtlar1 Uzerine Etkisinde Kalsiyum Kanallarinin Rolii

Diltiazem 10* M konsantrasyonda ACh nin 10°, 10% 10° M

konsantrasyonlarindaki kasilma yanitlarini kontrol grubuna gére anlamli olarak azaltti

(p<0,001). Pantoprazol (5x10™* M) ile diltiazem (10 M) kombine uygulandiginda, tek

basina diltiazem (10™ M) uygulanan grup ile karsilastirnldiginda ACh nin 10°, 10, 10

M konsantrasyonlarindaki kasilma yanitlarini degistirmedi (Sekil 21).
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Sekil 21. Pantoprazoliin diltiazem varliginda ACh ile indiikklenen kasilma yanitlari tizerine etkisi
DLT: Diltiazem
***p<0,001 Kontrol grubuna gore (n=7)

Tim degerler ortalama + S.E.M. olarak verilmistir
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4.5. Pantoprazoliin Mesane Detrusor Kasinda Potasyum Klorir ile
Indiiklenen Kasilma Yamtlarnn Uzerine Etkisinde Kalsiyum
Kanallarinin Rolii

Diltiazem 10* M konsantrasyonda KCl (80 mM) ile indiiklenen kasilma

yamtlarini kontrol grubuna gére anlamli olarak azaltti (p<0,001). Pantoprazol (5x10™
M) ile diltiazem (10” M) kombine uygulandiginda, tek basina diltiazem (10 M)
uygulanan gruba gore KCIl (80 mM) ile indiiklenen kasilma yanitlarini degistirmedi
(Sekil 22).
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Sekil 22. Pantoprazoliin diltiazem varliginda KCl (80 mM) ile indiiklenen kasilma yanitlar1 tizerine etkisi
DLT: Diltiazem
***p<(0,001 Kontrol grubuna gore (n=7)

Tim degerler ortalama + S.E.M. olarak verilmistir
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4.6. Pantoprazolim Mesane Detrusor Kasinda Elektriksel Alan
Stimiilasyonu ile Indiiklenen Kasilma Yamtlar1 Uzerine Etkisinde
Kalsiyum Kanallarinin Rolii
Diltiazem 10* M konsantrasyonda tiim frekanslarda EFS ile indiiklenen
kasilma yanitlarin1 kontrol grubuna gore anlamli olarak azaltt1 (p<0,001). Pantoprazol
(5x10™* M) ile diltiazem (10 M) kombine uygulandiginda, tek basma diltiazem (10™
M) uygulanan gruba goére 8-64 Hz araliginda EFS ile indiiklenen kasilma yanitlarini
anlaml olarak azaltt1 (p<0,05, p<0,01) (Sekil 23).
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Sekil 23. Pantoprazoliin diltiazem varliginda EFS ile indiiklenen kasilma yanitlari {izerine etkisi
DLT: Diltiazem
***p<0,001 Kontrol grubuna gore (n=7)
+p<0,05, ++p<0,01 Diltiazem grubuna gére (n=7)

Tim degerler ortalama + S.E.M. olarak verilmistir
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4.7. Pantoprazolin Mesane Detrusor Kasinda Potasyum Klorur ile
Indiiklenen Kasilma Yamitlar1 Uzerine Etkisinde Nitrik Oksidin

Rol
Pantoprazol 5x10™ M, KCl (80 mM) ile indiiklenen kasilma yanitlarini kontrol
grubuna gére anlamli olarak azaltt1 (p<0,001). L-NAME (5x10™ M), KCI (80 mM) ile
indiiklenen kasilma yanitlarin1 kontrol grubuna gore degistirmedi. Pantoprazol
(5x10* M) ile L-NAME (5x10* M) kombine uygulandiginda, KCl ile indiiklenen
kasilma yanitlarin1 kontrol grubuna gére anlamli olarak azaltirken (p<0,001), tek basina

pantoprazol (5x10-4 M) uygulanan gruba gore ise degistirmedi. (Sekil 24).
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Sekil 24. Pantoprazoliin L-NAME varliginda KCI (80 mM) ile indiiklenen kasilma yanitlari iizerine etkisi
***p<0,001 Kontrol grubuna gore (n=7)

Tim degerler ortalama + S.E.M. olarak verilmistir

38



5. TARTISMA

Bu caligmada pantoprazoliin izole sican mesane detrusor kasinda asetilkolin
(ACh), potasyum Klorir (KCI) ve elektriksel alan stimilasyonu (EFS) ile indiklenen
kasilma yanitlar1 iizerine etkisi ve bu etkinin Ca'" kanallar1 ve nitrik oksit (NO) ile
iligkisi aragtirildi. Pantoprazol; ACh, KCl ve EFS ile indiiklenen kasilma yanitlarim
anlamli olarak inhibe etti. Pantoprazol Ca™ kanal blokori diltiazem ile birlikte
uygulandiginda ACh ve KCI yanitlarinda tek basina diltiazem uygulanan gruba gore
anlaml bir degisiklik meydana getirmedi ancak EFS ile indiiklenen yanitlar1 anlamli
olarak azaltti. Pantoprazol nitrik oksit sentaz inhibitérii L-NAME ile kombine
uygulandiginda tek basina pantoprazol uygulanan gruba goére KCI ile indiiklenen
yanitlarda anlamli bir degisiklik meydana getirmedi.

Pantoprazol mide asit diizeyini azaltmak ve asit ile iligkili rahatsizliklar
engellemek i¢in giiniimiizde siklikla kullanilan proton pompa inhibitoriidiir. Pantoprazol
kullanan olgularin  bir kisminda ¢esitli iiriner problemler bildirilmistir. Bu
problemlerden biri de {iriner retansiyon denen mesanenin yeterince kasilamamasina
bagl idrar ¢ikisinin azalmasidir (eHealthMe 2018). Bu durum pantoprazoliin mesane
detrusor kasini etkileyerek iiriner retansiyona neden olabilecegini diistindliirmiistiir.
Cesitli in vitro ¢aligmalarda da pantoprazol ve diger proton pompa inhibitérlerinin (PPI)
aorta (Okabe ve ark., 1996; Kelicen ve ark., 2002), korpus kavernozum (Sarioglu ve
ark., 2000), miyometriyum (Yildirirm ve ark., 2001; Terranova ve ark., 2014), radiyal
arter (Naseri ve Yenisehirli, 2006), vas deferens (Yenischirli ve Onur, 2006), ileum
(Kurt ve ark., 2011) ve 0Ozofagus sfinkteri (Duman ve ark., 2011) (zerinde etkili
gevseme yanit1 olusturduklari gosterilmistir. Ancak pantoprazoliin mesane detrusor kasi
tizerindeki etkisi ve etki mekanizmasiyla ilgili herhangi bir ¢calisma yapilmamistir. Bu
amacla biz de sican izole mesane detrusor kasinda pantoprazolun etkisini ve olas1 etki
mekanizmalarini aragtirmay1 planladik.

Mesane detrusor kasinda parasempatik aktivite hakimdir ve mesane i¢i basing
belli bir degere ulastiginda pelvik sinirler aracilifiyla efferent bir parasempatik uyari
detrusorda ACh aracili kasilma meydana gelmesine neden olur (De Groat, 1981,
Sivrioglu, 2005). ACh etkisini muskarinik reseptorler araciligiyla gostermektedir ve
detrusor kasinda ACh’nin kasici etkisinin farede (Canda ve ark., 2009), sicanda (Wang
ve ark., 1995; Longhurst ve ark., 1995), kobayda (Noronha-Blob ve ark., 1989) ve
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insanda (Chess-Williams ve ark., 2001; Fetscher ve ark., 2002) direkt olarak muskarinik
3 (M3) reseptorlerinin aktivasyonuna bagli oldugu bildirilmistir. Detrusor diiz kasinda
M3 reseptorlerinin aktivasyonu ile fosfoinositidin hidrolizi sonucu inositol trifosfat (1P3)
ve diagilgliserol (DAG) agiga c¢ikar. IP3 sarkoplazmik retikulumdan Ca'™
saliverilmesine neden olurken DAG L-tipi Ca™ kanallarinin agilmasi sonucu
ekstraseliler Ca™ “un hiicre i¢ine girisine neden olmaktadir (Sellers ve Chess-Williams,
2012).

Calismamizda pantoprazol 5x10™* M ve 10° M konsantrasyonlarda izole sican
detrusor kasinda kiimiilatif ACh (10°-10° M) ile indiiklenen kasilma yanitlarini doza
bagiml olarak azaltti. Asetilkolin ile indiiklenen kasilma yanitlarinin pantoprazol ile
azalmasinin iki farkli mekanizma araciligiyla olabilecegi diisiiniilebilir. Pantoprazol
muskarinik M3 reseptorlerini  bloke etmesi sonucu ACh’nin Mj; reseptorlerine
baglanmasini engelleyebilir ve buna bagl olarak kasilma yanitlarini azaltabilir. Ya da
pantoprazol L-tipi Ca™" kanallarin1 bloke ederek hiicre i¢ine Ca™" girisinin engeller ve
buna bagli olarak da ACh’e bagl detrusor kasilma yanitlarini azaltir.

Pantoprazoliin ACh yanitlarin1 hangi mekanizma ile azalttigini tespit etmek
icinse L-tipi Ca™ kanal blokorii olan diltiazem (10 M) kullandik. Diltiazem tek basina
ACh ile indiiklenen kasilma yanitlarint kontrole gore anlamli olarak azaltti. Pantoprazol
(5x10™* M) diltiazem ile kombine edildiginde tek basina DLT (10 M) uygulanan grup
ile karsilastirildiginda ACh’nin 10°-10° M konsantrasyon araligindaki kasilma
yanitlarin1 degistirmedi. Diltiazem L-tipi Ca™ kanallarim bloke eder ve ACh’nin
detrusor diiz kasindaki M3 reseptorlerini aktive etmesi sonucu meydana gelen hicre
icine Ca"™" girisini engelleyerek kasilma yanitini azaltir. Diltiazem kullandigimizda Ca*™
kanallarim1 bloke ettik ve pantoprazoliin muskarinik agonist roliiniin olup olmadigini
arastirdik. Eger pantoprazol muskarinik M3 reseptorlerini bloke ederek ACh yanitlarini
azaltmis olsaydi diltiazem ile pantoprazolii kombine kullandigimizda meydana gelen
kasilma yanitlarinin diltiazemin tek basina uygulanmasi sonucu meydana gelen kasilma
yanitlarina goére ¢ok daha az olmasi beklenirdi. Ancak calismamizda diltiazem ve
diltiazem-pantoprazol kombinasyonu ACh ile indiiklenen kasilmalarin1 benzer oranda
azalttl. Bu sonuglar da pantoprazoliin izole si¢an detrusor kasinda ACh ile induklenen
kasilma yanitlarin1 azaltmasinda muskarinik Msj reseptorlerinin  blokajinin  rol

oynamadigin1 ve pantoprazoliin L-tipi Ca’™ kanallarii bloke ederek bu etkiyi
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gdsterebilecegini diisiindiirmektedir. Izole sigan 6zofagus sfinkteri iizerinde yapilan bir
calismada da pantoprazoliin karbakol ile indiiklenen kasilma yanitlarint doza bagimli bir
sekilde azalttig1 gosterilmis ve pantoprazoliin bu etkiyi L-tipi Ca™" kanallarin1 bloke
ederek gosterebilecegi ileri siiriilmiistiir (Duman ve ark., 2011). Izole tavsan korpus
kavernozumu iizerinde yapilan bir ¢alismada ise baska bir PPI olan omeprazol fenilefrin
ile indiiklenen kasilma yanitlarin1 doza bagimli olarak azalttigi gosterilmistir. Ayrica
omeprazoliin izole tavsan korpus kavernozum dokusunda KCI ile indiiklenen kasilma
yanitlarini da bir L-tipi Ca*™" kanal blokérii olan nimodipin ile benzer sekilde azalttig1 ve
bu etkinin L-NAME ve indometazin ile geri ¢evrilmedigi gosterilmis ve omeprazoliin
KC1 yanitlarrm L-tipi Ca™ kanallarin1 bloke ederek azaltabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Sarioglu ark., 2000).

Calismamizda pantoprazol izole sican detrusor kasinda KCI (80 mM) ile
indiiklenen kasilma yanitlarini azaltti. pantoprazol 10° M uygulandiginda ise KCI
yamtlarini tamamen inhibe etti (%3,63 + 0,92). Ayrica pantoprazol (5x10* M)
diltiazemle kombine uygulandiginda tek basina diltiazem grubuna gére anlamli bir
fark bulunmadig goriildii. KCI, sarkolemmada meydana gelen depolarizyon sonucu
voltaj bagimli L-tipi Ca™" kanallarinin agilmasma neden olur. Hiicre disinda bulunan
Ca™" hiicre icine girerek kasilma yanit1 olusur (England ve ark., 2004). Pantoprazoliin
KCI’e bagh kasilma yamitlarini azaltmast ACh yanitlarinda oldugu gibi L-tipi Ca™
kanallarin1 bloke ederek bu etkiyi meydana getirebilecegi hipotezini giiclendirmektedir.
Izole insan miyometriyum dokusu iizerinde yapilan bir calismada pantoprazol,
omeprazol, esomeprazol, lansoprazol ve rabeprazol KCI (80 mM), oksitosin, PGE;, ve
Ca'" ile indiiklenen kasilma yanitlarimi azaltmis ve miyometriyum diiz kasi iizerinde en
etkili olan PPI’nin pantoprazol oldugunu ileri siirmiistiir. Pantoprazoliin bu etkisinin
NOS inhibitéri L-NAME, COX inhibitorii indometazin ve Ca™*-bagimli K* kanal
blokori iberitoksin ile engellenmedigi ve buna bagl olarak da etkinin NO, PG ve Ca’" -
bagimli K* kanallarindan bagimsiz oldugu ileri siiriilmiistiir (Terranova ve ark., 2014).
Yildirim ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada omeprazol izole insan
miyometriyumunda Ca™" icermeyen ortamda Ca™ (8mM) ile indiiklenen kasilmalar
azalttigl, bu etkinin L-NAME ve indometazin ile engelenmedi8i gosterilmistir.
Omeprazoliin Ca™ (8mM) ile indiiklenen kasilmalar1 Ca™" kanallarmi bloke ederek

azaltabilecegi ileri siirlilmiistiir. Terranova ve ark. (2014) tarafindan miyometriyum
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tizerinde yapilan ¢alismada da Yildirim ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢alismadakine
benzer sekilde pantoprazoliin de izole insan miyometriyumu iizerinde meydana getirdigi
gevsetici etkide Ca'™" kanallarinin blokajmin rol aldigi ileri siiriilmiistiir. Izole sigan
ileumu tizerinde yapilan bir ¢calismada ise pantoprazol, omeprazol ve lansoprazol 10°° -
10" M konsantrasyon arah@inda ileumun spontan kasiimalarimin amplitiidlerini,
frekanslarini ve ileumda KCI1 (80 mM) ile indiiklenen kasilma yanitlarin1 anlamli olarak
azaltti1 gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada ileum diiz kast iizerinde en etkili olan PPI’nin de
pantoprazol oldugu bildirilmistir (Kurt ve ark., 2011). izole sican aortasi iizerinde
yapilan bir calismada da bir PPI olan leminoprazol KCI ile indiiklenen kasilma
yanitlarini anlamli olarak azaltmis ve aorta iizerindeki bu etkisini ise voltaj bagimli Ca*™
kanallarm1 bloke ederek gosterebilecegi ileri siiriilmiistiir. Baska bir PPI olan
lansoprazol (3x10™ M) ise izole sigan vas deferensinde (Yenisehirli ve Onur, 2006) ve
insan radiyal arteri (Naseri ve Yenisehirli, 2006) iizerinde yapilan calismalarda Ca™
icermeyen ortamda KCI ile inkilbe edilen dokularda Ca™ ile indiiklenen kasilma
yanitlarin1 tamamen bloke etmis ve lansoprazoliin bu etkiyi voltaj bagimli L-tipi Ca*™
kanallarin1 bloke ederek gosterebilecegi bildirilmistir.

Calismamizda pantoprazol 5x10* M ve 10° M konsantrasyonlarda EFS ile
indiiklenen kasilma yanitlarin1 2-64 Hz araligindaki tiim frekanslarda anlamli olarak
azaltmistir. Mesanenin EFS ile uyarilmasi sonucu ACh ve ATP saliverildigi ve
kasilmanin meydana geldigi bilinmektedir (Ziganshin ve ark., 1995). EFS yanitlarinin
pantoprazol tarafindan azaltilmast ACh ve ATP reseptorlerinin bloke edilmesine
ve/veya her iki mediyatdriinde reseptor aktivasyonu sonucu meydana gelen yolaklarin
bileseni olan Ca’ kanallarinin bloke edilmesine bagli olabilir. Calismamizda
pantoprazolin EFS ile meydana gelen kasilma yanitlarini azaltmasinda Ca'™”
kanallarinin roliinii arastirmak i¢in diltiazem (10'4 M) kullandik. Diltiazem EFS ile
indiiklenen kasilma yanitlarin1 2-64 Hz araligindaki tiim frekanslarda kontrole gore
anlamli olarak azaltt1. Diltiazem pantoprazol (5x10 M) ile kombine uygulandiginda ise
tek basina diltiazem uygulanan gruba gore EFS yanitlarinda daha fazla azalma meydana
getirdi. Calismamizda pantoprazoliin ACh ile indiiklenen kasilma yanitlarinda meydana
getirdigi azalmanin Ca"™" kanallarinin blokajima bagl olabilecegini gosterdik. Bu durum

pantaprozoliin etkisinde Ca™ kanallarinin rolii oldugunu gdstermektedir.
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Pantoprazoliin detrusor diiz kasindaki EFS’nin indiikledigi kasilma yanitini
degistirmesi pantaprozoliin P2X reseptorlerini etkileyerek ATP’ye bagli kasilma
yanitini azaltmasina bagl olabilir. Ancak bu mekanizmanin selektif bir P2X reseptor
blokdrii kullanilarak aydinlatilmasi gerekmektedir.

Diiz kaslarin kasilma ve gevseme mekanizmalarinda nitrik oksit (NO) 6nemli
rol oynamaktadir. Detrusor diiz kasinda da NOS enziminin bulundugu bildirilmistir
(James ve ark., 1993). Mesane detrusor kasinda bulunan interstisyel hiicreler cGMP nin
yogun bir sekilde eksprese edildigi ve bu interstisyel hiicrelerin NO’nun 6nemli bir
hedefi olabilecegi ileri siiriilmiistir (Mumtaz ve ark., 2000). Izole fare mesanesi
lizerinde yapilan immiinohistokimyasal bir ¢aligmada mesane iirotelyumunda ve diiz
kasinda farkli oranlarda endoteliyal NOS, indiiklenebilir NOS ve noéronal NOS’un
bulundugu gosterilmistir (Satake ve ark., 2017). Yapilan bir baska c¢alismada ise izole
sican detrusor kasinda NO dondrleri olan SNP ve SIN-1 in % 41' e varan gevseme yaniti
olusturdugu gdsterilmis ve NO yolaginin mesanede fonksiyonel bir 6neme sahip oldugu
ileri slrilmistiir (Persson ve ark., 1992). Calismamizda pantoprazoliin izole si¢an
detrusor kasi {izerindeki gevsetici etkisinde NO’nun roliinii belirlemek amaciyla NOS
inhibitorii olan L-NAME (5x10* M) kullandik. L-NAME tek bagina KCI (80 mM) ile
indiiklenen kasilma yanitlarinda kontrole gore anlamli bir degisiklik meydana
getirmedi. Pantoprazol (5x10™ M) ise KClI ile indiiklenen kasilma yanitlarin1 kontrole
gore anlamli olarak azaltti (p<0,001). L-NAME ile pantoprazol (5x10™* M) kombine
uygulandiginda ise tek basina pantoprazol uygulanan grup ile karsilastirildiginda
aralarinda kasilma yanitlar1 iizerinde anlamli bir fark olmadigi goriildii. Bu sonuglar
pantoprazoliin izole sican detrusor kasi lizerindeki etkisinin NO’dan tamamen bagimsiz

oldugunu gostermektedir. Ancak diger NOS inhibitorlerinin de arastirilmasi gerekir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Pantoprazoliin izole si¢an detrusor kasi lizerindeki etkileri ve olasi etki
mekanizmasi ilk kez bizim ¢alismamizda gosterildi.

2. Izole sican detrusor kasi iizerinde ACh, KCI ve EFS ile indiiklenen kasilma
yanitlar1 pantoprazol tarafindan azaltildi.

3. Pantoprazoliin gevsetici etkisinin voltaj bagimli L-tipi Ca™ kanallarmin
blokajina bagli oldugu gosterildi.

4. Pantoprazoliin izole sigan detrusor kasi tizerindeki gevsetici etkisinin nitrik
oksitten bagimsiz oldugu tespit edildi.

5. Pantoprazoliin etkisinde piirinerjik sistemin roliiniin arastirilmasi gerekir.

Mevcut bulgular pantoprazoliin mesane iizerinde etkili bir ilag oldugunu
gostermektedir. Pantoprazoliin detrusor kasi {izerindeki tiim mekanizmalarinin ayrintili
olarak aydinlatilmasi gerek pantoprazoliin gerek de benzer molekiil yapisina sahip diger
bilesiklerin mesanede meydana gelen cesitli patolojik durumlarda kullanilmalariyla

ilgili ileride yapilabilecek ¢alismalara 151k tutabilecegi diistiniilmektedir.
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