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OZET
Farelerde Siklofosfamid ile Olusturulan Deneysel Sistit Modelinde Sitagliptinin
Uroprotektif Etkisinin ve Olasi Mekanizmalarin Arastirilmasi

Inflamatuar yanitlarin baskilanmas: interstisyel sistit (IC) tedavisinde temel terapotik
hedeflerden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, sitagliptinin inflamasyonla
iliskili hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu
calismada siklofosfamid (CP) ile indiiklenen deneysel akut sistit olgularinda sitagliptin
(Sita)’nin tiroprotektif etkisi ve bu etkide onemli bir rol oynayabilecegini diisiindiigiimiiz
TLR-4/NF«xB sinyal yolagiyla iliskisini arastirdik. Calismada akut sistit modeli, 5 giinliik
Sita tedavisinden sonra tek bir CP (300 mg/kg) enjeksiyonuyla olusturuldu. Fareler bes
ardigik giin boyunca Sita (20 ve 100 mg/kg/gilin) veya serum fizyolojik ile tedavi edildi.
Detriisor kontraktilitesi, mesane 6demi, glutatyon (GSH), tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-
a) ve interlokin-1 beta (IL-1B) diizeyleri, NFkB/TLR4 sinyal yolagi proteinlerinden total
NF«B, p-NF«B, TLR4 ‘lin ekspresyon diizeyleri fare mesanesinde degerlendirildi. Detriisor
seritlerinin potasyum kloriirle indiiklenen detriisor kasilma yanitlari, deney gruplari arasinda
anlaml fark gostermedi. CP, karbakol ile uyarilan detriisor kasilmalarin1 anlamli derecede
azaltmis, mesane GSH diizeyini diistirmiis ve IL-1p ile TNF-a diizeylerinde artisa neden
olmustur. Ayrica TLR4 protein ekspresyonu ve NF-kB fosforilasyonu anlamli sekilde
artmigtir. Mesna tedavisi ise, CP’ye bagl olarak gelisen detriisor kasilma yanitlarini ve GSH
diizeyindeki azalmayi Onlemis; inflamatuar yanitlar1 baskilamig, NFkB fosforilasyon
diizeyinde CP’nin neden oldugu artis1 6nledi ancak TLR4 diizeyinde anlamli bir degisiklik
olusgturmamistir. 100 mg/kg dozda sitagliptin tedavisi, CP grubunda CCh ile indiiklenen
maksimum kasilma yanitindaki azalmay1, mesane IL-1p ve NFkB fosforilasyon diizeyindeki
CP’nin neden oldugu artis1 6nlerken, TNF-a ve TLR4 diizeyleri iizerinde etkisiz kalmistir.
20 mg/kg dozda detriisor kasilma yanitlari, inflamatuar belirtegleri (IL-1f3, TNF-a) ile NFkB
ve TLR4 diizeyleri lizerinde etkisiz kalmistir. Sonuglarimiz 100 mg/kg dozda Sita’nin
mesanedeki detriisor kasilma ve inflamatuvar yanitlar1 diizenleyerek CP kaynakli akut

sistitte terapotik etki gosterebilecegine dair kanitlar sunmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Akut sistit, Inflamasyon, NF«kB, Siklofosfamid, Sitagliptin, Toll

benzeri reseptor-4

XVi



ABSTRACT

Investigation of the Uroprotective Effect and Possible Mechanisms of Sitagliptin in a
Cyclophosphamide-Induced Experimental Cystitis Model in Mice

Suppression of inflammatory responses is considered one of the primary therapeutic
targets in the treatment of interstitial cystitis (IC). Previous studies have demonstrated that
sitagliptin possesses significant potential in the treatment of inflammation-related diseases.
In this study, we investigated the uroprotective effect of sitagliptin (Sita) in
cyclophosphamide (CP)-induced acute experimental cystitis and its possible association
with the TLR-4/NF«B signaling pathway, which we hypothesized may play an important
role in this effect. The acute cystitis model was established by a single CP injection (300
mg/kg) following 5 days of sitagliptin treatment. Mice were treated with sitagliptin (20 and
100 mg/kg/day, i.p.) or physiological saline for five consecutive days. Detrusor contractility,
bladder edema, glutathione (GSH), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), and interleukin-1
beta (IL-1p) levels, as well as the expression levels of total NFkB, phosphorylated NF«B (p-
NFkB), and TLR4 proteins of the NFkB/TLR4 signaling pathway, were evaluated in bladder
tissue. KCl-induced contractile responses of detrusor strips showed no significant
differences between groups. CP significantly reduced carbachol (CCh)-induced detrusor
contractions, decreased bladder GSH levels, and increased IL-1B and TNF-a. levels. CP also
markedly enhanced TLR4 protein expression and NFkB phosphorylation. Mesna treatment
prevented the CP-induced reduction in detrusor contractile responses and GSH levels,
suppressed inflammatory responses, and inhibited CP-induced NF«B phosphorylation, but
did not significantly alter TLR4 levels. Treatment with sitagliptin at 100 mg/kg prevented
the CP-induced reduction in CCh-induced maximal contractile response and the increases in
bladder IL-1p levels and NF«B phosphorylation, while it had no effect on TNF-o or TLR4
expression levels. At a dose of 20 mg/kg, Sita had no effect on detrusor contraction
responses, inflammatory markers (IL-1p, TNF-a), and NFkB and TLR4 levels. Our results
provide evidence that at a dose of 100 mg/kg, Sita may have a therapeutic effect in CP-
induced acute cystitis by regulating detrusor contraction and inflammatory responses in the
bladder.

Key Words: Acute cystitis, Cyclophosphamide, Inflammation, NF«B, Sitagliptin, Toll-like
receptor-4
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1. GIRIS ve AMAC

Interstisyel sistit (IC) ; nokturi, sik idrara ¢ikma ve subrapubik agr1 ile karakterize olan
etiyolojisi heniiz saptanmamis mesanenin inflamatuar bir hastaligidir. Interstisyel sistit
semptomlar1 hastadan hastaya farklilik gostermekte olup, pelvik agr1 ve giinliik aktivitelerin
kisitlanmasi hastaligin degismeyen bulgularidir (1). Onlarca yil siiren temel ve klinik
aragtirmalara ragmen IC’in tedavisi zordur ve her biri tek bir etiyolojiye yonelik olan ¢esitli
tedaviler kullanilmaktadir (2). IC hastanin yasam Kkalitesi iizerinde ciddi olumsuz etkiye
sahip olabilen rahatsiz edici bir durum olup, gériilme siklig1 diinya ¢apinda artmaktadir (3).

IC altinda yatan patojenik mekanizmalar arasinda iirotelyuma verilen hasar ve buna
bagli olarak mesane permeabilitesinde artig, norojenik inflamasyon ve mast hiicre
aktivasyonu yer almaktadir. Sistit gelisiminde inflamasyonun 6nemli bir rol oynamasi
nedeniyle giiniimiizde antiinflamatuar etkinlik gosteren etken maddelerin sistit tedavisindeki
etkinlikleri incelenmesi 6nem kazanmustir (4).

Sitagliptin, bir dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) inhibitoriidiir ve oncelikle tip 2 diyabet
tedavisinde kullanilir, ancak potansiyel antioksidan 6zellikleri ¢esitli klinik 6ncesi ve klinik
calismalarda dikkat ¢ekmistir. Sitagliptinin dikkate deger bir yoOnii, oksidatif stresin
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabetik komplikasyonlar ve norodejeneratif bozukluklar dahil
olmak iizere birden fazla patolojiye katkida bulunmasi nedeniyle 6nemli olan farkli biyolojik
baglamlarda oksidatif stresi azaltma yetenegi olmustur (5).

Yapilan birgok caligmada sitagliptinin TLR4/ NF-kB sinyal yolagint modiile ederek
TNF-0, IL-1B gibi proinflamatuar sitokinlerin saliverilmesini inhibe ederek antiinflamatuar
etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica sitagliptinin MDA diizeyini azaltarak, SOD aktivitesini
ve GSH diizeyini arttirarak oksidatif stresi azalttig1 yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir. Ancak
literatiirde sitagliptinin interstisyel sistit ve mesane aktivitesi tizerindeki etkisinin
degerlendirildigi ¢alismalar oldukca kisithdir. Bu ¢alismada bir DPP-4 inhibit6rii olan
sitagliptinin tiroprotektif etkisi ve bu etkide 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiindiiglimiiz
TLR-4/ NF-xB sinyal yolagiyla iliskisi ilk kez arastirilmistir.

Literatlirde deneysel ¢aligmalarda antiinflamatuar etkili oldugu bildirilen sitagliptinin
sistitteki klinik etkileri arastirllmamistir. Bu nedenle bu ¢alismada CP (siklofosfamid) ile
indiiklenen deneysel sistit olgularinda sitagliptinin iiroprotektif etkisi ve bu etkide énemli
bir rol oynayabilecegini disiindiigiimiiz TLR-4/NFkB sinyal yolagiyla iliskisini

fonksiyonel, biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle arastirmak amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Mesane Anatomisi ve Fizyolojisi

Mesane, iki iireter tarafindan siirekli olarak tasinan idrar i¢in gecici bir rezervuar
gorevi goren, gerilebilir ve i¢i bos bir i¢ organ olup tamamen ekstraperitonealdir. Mesanenin
kasli duvari, mesaneye 6nemli derecede kontraktilite kazandirmaktadir. Mesanenin boyutu,
sekli ve pozisyonu mesanenin icerdigi idrar tarafindan ne kadar gerildigine ve ayrica

¢evresindeki i¢ organlarin durumuna gore belirlenir (6).

Mesanenin; idrarin depolanmasi ve bosaltilmasi olmak iizere iki onemli gorevi
vardir. Mesanede idrarin depolanmasi diisiik basingta gerceklesmekte olup mesane dolum
fazinda gevsemektedir. Bosaltma fazinda ise mesane koordineli bir sekilde kasilmakta ve
tiretra gevsemektedir (7). Mesane duvarinda yer alan detriisor kas lifleri, mesane i¢i basinci
diizenleyerek kasilma siirecinde aktif rol oynar. Mesane tamamen doldugunda, detriisér

kaslariin kasilmasiyla birlikte miksiyon siireci baslar ve mesane bosaltilir (Sekil 1) (8).

I¢i bos, subperitoneal muskuler bir organ olan mesane, pelviste simfizis pubisin
arkasinda yerlesim gostermektedir. ici doldukca pelvis majére dogru yukari cikmaktadir (9).
Yetigkinlerde, bos mesane tamamen pelvik boslugun icinde yer almaktadir. Mesane
gerildik¢e pelvik kenar seviyesinin {izerine ¢ikar ve boylece karmna girer. Ancak, yenidogan
ve bebeklerde mesanenin igi bos olsa bile bir abdominal organ oldugu unutulmamalidir.
Bunun agiklamasi, dogumda pelvik boslugun neredeyse hi¢ derinligi veya hacmi olmamasi
olup bu asamada mesane boynu, pubik simfizin iist kenariyla ayn1 hizadadir. Mesane tiibiiler
bir sekle sahiptir ve 6n karin duvarinin alt kisminin arka yiizeyiyle temas halindedir. Pelvik
bosluk, mesaneyi barindiracak yeterli derinlige ancak ortalama 7 veya 8 yasina gelindiginde
ulasir ve mesane ancak ergenlik doneminde gergek anlamda intrapelvik bir konuma gelir.
Bosken mesane, komsu organlarin basinciyla yukaridan asagiya dogru diizlesmis gibi
goriiniir, ancak idrarla doldugunda oval bir sekil alir. Bos, daralmis yetiskin mesanesi
tetrahedral bir sekle sahip olup disaridan, birbirinden belirsiz sinirlarla ayrilmis dort ylizeyi

vardir (6).

Mesane; st tarafta tireterler ile alt tarafta ise iiretra ile bitisiktir. Mesane anatomik
olarak; apeks, govde, fundus ve boyun olmak iizere dort boliimden olusmaktadir. Apeks;
mesanenin karn duvarma bakan anterosuperior kismi olup; fundus ise mesanenin
posteroinferior kismidir. Mesanenin govdesi ise apeks ile fundus arasindaki genis ylizeydir.
Bobrekler tarafindan atilan idrar, iireterlerden ve iireterovezikal baglantidan gecerek
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mesaneye ulasir. Merkezi sinir sistemine geri duyusal sinirler, mesane idrar ile doldugunda
ic ve dis lretra sfinkterlerinin es zamanl gevsemesi ve detrusér kasinin uyarilmasi ile

efferent somatik ve otonom sinirler ile iletisim kurarak idrarin atilimini kontrol eder (10).

Mesanenin iist ve ve arka yiizeylerinin bir kismi1 peritonla kapli olup; alt kismi ve
inferolateral kisimlar1 endopelvik fasya ile kaplidir. Inferolateral yiizeyleri ise levator ani
kasin1 kaplayan fasiya ile baglantilidir. Mesanenin posteroinferior yiizeyi olan fundus
kadinlarda vajina anterior duvari ile baglantiliyken erkeklerde rektum ile baglantilidir.

Mesanenin anterior kenar1 olan apeks ise 6nde simfizis pubisin iist kenarin1 géstermektedir
(9, 10).

Ust yiizeyin iki alt yan yiizeyle birlestigi yer mesanenin tepesidir. Mesanenin
tepesinden gdbege kadar anterosiiperior olarak uzanan sey orta gdbek bagidir. ikincisi,
embriyolojik urakusun lifli, kordon benzeri bir kalintisidir (6). Mesanenin boynu iiretraya
dogru giden mesanenin daralmis kismi olup mesanenin posterior ve inferolateral

ylizeylerinin birlestigi en alt kismini ifade eder (6, 10).

Mesane boynunun i¢inde, mesane liimeninin {iretra ile devamli oldugu i¢ iiretra deligi
bulunur. Erkeklerde mesane boynu, prostatin {ist yiizeyinin hemen {izerinde yer alip,
kadinlarda ise mesane boynu pelvik taban ve iist liretrayr c¢evreleyen pelvik fasya ile
iliskilidir. Arkada, mesane boynu 6n vajinal duvar ve forniks ile iliskilidir. Idrarin igeri
akmas1 ve mesanenin giderek gerilmesiyle, mesanenin yiizeyleri arasindaki belirsiz sinirlar

giderek kaybolur ve mesane oval bir sekil aldiginda yiizeyler birbiriyle birlesir (10).
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Sekil 1. Kadin ve erkeklerde mesane anatomisi (Guyton’dan, 8)

Mesanenin iist ylizeyi yani mesanenin kubbesi tamamen peritonla kaplidir; periton
bu ylizeye yogun bir sekilde baglidir. Periton, 6n tarafta mesanenin {ist yilizeyinden ayrilir ve
yukar1 dogru uzanir ve 6n karin duvarinin arka ytizeyine ulasir ve burada fasya transversalis
ile birlesir. Peritonun fasya transversalis ile birlestigi seviye, pubik simfizin iist kenarindan
4-5 cm yukarida yer almaktadir. Kadinlarda periton, mesanenin arka yiizeyine dogru

egilmeden dogrudan uterus isthmusuna dogru uzanir.

Mesanenin arka duvarinin alt kisminin i¢ kismi, trigon adi verilen tiggen bir alan
igerir. Trigonun ana hatlari, ticgenin tepesinde i¢ tiretra deligi ve diger iki aciy1 isaretleyen
sag ve sol iireter delikleri ile ters bir iiggendir. Iki iireter deligi, bos mesanede egik yariklar
olarak goriiniir ve yaklasik 3 cm araliklidir fakat mesane tamamen gerildiginde, iki delik
arasindaki mesafe 5 cm'ye kadar gikabilir. Iki iireter deligi arasinda enine uzanan,
intertireterik bar adi verilen bir submukozal sirt bulunur. Trigonal bolgeye karsilik gelen
mesanenin dis duvari, erkeklerde prostatin {ist yiizeyine ve kadinlarda 6n vajinal duvara
sikica sabitlenmis olup bu durum trigonu mesanenin en az hareketli kismi1 yapar. Bos

mesanenin mukoza zari burusuktur ancak bu burusukluk, mesane sivi ile sisirildiginde
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kaybolur, bu da sistoskopi sirasinda kolayca gézlemlenebilir. Mesanenin en az gerilebilir
kism1 olan trigonun iizerinde, mukoza zar1 her zaman piiriizsiizdiir. Mesane mukozasi, alttaki
detrusor kasina sadece gevsek bir sekilde yapisir. Ancak, trigon bolgesinde, mukoza alttaki
kasa daha yogun bir sekilde yapisir. Tiim mesane, i¢eriden lirotelyum olarak adlandirilan
0zel bir epitel ile kaplidir. Bu epitel, idrar yolunun ileten kismina 6zgiidiir ve bobreklerin,
tireterlerin, mesanenin ve proksimal iiretranin kesintisiz ve eksiksiz bir i¢ astarini

olusturmaktadir (6).

Mesanenin hacmi tiirler arasinda degismektedir. Mesane kapasitesi yaklasik olarak
farelerde ortalama 0.15 ml iken, siganlarda 1 ml olup insanda ise 500 ml civarindadir. Ayn1
zamanda iseme fazlari, kasilma Ozellikleri ve diizenlenmesi tiirler arasinda degiskenlik
gostermektedir (7). I¢i bosken kiiciik pelviste yerlesim gosterirken, doldugunda ise karmn
bosluguna uzanmaktadir. Cocuklarda ise mesane ergenlige kadar pelvise tamamen inmeyip
karinda bulunur. Mesane sisebilen bir organ olup insanlarda yaklagik 500 ml’ye kadar idrar
tutabilir (10). Yetiskinlerde bir mesanenin rahatca tutabilecegi ortalama idrar hacmi 300 ml
ile 400 ml arasinda olup mesanedeki idrar hacmi arttikga mesane i¢ basinci da artar.
Mesanedeki 5 ile 15 mmHg’lik basing doluluk hissi yaratirken, 300 mmHg ve {izeri basing
agrili olmaktadir. Mesane igi basing arttikga artan doluluk hissi, A-delta ve C sinir

liflerindeki pudendal ve hipogastrik sinirler ile omurilige iletilmektedir (11).
2.2. Mesane Dolasimi

Mesanenin {ist boliimii hipogastrik arterin bir dali olan superior vezikiiler arter
tarafindan beslenirken alt boliimii ise kadinlarda vajinal arterden, erkeklerde ise inferior
vezikiiler arterden beslenmektedir. Ayrica bunlarin disinda inferior gluteal ve obturator
arterler araciligiyla da mesaneye kii¢iikk bir kan akisi olmaktadir (12). Arteriyel drenaj;
mesane kan teminini yalnizca az miktarda ve simetrik bir katki saglayan sag ve sol internal
iliak arterlerden alir. Her internal iliak arterin 6n bdliimii bir {ist ve bir alt vezikal artere yol
acar. Bunlar mesaneye giden baslica arterler olup ilki mesanenin 6n ve st taraflarini
beslerken, inferior vezikal arter mesanenin arka ve alt taraflarini, mesane boynunu da
igerecek sekilde besler. Her ikisi de internal iliak arterin dallar1 olan obturator ve inferior
gluteal arterler mesanenin alt kisminin kan teminine kiiciik bir katkida bulunur. Kadinlarda

uterin ve vajinal arterler mesanenin alt kisminin kan teminine katkida bulunur (6).

Mesane etrafinda ¢ok yogun ven pleksuslart olup, bu pleksuslardan gelen kan internal

iliak vene bosalmaktadir (13). Venoz sistem, vezikiiler venlere bosalan vezikiiler venoz
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pleksus aracilifiyla bosalmakta olup daha sonra vezikiiler venler internal iliak venlere
gitmektedir (12). Vendz drenaj; mesaneyi bosaltan damarlar baslangicta mesanenin alt
kisminin etrafinda zengin, hassas bir pleksus olusturur. Valfleri yoktur. Erkeklerde bu ven6z
pleksus, prostatin 6n ve yan taraflariyla iliskili olan periprostatik venoz pleksusla devam
ederken; kadinlarda ise intrapelvik vajinay1 ¢evreleyen venoz pleksusla ve uterusun genis

baginin tabaninda bulunan veno6z pleksusla devam etmektedir (6).

Mesanenin lenfatikleri ise; tist boliimden ¢ikan lenf damarlar1 eksternal iliak lenf
diigtimlerine, alt kisimdan ¢ikanlar ise internal iliak lenf diiglimlerine bosalmaktadir (13).
Lenfatik drenaj; mesanenin lenfatik drenajinin ¢ogu, pelvik kenar boyunca yanal ve yukari
dogru, bilateral olarak dis iliak ve ortak iliak lenf diiglimlerine giden lenfatik damarlar
tarafindan yapilir. Bu duruma ek olarak, mesaneyi bosaltan bir¢ok lenfatik damar, mesaneyi
besleyen ve igerdikleri lenfi bilateral olarak i¢ iliak lenf diigiimlerine bosaltan atardamarlara
eslik eder (6).

2.3. Mesane Innervasyonu ve Alt Uriner Sistem Nérofizyolojisi

Alt iiriner sistemin ndrofizyolojisi; periferik innervasyonu ve bu innervasyonu
kontrol eden santral sinir sistemini igermektedir (14). Noral kontrolii parasempatik, sematik
ve somatik sistemlerden olugan periferal sinirler ile saglanmaktadir. Pelvik parasempatik
noronlar omuriligin sakral kismindan ¢ikar, mesaneyi uyarir ve iiretray: gevsetirken; lumbar
sempatik noronlar mesane tabani ve iiretrayl uyarirken, mesane gdévdesini inhibe eder.
Pudendal néronlar ise dis iiretral sfinkteri uyarmaktadir. Tlim bu ndronlar afferent ve efferent

aksonlar icermektedir (15, 16).

Mesaneyi besleyen noronlar, pelvik pleksus olarak da bilinen sag ve sol alt
hipogastrik pleksuslardan ¢ikar. Her alt hipogastrik pleksus, karisik bir otonomik sinir
pleksusu olup hem sempatik hem de parasempatik bilesenler icerir, her biri hem efferent

hem de afferent lifler tasimaktadir (6).

Omuriligin sakral 2. ve 3. sinirler arasindaki baglantiyr kuran sakral pleksus ile baglh
halde olan pelvik noéronlar mesanenin temel sinir kaynagini olusturur (17). Pelvik,
hipogastrik ve pudendal sinirler, duyusal bilgiyi afferent lifler halinde alt idrar yollarindan
lumbosakral omurilige tasir. insanlarda pelvik ve pudendal afferent sinirlerin somatalart
dorsal kok gangliyonu (DRG)'nda sakral S2-S4 segmentlerinde, hipogastrik sinirin
somatalar1 ise DRG'de torakolomber T11-L2 segmentlerinde bulunur (18). Hipogastrik
sinirlerin sempatik lifleri, detriisor kasini uyarirken iiretranin gevsemesine neden olur. Pelvik
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parasempatik sinir lifleri ise detriisor kasi baskilar, buna karsilik mesane kaslar1 ve tiretrayi
aktive eder. Pudendal sinir, dis sfinkter ile pelvik taban kaslarinin istemli olarak kasilmasini

saglar. Mesaneye ait duysal sinir lifleri viseral niteliktedir ve asir1 gerilme durumunda ortaya

¢ikan agriyi iletir (Sekil 2) (19).

Sempatik lifler pleksusa sag ve sol {iist hipogastrik sinirler yoluyla ulasirken,
parasempatik lifler pleksusa 6n sakral foraminadan ¢ikan pelvik splanknik sinirler yoluyla
ulasir. Alt hipogastrik pleksustaki parasempatik lifler omuriligin 2., 3. ve 4. sakral
segmentlerinden koken alirken, mesaneyi innerve eden sempatik lifler T11 ila L2 arasindaki
omurilik segmentlerinden koken alir. Alt hipogastrik pleksus; rektum, i¢ genital organlar ve
mesane boynunun lateralinde bulunan 5-7 cm uzunlugunda, uzunlamasina bir sinir ag1 olup

pelvik ve perineal i¢ organlara tiim parasempatik ve sempatik innervasyonun ¢ogunu saglar.

Parasempatik lifler, detrusor kasinin ana motor innervasyonunu saglar. Bununla
birlikte, sempatik lifler, trigonal kas yapisinin bir kism1 ve erkeklerde preprostatik genital
sfinkter icin motor innervasyonunu saglar. Mesane gerginligi hissi, lamina propriadaki
gerilme reseptorleri tarafindan alinir ve parasempatik lifler tarafindan omuriligin arka

kismina taginir (6).
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Sekil 2. Alt tiriner sistemin innervasyonu (Tanagho’dan, 19)

2.3.1. Parasempatik Yollar

Pelvik parasempatik noronlar S2-S4 arasinda bulunan sakral parasempatik
cekirdekten koken almaktadir. Parasempatik pregangliyonik ndronlarin ndrotransmitteri
asetilkolindir. Postgangliyonik noronlar ise detrusérde ve pelvik pleksusta yerlesim
gostermektedir. Asetilkolin pelvik parasempatik sinirlerden salgilanarak mesanenin
kasilmasina ve iiretranin gevsemesine neden olur. Nitrik oksit parasempatik ndronlardan
salgilanarak tiretral diiz kaslarda inhibisyona neden olmaktadir. Sonug olarak parasempatik
uyart mesane detriisoriinde kasilmaya neden olurken, pelvik tabanda gevsemeye neden
olmaktadir (20). Parasempatik postgangliyonik sinir ug¢larindan salgilanan asetilkolin
mesanedeki muskarinik reseptorleri uyarmaktadir (21). Muskarinik reseptor alt tiplerinden
M2 ve M3 detrusor diiz kasinda temel olarak bulunan muskarinik reseptorler olup, yogunluk

acisindan M2 alt tipi baskin olsa da detriisér kasilmasindan sorumlu olan reseptor alt tipi



M3’tiir (22). M3-muskarinik reseptorlere asetilkolinin baglanmasiyla G proteini iizerinden
fosfolipaz C aktive olur ve inositol trifosfat (IP3) ve diagilgliserol (DAG) iiretilir. IP3, IP3
reseptorleri araciligiyla sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum salinmasina neden olurken,
DAG ise plazma membraninda yerlesim gosteren voltaj duyarli Ca (kalsiyum) kanallarini
diizenlemektedir. Hiicre i¢i Ca konsantrasyonunun artmasi ile detrusérun kasilmasini uyarir
(23). Ayn1 zamanda M2 reseptorlerinin uyarilmasi ile birlikte adenilat siklaz inhibisyonu ve
bunun sonucunda detrusor kas depresyonunun sempatik aracili baskilanmasi potasyum ATP
kanallarin1 inaktive eder ve nonspesifik katyon kanallarinin aktivasyonu sonucu M3 yanitini

giiclendirebilecegi ongoriilmektedir (24, 25).
2.3.2. Sempatik Yollar

Sempatik néronlar, torakal 10 ve lomber 2 arasindaki intermediolateral kolondan ve
interkalatus g¢ekirdeginden koken alir. Pelvik ve hipogastrik sinirler araciligiyla sempatik
pregangliyonik noronlar mesane ile iiretraya ulagsmaktadir. Lomber sempatik sinirler ile

mesane gevsemesi olurken mesane ¢ikimi ve tiretra kasilmasi gerceklesmektedir (20).

Sempatik postgangliyonik uglardan salgilanan noradrenalin ile mesane tabani ve
iiretral diiz kaslarda kasilma olurken, mesane govdesinde ise gevseme olmaktadir. Alfa
reseptorleri mesane ve iiretra boynunda daha yogun bulunurken, alfa reseptorlerinin
uyarilmasi ile iretral tonus artar ve kapanma gergceklesmektedir. Beta reseptorleri ise
mesanenin diger kisimlarinda yogun olup mesane tonusunu azaltmaktadir. Tiim bunlarin
sonucunda sempatik sinir sistemi aktivasyonu ile mesanede idrar birikimi olmaktadir (Sekil
3) (21). Yapilan g¢alismalar ile alfa-1 adrenoreseptorlerin 3 alt tipinin oldugu bildirilmis olup
mesanedeki dagilimi1 tam olarak net bir sekilde bilinmemektedir. Yapilan ¢aligmalarda
insanlarda mesane dokusunda alfa-1D yogunlugu bildirilirken, prostatik {iretra ve mesane
boynunda ise alfa-1A’nin baskin oldugu bildirilmistir. Alfa reseptorler néronlardan
noradrenalin salgilanmasina kasilma ve mesane boynunun kapanmasi seklinde cevap
vermektedir (25). Beta adrenoreseptorlerden beta-2 ve beta-3 reseptorleri insan detriisoriinde
bulunmakta olup mesane gevsemesi i¢in beta-3 adrenoreseptorleri en 6nemli reseptor oldugu

kabul gormektedir (26).
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Sekil 3. Adrenerjik ve kolinerjik reseptorlerin mesane ve tiretrada dagilimi (Hayta’dan, 19)

Mesanenin sempatik innervasyonu detrusdrde bulunan beta reseptorler ozellikle
beta-3 alt tipinin uyarilmasi ile siklik adenozin monofosfat (cAMP) iizerinden detrusor diiz
kasin gevsemesi ile sonuglanir. Ayrica beta reseptorlerinin uyarimi iiretral diiz kaslarda da
gevsemeye neden olur. Fakat bu gevsemenin fonksiyonel bir Oneminin olmadigi
bildirilmistir. Ayrica 6zellikle mesane boynunda olmak iizere miksiyon sirasinda detriisérde
gevsemeyi kolaylastiran nitrik oksit sentezleyen noronlarin varligi da bildirilmistir (20, 27).

Fakat NO in detrusor kasinda fonksiyonel rolii tam olarak ortaya konamamustir (21).
2.3.3. Somatik Yollar

Pudendal sinir i¢inde uzanan somatik efferent lifler eksternal iiretral sfinkter, perine
ve pelvik taban kaslarini kasarlar. Somatik efferent motor néronlar, Onuf ¢ekirdegi olarak
adlandirilan ventral boynuzun lateralinde yerlesmiis olup, ayrica lateral funikulus icinde
disa, ara gri madde ig¢inde dorsale ve santral kanalin dorsomedialinde transvers yonelimli

dentritik demetlerde de yerlesim gosterir (14, 21, 28).
2.3.4. Afferent Yollar

Pelvik, hipogastrik ve pudendal néronlardaki afferent aksonlar aldiklar1 uyarilar: alt
idrar yollarindan lumbosakral spinal korda iletmektedir (16, 29). Mesaneden dolay1 olusan
sicaklik, agr1 ve gerilme gibi uyarilar sempatik ve parasempatik afferent lifler ile spinal
korda iletilmektedir. Olusan mekanoreseptif uyarilar myelinli A-delta ve myelinsiz C-lifleri

aksonlarinda olusan pelvik sinir ile S2-S4 dorsal kok gangliyonuna iletilir. Nosiseptif
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uyarilar ise hipogastrik sinir ile sempatik afferent noronlar ile T11-L2 dorsal kok
gangliyonuna iletilmektedir (20, 30). Myelinli A-delta lifleri ile normal bir mesanedeki
uyarilar tasinirken, myelinsiz C-lifleri patolojik bir mesanede birgok mediyator ile

uyarilmaktadir (31).

Myelinli A-delta lifleri ve myelinsiz C-lifleri pelvik sinir i¢inde bulunan iki tip
mesane afferent sinirleri olup miksiyonda gorevli primer afferent néronun A-delta lifleri
oldugu bilinmektedir. Bu liflerin uyarilmasi i¢in mesane i¢i basincin yaklasik 5-15 cmH20
olmasi gerekmektedir. Myelinsiz C-liflerinin biiyiik bir boliimii miksiyon sirasinda inaktif

olup kimyasal iritasyona ya da soguga yanit vermektedir (21).
2.4. Mesane Duvari, Detriisor Diiz Kasi ve Urotelyum

Histolojik olarak mesane duvarinin dort katmandan olusmaktadir. Iceriden disariya
dogru bunlar; iirotelyum, lamina propria, detriisor kas1 ve serozadan olusan kas tabakasidir
(6).

Mesane duvari; esas olarak mesanenin idrari tutmasi ya da atmasi i¢cin mesanenin
kasilmasimni ve gevsemesini saglayan detriisor kasindan olusmaktadir. Detriisor kasi,
mesanenin alt ucunda ig tiretra sfinkteri ile devam etmekte olup, detriisor kasinin kasilmasi
ve lretra sfinkterinin gevsemesi ile idrar atilir. Detriisor kast otonomik sistemin kontrolii
altinda olup, diiz kaslardan olugsmaktadir (12). Mesane duvari en distan ige dogru sirasiyla
seroza, diiz kas, ekstraseliller matriks, lamina propria ve flrotelyum tabakalarindan
olusmaktadir. Detriisor kasi bir tendon ya da kemige tutunmayip, genis bir uzama 6zelligi
gosterirken herhangi bir gerilimi siirdiirebilme 06zelligine sahiptir. Detriisor kas1 bu

ozelliklere sahip olmasina ragmen iskelet kaslarindan daha yavas kasilmaktadir (21).

Detriisor kasi, briit incelemede trabekiiler bir goriiniim iireten ¢ok yonli diiz kas
liflerinin i¢ ige ge¢mis bir agidir (6). Detrusor diiz kasi; hem tek hiicreli hem de ¢ok hiicreli
diiz kas 6zelliklerini igermekte olup insan detriisor kas1 kollajen bakimindan zengin bir bag
dokusu ile g¢evrilidir (32). Detriisor; parasempatik, kolinerjik lifler tarafindan zengin bir
sekilde beslenir ve mesanenin kasilmasindan sorumludur. Bununla birlikte, trigonal bolgede
kas yapist histolojik ve biyokimyasal olarak farkli iki kas katmanindan olusur: parasempatik
olarak innerve edilen detrusor kas liflerinin dis tabakas1 ve noradrenerjik lifler tarafindan
sempatik olarak innerve edilen diiz kasin i¢ tabakasi. Kasin i¢ tabakasina yiizeysel trigonal

kas denmektedir (6).
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Detriisor kasina parasempatik postgangliyonik noronlar eksitator — girisi
saglamaktadir. Detrusor kasi bir seroza ile korunmakta olup vezikal kismin {istiinde
tirotelyumdan, bazal membran ve alt {irotelyumdan olusan bir mukoza bulunmaktadir (32).
Urotelyum tabakasi; idrarin toksik maddelerinin emilimini engelleyen ve dis ortamdan
patojen girisine karsi savunma yapabilen onemli bir bariyer gorevi gormektedir (33).
Urotelyum, 3-6 hiicre kalinliginda, tabakali epitel hiicrelerinden olusan bir tabakadir (6). Bu
tabaka, detrusorii idrar ortamindan koruyan bir mukopolisakkarit glikokaliks ile kapli olup;
bazal hiicre tabakasi, ara hiicre tabakasi ve semsiye hiicre tabakasi olmak {izere 3 tabakadan
olusmaktadir (34). Bazal hiicreler, liimenin bazal membraninda yerlesim gdstermis olup en
farklilagsmamis olan tirotelyal hiicre tipidir. Ara hiicreler ise tiire bagli olarak birg¢ok hiicre
katmani olusturup; yaralanma veya enfeksiyon durumlarinda iirotelyumu hizli bir sekilde
yenilemekten sorumludur (33). Semsiye hiicre tabakasi ise lirotelyumun i¢ ylizey tabakasini
olusturup, hegzagonal yapidaki hiicrelerden olusmaktadir. Bu hiicreler gerilme durumlarinda
genisleyerek ylizey alanlarini arttirabilirler (23). Apikal yiizeyde tamamen farklilagmis
semsiye hiicrelerinin temel islevi iirotelyumun gegirgenligini ve bariyer fonksiyonunu

korumaktir (33).

Lamina propria; kilcal damarlar, lenf damarlar1 ve nororeseptorler igeren bir bag
dokusunun destekleyici tabakasidir. Urotelyumdan belirgin bir bazal membranla
ayrilmaktadir. Serosa, mesane i¢in kismi bir 6rtii olusturur ve yalnizca mesanenin kubbesiyle
iligkilidir. Serosa ise, digaridan mezotel ile kaplidir. Mesanenin diger yiizeyleri ince bir

serozal olmayan fibro-yagli bag dokusunun ince bir tabakasiyla kaplidir (6).
2.5. Detriisor Diiz Kas Kasilmasi ve Gevsemesi

Detrusor diiz kas kasilmasi diger tiim diiz kaslarda da oldugu gibi miyozin hafif zincir
kinazin miyozin hafif zincirlerini fosforile etmesiyle aktin ve miyozin proteinlerinin kasilma
etkilesimine baglidir. Muskarinik reseptorlerinin uyarilmasi, detriisor diiz kasinin kasilmasi
i¢cin temel bir mekanizma olup, bu kasilma aktivitesi; parasempatik ndronlarn uyarilmasi ya
da diiz kas seritlerindeki intrinsik eksitator noronlarin elektriksel alan uyarimi (EFS) ile
baglatilabilir. EFS’ye verilen cevap insan detrusor kasinda neredeyse tamamen asetilkolin
ile olmaktadir. Asetilkolin hiicre zarinda yerlesmis olan M3 reseptorleri lizerinden etki

gosterir (35, 36).

Asetilkolinin M3-muskarinik reseptorlerine baglanmasiyla G protein iizerinden

fosfolipaz C aktive olur. Fosfolipaz C’nin aktivasyonu ile inositol trifosfat (IP3) ve
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diagilgliserol (DAG) iiretilir. IP3, TIP3 reseptorleri tizerinden sarkoplazmik retikulumdan Ca
salinimina neden olurken, DAG plazma membraninda yerlesmis olan voltaj duyarli Ca
kanallarim1 diizenlemektedir. Bunlarin sonucunda hiicre i¢i serbest Ca konsantrasyonunun

artmasi kasilmay1 uyarmaktadir (23).

Yapilan calismalar ile insan detriisor kasinin gevsemesinde rol oynayan
reseptorlerinin biiylik bir kismmin beta adrenoreseptorler oldugu disiiniilmektedir (37).
Detriisor diiz kas gevsemesinde noradrenalinin 1, B2, B3-adrenoreseptorlerine baglanmasi
ile aktiflesen CAMP yolag1 aracilik etmekte olup, insan mesanesinde B3-adrenoreseptorler

tiim B-adrenoreseptorlerinin %95’inden daha fazlasini olusturmaktadir (38, 39).
2.6. Miksiyon Siklusu

Miksiyon siklusu; mesane innervasyonunda rol oynayan bazi yapilar ve bunlara

aracilik eden gesitli norotransmitterler ile gerceklesmektedir (40).

Normal miksiyon; fiziksel ve sosyal olarak uygun sartlarda, duyusal bilginin
mesanenin doldugunu ilettiginde istemli olarak gerceklesmekte olup, miksiyon depolama ve
bosaltma olmak {izere 2 evrede incelenebilir. Depolama evresinde; sempatik uyarinin
artmasi ve parasempatik uyarinin baskilanmasi ile mesane i¢i hacim artmakta mesane ici
basing diisiik tutulmaktadir (41, 42). Bu evrede mesane boynu ve {iretranin diiz kaslar1 ile
cizgili sfinkter kasilarak ftretra kapatilir ve kontinans saglanir. Pelvik ve pudental
noronlardan gelen afferentler ile hem sakral hem de lateral pontin merkezini aktive ederek

detriisdre giden parasempatik uyar1 baskilanirken sfinkter kontraksiyonu gii¢clenmis olur.

Bosalma evresinde; mesanedeki idrar hacmi ortalama 250 ml olan idrar uyaran esik
degeri gecince basing ve dolgunluga duyarli olan reseptorlerden artan afferent uyarimlar ile
eger idrar yapmak i¢in uygun bir sosyal ortam olusmussa ponstaki miksiyon merkezi
uyarilir. Ardindan sempatik ve somatik yollar inhibe olurken parasempatik yollar aktive olur.
Sonug olarak detrusor kasilirken es zamanl olarak mesane boynu, iiretral diiz sfinkter ve

eksternal sfinkter gevseyerek istemli olarak miksiyon gerceklesir (43, 44).
2.7. Interstisyel Sistit
2.7.1. Tanim

Interstisyel sistit; nokturi, sik idrara ¢ikma ve subrapubik agr1 ile karakterize olan
etiyolojisi heniiz saptanmamis mesanenin inflamatuar bir hastaligidir. Interstisyel sistit

semptomlar1 hastadan hastaya farklilik gostermekte olup, pelvik agri ve giinliik aktivitelerin
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kisitlanmasi hastaligin degismeyen bulgularidir (1). Uluslararasi Kontinans Dernegi
tarafindan “alt idrar yollarinda kanitlanmis bir idrar yolu enfeksiyonu veya diger belirgin bir
patolojinin yoklugunda, giindiiz ve gece saatlerinde artis gibi diger semptomlarin eslik ettigi,
mesane dolumuna bagli suprapubik agr1 sikayeti” olarak tanimlanmaktadir (45). IC i¢in tani
kriterleri daha genis ve kapsayici olmaya devam ettikce bu durumun prevalansit da
artmaktadir. IC’in tanisi, sunumunun bir takim diger iirolojik ve jinekolojik durumlara
benzer olmasi nedeniyle siklikla zordur ve gecikir. Hekimler arasinda bu durumun
patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasi, IC tanis1 konulan hastalarin sayisinin artmasina yol
acmustir (46). Onlarca yil siiren temel ve klinik arastirmalara ragmen IC’in tedavisi zordur

ve her biri tek bir etiyolojiye yonelik olan ¢esitli tedaviler kullanilmaktadir (2).
2.7.2. Klinik 6nemi ve prevalansi

Yapilan bir¢ok ¢alismada interstisyel sistit prevalansinin % 0,01 ile % 2,3 arasinda
degisim gosterdigi bildirilmistir (47). IC prevelansi biiyiik olasilikla kadin anatomik {ireter
sekli nedeniyle kadimlarda erkeklerden onemli olgiide daha yiiksektir (48). Interstisyel
sistitin insanlarda ortalama 40 yas civarinda basladig: bildirilmis olup hastalarin yaklasik %
25’inin 30 yas altinda oldugu rapor edilmistir (1). IC ayiric1 tanisinda karistirilabilecek
hastalik spektrumunun genis olmasindan dolay: sistitli hastalara kesin tan1 koymak zor olup,
bireylere dogru tan1 koyulabilmesinin yaklasik 2-4.5 y1l arasinda zaman aldig1 bildirilmistir
(47). Clemens ve arkadaslari tarafindan kanitlanmis prevalans kadinlarda 52-500/100.000
arasinda degisirken erkeklerde 8-41/100.000 arasinda degigmektedir. IC yayginligi, daha
genis tanm1 kriterleri nedeniyle kiiresel olarak artmakta ve hastalar, ozellikle gelismis
diinyada, durum hakkinda bilgi toplamak i¢in ¢evrimigi teknolojileri kullanmaktadir.
Internetin kolaylikla ulasilabilir olmasi nedeniyle, hastalarin kendi kendine yardim arama
egilimi oldugu goriilmektedir. Teshis kriterleri genislemeye ve daha kapsayici olmaya

devam ettikge, IC prevalansinin artmaya devam etmesi muhtemeldir (46).

IC hastanin yasam kalitesi tizerinde ciddi olumsuz etkiye sahip olabilen rahatsiz edici
bir durum olup, goriillme sikligi diinya ¢apinda artmaktadir (3). Yasami tehdit eden bir
hastalik olmasa da, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan diizenlenen 1. Uluslararasi Inkontinans
Konsiiltasyonu'nda vurgulandigi gibi, IC artik 6nemli bir saglik sorunu olarak kabul
edilmektedir. Depresif bozukluklar, anksiyete, uyku bozuklugu ve tekrarlayan idrar yolu
enfeksiyonlar1 bildiren bazi raporlarla birlikte, hastalarin yasam kalitesini ciddi sekilde

etkileme potansiyeli vardir. Pek ¢ok hasta, ev disindaki kazalardan kaynaklanan korku veya
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utancin yani sira, agri, siklik ve aciliyet nedeniyle evlerinde kalmaktadir. Bu nedenle
aligveris, seyahat gibi normal gilinliik aktiviteler, 6zellikle yeni ve bilmediginiz yerler,
egzersiz ve hatta cinsel iliskiden genellikle kacginilir. IC’li bir¢ok kadinin ayni zamanda
depresyon ve anksiyete bozukluklar1 gibi psikiyatrik bozukluklardan da etkilendigi
goriilmektedir. Siklik ve aciliyet, isgiliclinde verimliligin en yiiksek oldugu dénem olan 35
ile 55 yaslar1 arasinda en yaygin olanidir. Bu nedenle IC kisinin ise gitme yetenegini

etkileyerek ekonomiyi de etkilemektedir (45).
2.7.3. Tani ve Tedavisi

IC tanisinda Oncelik diger benzer hastaliklarin dislanarak ekarte edilmesi ve
sistoskopi ile mesanenin endoskopik olarak incelenmesi ilk basamak olmaktadir (47). IC
tanis1 Oncelikle hasta tarafindan bildirilen semptomlara dayanir ancak bu hastaligin

etiyolojisi ve risk faktorlerinin anlagilamamasi nedeniyle bu durum karmasik olmaktadir

(49).

Hunner

Sekil 4. Hunner iilseri (Wein’den, 48)

Kesin tan1 icin hasta degerlendirmesinde detayli oykii, fiziki muayene, tam idrar
tahlili, idrar kiiltiirii ve iseme giinliigliniin takibinin yapilmasi 6nemli olup bunlara ek olarak
sistoskopinin de yapilmasi onemlidir. Yapilan sistoskopide; mesane glomeriilasyonlar ile
mesane lirotelyumun tilseratif bolgesi olan hunner lezyonu olarak adlandirilan tipik bulgular

saptanabilmektedir (47).
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Wein ve arkadaglar1 1990 yilinda Ulusal Diyabet, Sindirim ve Bobrek Hastaliklari
Enstitiisii (NIDDK)’niin kriterlerini revize edip bir arastirma tanimi1 sunmuslardir (Tablo-1)

(50).

Tablo 1. NIDDK’in interstisyel sistit i¢in diagnostik kriterleri

Hasta secim Kriterleri

1.Kesin dahil etme kriteri:

Endoskopide Hunner iilseri goriilmesi

2.Pozitif faktorler

a. Mesanenin dolmasi ile artan, bosaltilmasi ile azalan agr1
b. Suprapubik, pelvik, iiretral, vaginal veya perineal agri
c. Endoskopide glomeriilasyon goriilmesi

d. Sistometride azalmis mesane kompliansi

(IC denmesi igin 2 pozitif faktér bulunmasi istenir.)

IC dislama Kriterleri

1. Gaz ya da si1vi dolum maddesi ile uyanik olarak yapilan sistometride kapasitenin 350 cc

den biiyiik olmasi

2. 30-100 cc/dk dolum hiziyla mesane, 100 cc gaz ya da 150 cc su ile doldurulduktan sonra
hastada siddetli iseme istegi yoklugu

3.Yukarida bahsedilen dolum hiziyla sistometride fazik istemsiz mesane

kontraksiyonlarinin gdsterilmesi
4. Semptomlarin siiresinin 9 aydan kisa olmasi
5. Noktiirinin yoklugu

6. Semptomlarin antimikrobiyal, iiriner antiseptik, antikolinerjik veya antispazmolitiklerle

hafiflemesi
7. Uyanikken gilinde 8’den az idrara ¢ikma sikligi

8. Ug aylik periyotda bakteriyel sistit veya prostatit tanis1 olmasi

16



9. Mesane ya da iireter tas1 bulunmasi

10. Aktif genital herpes olmasi

11. Uterin, servikal, vaginal veya iiretral kanser bulunmasi
12. Uretral divertikiil bulunmasi

13. Siklofosfamid veya herhangi bir tip kimyasal sistit

14. Tiiberkiiloz sistiti

15. Radyasyon sistiti

16. Benign veya malign mesane timorii

17. Vaginit

18. Yasin 18’den kii¢lik olmasi

NIDDK kriterlerine gore hastalarin interstisyel sistit tanis1 almalari i¢in kesin dahil
etme kriterleri ya klasik Hunner iilserinin bulunmasi ya da sistoskopik incelemede
glomeriilasyonlarin olmasi, ve bunlara ek olarak mesane ile iliskili agr1 ya da ani sikisma

hissi bulunmasi gerekir (50).

IC i¢in tiim hastalara yardimer oldugu saptanan bir tedavi yoktur. Tedavi yaklagimi
cok yonliidiir ve hastaya 6zel olmali, en rahatsiz edici buldugu semptomlar1 hedef almalidir
(51). Tedavi algoritmalar1 davranissal, farmakolojik, intravezikal, girisimsel ve cerrahi
tedaviler olarak alt siniflara ayrilir (3). Hasta egitimi, davranis degisikligi, diyet tavsiyesi,
stres giderme ve fizik tedaviyi igeren konservatif tedavi, tiim hastalar i¢in temel bir baslangic
yonetim stratejisidir. Bu, tedavinin temel tasidir ve daha sonraki tiim tedavi denemeleri bu
temele dayanmaktadir. Herhangi bir yanit gézlenmezse amitriptilin gibi oral tedavilerin en
biiyiik yanit1 vermesi muhtemeldir. ESSIC (Avrupa Interstisyel Sistit Calismalar1 Dernegi )
smiflandirmasina gore hastalarin fenotipi i¢in sistoskopi sarttir ve hunner lezyonuna yonelik
fulgurasyon veya rezeksiyonla tedavi ayni anda, uygunsa iyi basari oranlariyla
gerceklestirilebilir.  Sistoskopi, diger patolojileri dislamak ve ayrica IC’in dogru
fenotiplenmesine yardimci olmak, mesane kapasitesini degerlendirebilmek ve hedefe

yonelik tedavinin Onerilebilecegi Hunner lezyonlarinin varligmi tespit edebilmek igin
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gereklidir. Hastalar, sistoskopik ve histolojik esaslara dayali olarak ESSIC Kriterleri
kullanilarak siniflandirilabilir. Bunun i¢in hastalarin hidrodistansiyon ve biyopsi ile birlikte
sistoskopiye tabi tutulmasi gerekir; hidrodistansiyon siklikla tanisal oldugu kadar terapotik
bir miidahale olarak da islev goriir. Daha invaziv tedaviler arasinda intravezikal DMSO veya
lidokain damlatilmasi, detriisére botulinum toksin A enjeksiyonu ve noromodiilasyon yer
alir ve bu tedaviler oral tedaviler basarisiz olursa denenmektedir. Kullanimi1 konusunda
deneyimli olanlarda oral siklosporin denenebilir; ancak bu genellikle 6nemli olumsuz
olaylara neden olur ve yogun izleme gerektirir ve bu nedenle yaygin olarak kullanilmaz. Son
olarak radikal cerrahi; ciddi, araliksiz IC’i olan, Hunner lezyonlar1 olan veya anatomik
mesane kapasitesi azalmis olan, yasam kalitesinin ciddi sekilde etkilendigi ve daha once

bahsedilen miidahalelerle diizelmeyen hastalar igin diistiniilmelidir (51).

Gelecekteki onemli bir ilerleme, her etiyolojik hedefe o6zgii idrar veya serum
biyobelirteglerinin tanimlanmasi olacaktir. Daha sonra her biyobelirteg, her tedavi igin
uygun hastalar1 segmek ve tedavinin amaglanan hedef iizerindeki etkisini izlemek igin
kullanilabilir. Su anda ana kilavuzlar tani i¢in 6ykii, muayene, idrar kiiltiirii ve idrar tahlili

onermektedir (2).

Mesna bir siilfidril bilesigi olup, interstisyel sistit tedavisinde Kklinik rutin
uygulamalarda en ¢ok kullanilan preparattir (52). Mesnanin sistemik uygulamasi
siklofosfamidin {iriner sistemden detoksifikasyonunu saglamaktadir (53). Mesna bu
detoksifikasyonu akroleini inaktif molekiil olan tioetere doniistiirerek gosterir. Olusan tioeter

tiriner sistem epiteli i¢in zarasiz olup idrar ile viicuttan atilmaktadir (54).

Mesna uygulamasindan 20 dk sonra en yiiksek konsantrasyona ulasmis olup,
siklofosfamitten 20 dakika once verilmelidir. Mesnanin yarilanma omrii dikkate alinarak
boliinmiis dozlar seklinde 3 saatten daha wuzun olmayan araliklarla uygulama
tekrarlanmalidir (55, 56). Mesna bu etkilerinin yaninda ates, miyalji ve kalp grafisinde
degisiklik gibi bir takim yan etkilere neden olmaktadir (57).

2.7.4. Etiyoloji ve Patofizyolojisi

Interstisyel sistitin etiyolojisi tam olarak bilinmemekte olup multifaktdryel oldugu
bildirilmistir. Etiyolojik faktorler kisiden kisiye farklilik gostermektedir (47). IC altinda
yatan patojenik mekanizmalar arasinda iirotelyuma verilen hasar ve buna baglh olarak
mesane permeabilitesinde artig, ndrojenik inflamasyon ve mast hiicre aktivasyonunun yani
sira noronal ve immiin fonksiyondaki degisiklikler yer almaktadir (49).
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IC’in patogenezini agiklamak i¢in bir¢ok teori dnerilmis ancak higbirinin dogrulugu
kesin olarak kanitlanamamistir. Klinik IC’nin gelismesine yol acan olaylar zinciri mesane
epiteli yaralanmasiyla baglar. Birgok vakada bu, bir bakteriyel sistit atagini takiben
gerceklesmis olabilir ancak diger hastalarda pelvik cerrahi, dogum baslatic1 faktor olabilir.
Idrar metabolitlerinin hasarli mesane iirotelyumundan sizmastyla submukozal boslugun
stirekli tahrigi, submukozal mast hiicrelerinin ¢ogalmasi ve aktivasyonu ile belirgin
inflamatuar reaksiyona neden olur. Mast hiicreleri aktive edildiginde histamin ve diger
mediyatdrleri serbest birakarak duyusal sinir liflerini uyarir ve lokal doku hasarina, vaskiiler
konstriksiyona neden olmaktadir (58). Mast hiicrelerinde artis ve aktivasyon otoimmiin veya
alerjik reaksiyonun isaretidir. IC'li bir¢ok hastanin ayn1 zamanda alerji ve otoimmiin
hastaliklara da sahip oldugu g6z 6niine alindiginda, bagisiklik tepkisi teorisi daha ilgi ¢ekici
hale gelir. Mast hiicreleri inflamasyona, mesane mukozal hasarina ve agriya katkida bulunan
birgok molekiil icerir. Mast hiicre iceriginin salinmasi, bagisiklik hiicrelerinin sizdigi,
duyusal sinirlerin daha duyarl hale geldigi ve P maddesi gibi sitokinlerin ve tasikininlerin
salind1g1 bir dongii siirecini tetikler; boylece mast hiicrelerini, néronlar1 daha da duyarli hale
getiren inflamatuar mediyatdrleri ve histamini serbest birakmak icin daha da aktive eder.
Histamin ve tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) damar gegirgenligini arttirir, sitokinler
inflamasyona neden olur, kininler ve prostaglandinler agriya neden olur, kimaz ve triptaz
doku hasarma neden olur. IC' deki agr1 siklikla mesane ¢ikarildiktan sonra da devam eder,
bu da devam eden pelvik inflamasyonun merkezi sinir sistemi iizerindeki etkisinde 6nemli
bir role igaret etmektedir (59). Yapilan ¢alismalar sonucunda hastaligin patogenezinin tam
olarak aydinlatilamamasindan dolay1 hastalara mevcut uygulanan tedaviler semptomatik

olup genellikle yetersiz olmaktadir (47).
2.8. Siklofosfamid ile Sistit Modeli

Siklofosfamid (CP); 16semi, lenfomalar ve solid timorler dahil olmak tizere gesitli
maligniteler i¢in yaygin olarak kemoterapdtik ve immiinosiipresif bir ilag olarak kullanilan
sentetik bir nitrojen mustard grubundan alkilleyici ajandir. Terapotik aktivitesi oncelikle
viicuttaki aktif metabolitlere aktivasyonuna dayanir ve sitotoksik etkilerini DNA alkilasyonu
yoluyla uygulamak i¢in sitokrom P450 enzimleri araciligiyla biyoaktivasyonu gerektirir ve
hiicresel apoptoza yol agar (60). Bunlarin disinda CP trombositopenik purpura, romatoid
artrit, sistemik lupus eritematozis ve nefritik sendrom gibi nonneoplastik hastaliklarin

tedavisinde de tercih edilmektedir (61). Bununla birlikte, siklofosfamidin klinik kullanimi

19



tirolojik sonuglar da dahil olmak iizere ciddi komplikasyonlar nedeniyle sinirlidir (62).
CP’nin karsinojenik ve teratojenik etkilerine ek olarak kalp, mesane ve hematopoietik sistem
tizerinde de toksik etkisi bilinmektedir. Yiiksek doz CP interstisyel sistit olarak da bilinen
ve Ozellikle mesane mukoza hasari, pelvik agri ve mesane disfonksiyonu olarak kendini

gosteren sistite neden olmaktadir (63).

Etkinligine ragmen siklofosfamid, hem akut hem de kronik olmak {izere 6nemli bir
toksisite spektrumuyla da iligkilidir. Baslica komplikasyonlarindan biri, metaboliti olan

akroleinin tirotelyuma olan toksisitesi nedeniyle olusan sistittir (64).

Siklofosfamid, basta karacigerde olmak iizere mikrozomal oksidaz enzim sistemleri
araciligiyla aktif metabolitlerine ayrilir. Olusan akrolein metaboliti {irotoksik etkiye sahip

olup tiriner sistem ile dogrudan temas ederek bu etkisini gosterir (65, 66, 67).

Reaktif oksijen tiirevleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirevlerinin (RNT) mesane
dokusundaki artist membran lipidlerinin peroksidasyonuna, protein denatiirasyonuna ve
DNA hasarima neden olur (68, 69). Yapilan deneysel ¢alismalarda siklofosfamid
uygulamasinin antioksidan enzim aktivitelerini azalttig1 ifade edilmistir (70). Siklofosfamid
ile olusan sistit hasarinda sadece akrolein rol oynamamakta olup ROS ve RTN’nin de bu

hasara ortak oldugu bildirilmistir (71).

CP uygulamas1 hem TNF-alfa, interlokin-1f (IL-1B) salinimina yol agar hem de NO
(nitrik oksit) agiga ¢ikmasina neden olarak epitel hasar serbest radikallerin de katilmasina
neden olmaktadir (72). NO, nitrojen kokenli serbest radikallerden biri olup asir1 NO iiretimi

vazodilatasyon ve ddeme sebep olmaktadir (68, 69).

Cesitli maligniteleri ve otoimmiin bozukluklar1 tedavi etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir kemoterapi ilaci olan CP’in, mesanenin inflamasyonu ve kanamasi ile
karakterize 6nemli bir yan etki olan sistite neden oldugu iyi belgelenmistir (73, 74).
Siklofosfamid uygulandiktan sonra metabolik aktivasyona ugrar ve mesane mukozasina
zarar verebilen toksik bir metabolit olan akrolein tiretir ve bu da hematiiri, diziiri, sik idrara

¢ikma ve rahatsizlik gibi semptomlara yol agar (73, 75).

Akrolein; karacigerde CP metabolizmasi sonucu olusan bir {iriin olup, bobreklerden
atildiktan sonra mesanede birikerek istenmeyen etkilere neden olur. Akroleinin

tiroepitelyumu gecerek; oksidatif stresi ve inflamasyonu hizlandirmak i¢in ROS iiretimini
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indiikleyerek oksidatif strese neden oldugu ve sonugta kademeli reaksiyonlar ile interstisyel

sistiti indiikleyebilecegi bildirilmistir (61, 62).

CP kaynakls sistitin goriilme siklig1 hastalar arasinda biiyiik 6l¢iide degismektedir ve
ilgili alkilleyici ajanlarla tedavi edilenlerin %40" kadarini etkiledigi bildirilmistir (74, 76).
Olusumu igin risk faktorleri arasinda siklofosfamidin kiimiilatif dozu yer alir; daha yiliksek
dozlar daha yiiksek mesane toksisitesi riski ile iliskilidir (76). Ozellikle aldehit dehidrogenaz
aktivitesini etkileyenler gibi bazi genetik varyantlar, bir bireyin bu komplikasyona olan
duyarliligin1 degistirebilir ve bu da farmakogenomik farkliliklarin tedavi planlamasi

sirasinda dikkate alinmasini gerektirebilecegini diisiindiirmektedir (77).

Yapilan calismalar CP uygulamasinin asir1t ROS {iretimi nedeniyle bobrekte MDA
(malonaldehit) seviyesini arttirdigi, GSH (glutatyon) tizeyini ve SOD (Siiperoksit dismutaz)
aktivitesini azalttigi gosterilmistir. CP uygulamasi ile ROS’un fazla iiretimi; membran
lipitlerinin peroksidasyonu, protein denatiirasyonu ve deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarini
kapsayan mekanizmalar sonucunda olusan oksidatif stres hiicresel hasar ve nekroza neden

olur (61).

Yapilan ¢alismalarda interlokin-6 (IL-6), interlokin-1(IL-1), TNF-0, donistiiriicii
biiyltime faktorii 1-p (TGF 1-B), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve katalaz (CAT)
gibi ¢esitli aracilarin IC'nin patofizyolojisinde rol oynadiklar1 bildirilmistir. Bunlar akrolein

birikiminin neden oldugu iirotelyal hasarin bir sonucu olarak iiretilir (78).

CP kaynakl: sistit kemirgenlerde sistit i¢in yaygin olarak kullanilan modellerden
biridir. Bu model IC ile ortak ozelliklerin yani sira CP ile tedavi edilen hastalarda olusan
sistit ile bircok Ozelligi paylasir. CP, insanlarda ve kemirgenlerde iirotelyumdaki
reseptorlerin  ve sinyal molekiillerinin ekspresyonu gibi fonksiyonel ve histolojik
degisikliklere neden olur. Bununla birlikte CP enjeksiyonundan sonra up-regiile edilmis
aferent ve eferent noral etkilere bagli olan daha az iseme hacimleri kaydedilmis olup, CP’in

ayrica detrusor asir aktivitesini indiikleyebilecegi bildirilmistir (79).

Mesna bir siilfidril bilesigi olup, akroleinle baglanma yetenegine sahip oldugu i¢in
siklofosfamid ile birlikte uygulanir. Mesna ile bagli akrolein iirotelyumda yogunlasamaz ve
oksidatif stres, inflamasyon ve nekrozun inhibisyonuna yol acar (78). Yapilan caligmalarda
mesna tedavisinde en etkili protokolii, intraperitoneal (i.p.) yolla kemoterapdtik ajandan 20

dk 6nce, oral yolla ise 60 dk dnce verilmesinin uygun oldugu bildirilmistir (65).

21



CP kaynakl: sistitin hafifletilmesine yonelik yonetim stratejileri genellikle mesna
gibi tiroprotektif ajanlarla farmakolojik profilaksiyi igerir; bu ajanlar akroleine baglanarak
toksik etkilerini notralize eder (73, 80). Mesnanin kullanimi sistit insidansini azaltmada
etkili oldugunu gostermis olsa da, etkililigiyle ilgili veriler tutarsiz olabilir ve bireysel hasta

ozellikleri baglaminda dikkatlice degerlendirilmelidir (74, 80).

Arastirmalar bu durumu yonetmek icin yenilik¢i terapotik yaklagimlart kesfetmeye
devam ediyor. Calismalar, TNF-a ve IL-1B gibi inflamatuar medyatorlerin CP kaynakli
sistitin patogenezinde kritik roller oynadigini belirtmistir (75, 81).

2.9. interstisyel Sistitte Oksidatif Stres ve Toll-like Reseptérlerinin Rolii

Oksidatif stres; antioksidan savunma sistemi ile reaktif bilesiklerin arasindaki
dengenin bozulmasi olarak tanimlanmakta olup bir canli i¢in hayati bir 6neme sahiptir (82,
83). Oksidan-antioksidan dengenin bozulmasiyla antioksidan savunma sistemi ¢aligamaz ve
oksidatif dengenin oksidanlar yoniine dogru kaymasi ile canlinin 6liimiine neden olabilecek
hiicresel hasar ve oksidatif stres tablosu ortaya ¢ikmaktadir (84, 85). CP tedavi dozunda
uygulandiginda organizmada oncelikle iiriner sistem olmak {izere bir¢ok sistemde toksik
etkilere sebep olmakta olup, toksisitenin ana nedenlerinden biri antioksidan enzimlerinin
islevlerinin azalmasi ve organizmanin hayati organlarinda akrolein ile iligkili lipid

peroksidasyonunun artmasidir (70, 86, 87).

Oksidatif stres, CP’nin neden oldugu zararl etkilerden biridir ve interstisyel sistitte
onemli bir rol oynamaktadir. CP’nin bir metaboliti olan akrolein, iirotelyumda ROS
olusumunu destekleyen reaktif bir doymamais aldehit olup mesanenin oksidatif hasarinda rol
oynamaktadir (62). Histolojik olarak akrolein; subepitelyal 6dem, nétrofil infiltrasyonu,
hemoraj ve nekroz ile karakterize inflamatuar yanita neden olan ROS’ni iiretir (88). Asiri
ROS iiretimi lipit, protein ve DNA hasarina neden olarak ya da indiikleyerek hiicre 6liimiine
neden olur (62). Ek olarak fazla miktarda olusan ROS, iirotelyumda proinflamatuar mikro
ortami diizenleyen ve TNF-a, IL-1B gibi proinflamatuar mediyatorleri uyaran,
proinflamatuar gen ekspresyonunun ana diizenleyicilerinden biri olan NFxB‘yi aktive

etmektedir (88).

Cesitli inflamatuar reaksiyonlarda yaygin olarak yer alan bir proinflamatuar
transkripsiyon faktorii NFkB inflamasyon sirasinda aktive olur ve TNF-a, IL-1p gibi
proinflamatuar faktorlerin salinimini diizenleyerek inflamatuar yaniti giiclendirir. Ayrica

oksidatif stres ile NFkB, sinyal transdiiseri ve transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3) ve diger
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proinflamatuvar yolaklar1 aktive eden TLR (Toll-like reseptorler)’ler gibi dogal immiin
model tanima reseptorleri de indiiklenebilir (54). Yapilan ¢alismalarda CP kaynakli sistit
olusturulan farelerde mesane dokusunda NF«kB aktivitesinin bir gdstergesi olan NFxB alt
birimi fosfo p-65 protein seviyesi artmis olup bu durum NF«kB sinyal yolaginin mesane

inflamasyonuyla iliskili oldugu bildirilmistir (89).

TLR’ler, dogustan gelen immiin sistem aktivasyonu yoluyla mikrobiyal
enfeksiyonun saptanmasinda énemli bir role sahip olan bir transmembran reseptor ailesini
olusturur (90). Bu reseptorler patojenlerden tiiretilen molekiilleri ve ayrica endojen tehlike
sinyallerini tantyarak bir immiin tepki baslatabilir (49). Bu ailede en ¢ok ¢alisilan iiye, hasarli
veya iskemik dokulardan salinan endojen molekiillerin varligini tespit edebilen TLR4 tiir
(90).

TLR4 sinyalleri mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK), PI3K
(fosfotidilinositol-3-kinaz) ve NF«B kaskadlarini aktive eder. Bu sinyal yolaklar1 hiicrelerin
hem hayatta kalmasin1i hem de apoptozunu etkileyen proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu kontrol etmektedir. TLR4 sinyal yolunun uyarilmasi; NF«xB p65°in ¢cekirdege
transferini igeren bir dizi olayr baglatir ve TNF-o, IL-1p gibi proinflamatuar sitokinlerin
salmimui ile sonuglanir (91). Bu bulgular sonucunda yapilan ¢alismalarda TLR4/NF«B sinyal

yolagi inflamatuar hastaliklarin tedavisi i¢in 6nemli bir hedef haline gelmistir.

Yapilan bir ¢alismada TLR4 silinmesi veya farmakolojik blokaji CP kaynakli
deneysel sistit modelinde koruma sagladigi goriilmiistiir. Bulgular, TLR4 sinyal yolunun
CP’nin neden oldugu mesane disfonksiyonu ve inflamasyonunu baslatmada merkezi bir rol
oynadigini ortaya koymakta ve TLR4 reseptor blokajinin IC tedavisi i¢in klinik degeri
olabilecegini vurgulamaktadir. TLR4’lin aktivasyonu, miyeloid farklilasma birincil yanit
proteini (MyD88) ve TIR-domain igeren adaptor indiikleyici interferon B’nin (TRIF),
aracilik ettigi asag1 sinyal yollar1 yoluyla dogustan gelen immiin yanitlarini tetikler, her iki
adaptor proteini de proinflamatuar sitokin iiretimi ig¢in gereklidir. TLR4; insan ve farelerin
alt idrar yollarinda, enfeksiyonlara kars1 6nemli bir savunma hatt1 gorevi gordiigiine inanilan

tirotelyal hiicrelerde yogun bir sekilde eksprese edilmektedir (49).

Bunlara ek olarak yapilan bir calismada TLR4, diyabetik bobrek hastaliginin
gelisiminde inflamatuar siiregte yer aldigi bildirilmistir. Immiin ve bobrek hiicrelerinde

salinan endojen ligandlar1 baglayarak aktivasyon iizerine TLR4, NFxB’nin aktivasyonunu
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baglatir. DPP-4 inhibitorlerinin, TLR4/ NFkB yolunu modiile ederek antiinflamatuar etkiler
gosterdigi gosterilmistir (92).

2.10. Interstisyel Sistit ve NFkB Sinyal Yolag Iliskisi

NF-kB sinyal yolagi; pro-inflamatuar sitokinler, bakteriyel enfeksiyonlar ve diger
inflamatuar tetikleyiciler gibi cesitli uyaranlara yanit olarak aktive olur. Vykhovanets ve
arkadaglari, NF-kB'nin sistitte aktive oldugunu, 6zellikle mesane dokularindaki inflamatuar
yanitlar1 diizenlemedeki roliinii vurgulamistir. Bu yol, sistitin karakteristik inflamatuar
ortamina katkida bulunan sitokinler ve kemokinler dahil olmak iizere ¢ok sayida pro-
inflamatuar medyatoriin ekspresyonunu diizenler. NF-kB aktivasyonu, inflamatuar yaniti
daha da artiran ve agri, artan idrar siklig1 gibi sistit semptomlarini tesvik eden sitokinler olan

TNF-a ve IL-1B'nin ekspresyonunun artmasina yol agar (93).

NF-«xB ile inflamatuar mediatorler arasindaki iliski sistitte kritik 6neme sahip olup
mesanede NF-«kB, lipopolisakkarit (LPS) ve diger bakteriyel bilesenler tarafindan
indiiklenen inflamatuar yanitin birincil diizenleyicisi olarak gorev yapar (94). NF-kB'nin
aktivasyonu, cesitli inflamatuar genlerin transkripsiyonel aktivasyonuyla sonuglanir ve
boylece inflamatuar dongiliyii siirdiirtir. Yapilan g¢alismalarda bu yolun farmakolojik
inhibisyonu, inflamasyonu azaltarak ve proinflamatuar sitokin ortamina kars1 koyarak sistit

ile iliskili semptomlari iyilestirmek igin bir terapotik strateji olarak onerilmistir (93).

NF-xB'nin sistit patofizyolojisindeki merkezi rolii géz oniine alindiginda, bu yolag:
hedeflemek terapotik miidahale igin bir firsat sunmaktadir. Bonizzi ve Karin, NF-kB'nin
etkili modiilasyonunun sistit dahil olmak {izere inflamatuar hastaliklarda inflamasyonu
kontrol etmek ve sonuglar iyilestirmek igin rasyonel bir yaklasim olabilecegini 6ne
stirmiiglerdir. Bu strateji, NF-kB aktivasyonunu 6nleyen spesifik inhibitorlerin kullanimini
veya NF-xB'ye bagli sitokinlerin etkilerini dogrudan antagonize eden biyolojiklerin

gelistirilmesini igerebilir (95, 96).

TLRA4, patojenlere kars1 bagisiklik tepkisinde 6nemli bir rol oynayan ve bakteri hiicre
duvarlarindan LPS’ler gibi uyaranlar tarafindan aktive edilen bir desen tanima reseptor olup;
sistit baglaminda, TLR4 aktivasyonu NF-xB gibi transkripsiyon faktorlerini aktive eden bir
sinyalleme kaskadi baglatir. Oliveira ve arkadaglari, TLR4 blokajinin CP gibi kimyasal
ajanlar tarafindan indiiklenen sistite karsi inflamasyonun azalmasi ve koruma ile
sonuglandigini gostererek, bu reseptoriin mesane hasari ile iligkili inflamatuar yanittaki
roliinii vurgulamigtir (4).
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TLR4 yolagimin aktivasyonu, ¢esitli kinazlar aracilifiyla NF-«B'yi aktive eden
miyeloid farklilagsma birincil yanit 88 (MyD88) gibi adaptor proteinlerin devreye girmesine
yol acar (4, 97). NF-kB aktive oldugunda ¢ekirdege tasinir ve burada TNF-a, IL-6 ve IL-1p
dahil olmak fiizere ¢ok sayida proinflamatuar sitokinin transkripsiyonunu indiikler. Bu
sitokinler, inflamasyonu indiikleyerek ve artirarak, agriya ve mesane disfonksiyonuna yol
acarak sistitin Ozelliklerine daha fazla katkida bulunur. Baker ve arkadaglari TLR4
aktivasyonunun  inflamatuar ~ mediyatorlerin ~ NF-kB  tarafindan  yonlendirilen
transkripsiyonuna yol a¢tigini belirterek, bu yolun inflamatuar hastaliklarda oynadigi temel

roliin altin1 ¢izmistir (97).

TLR4/NF-«xB yolagi ayrica sistit ile iliskili agrida yer alan néroinflamatuar siireclere
baglanir. Cui ve arkadaslar tarafindan yapilan arastirma, TLR4 sinyallemesinin blokajinin
sistitli bir fare modelinde pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu azalttigin1 bulmus ve
bu yolun merkezi sinir sistemi agr1 sinyalleme mekanizmalarinda yer aldigini gostermistir.
TLR4 araciligiyla astrositler ve mikroglialar dahil glial hiicrelerin aktivasyonu, inflamatuar
medyatorleri serbest birakarak ve omurilik boyunca nosiseptif iletimi artirarak agr1 algisini

siddetlendirebilir (98).

TLR4/NF-xB sinyal yolag: ile sistit arasindaki iliskiyi anlamak kritik terapotik
¢ikarimlara sahiptir. Bu yolu hedef alarak, sistit gibi durumlarda semptomlar1 hafifletmek ve
inflamatuar yanitlart yonetmek ig¢in anti-inflamatuar tedavilerin gelistirilebilecegi
bildirilmistir. TLR4 blokaji, potansiyel olarak inflamasyon yiikiinii azaltabilir ve mesane

rahatsizliklartyla iligkili agriy1 hafifletebilir (4, 99).
2.11. Dipeptidil Peptidaz - 4 (DPP-4) Enzimi ve Inhibitorleri

DPP-4; bagirsak, bobrek, hepatositlerde, kapiler endotel hiicrelerinde ve plazma
olmak tizere viicutta yaygin olarak bulunan bir serin proteazdir (100). DPP-4 ¢esitli biyolojik
aktiviteler sergileyen birgok viicut organina yayilir. Serumdaki glukoza bagimli
instilinotropik polipeptit (GIP) ve glukagon benzeri peptit-1 (GLP-1) olmak {izere iki
inkreatin hormonun pargalanmasini uyarir. Bu hormonlar beta hiicrelerinden insiilin
salgilanmasini uyarir ve glukagon salgilanmasini inhibe eder. DPP-4; cesitli hormonlarin,
sitokinlerin, kemokinlerin, noropeptitlerin ve biiyiime faktorlerinin N-terminal dipeptitlerini
bolen, biyolojik yar1 Oomrii dolayisiyla bu polipeptitlerin aktivitesini modiile eden
diizenleyici bir proteaz olup bu enzim dokularda yaygin olarak ¢6ziiniir ve membrana bagl

glikoprotein olarak dagilmaktadir (101).
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DPP-4 enzimi sican karacigerinden 1960 yilinda izole edilen bir aminopeptidaz olup
1990 yil1 iginde yapilan in vivo ¢alismalar sonucunda bu enzimin sitokinlerin, kemokinlerin
ve diger peptid hormonlarinin metabolizmasi ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir. Bu
durum DPP-4 inhibitorlerinin tip 2 diabetes mellitus (T2DM) tedavisinde kullanilabilecegi
sonucunu dogurmustur (102, 103).

Yapilan galismalarda DPP-4 enziminin pankreas, beyin, akciger, bobrek, bagirsak,
bobrekiistii bezi ve lenf bezlerinde eksprese edildigi bildirilmistir (104). DPP-4 enzimi;
GIP’1 5 dakikadan az bir siirede yikimina neden olurken, GLP-1’in ise 2 dakikadan az bir
stirede yikimina neden olmaktadir. Bu durum sonucunda DPP-4 enziminin inhibisyonu

inkreatin etkisini uzatmaktadir (103, 105).

Insiilin salgilaticc  GLP-1 ve GIP, inkretinler olarak adlandirilan insiilin
salgilanmasinin kontroliinde rol oynayan kisa etkili bagirsak hormonlaridir. Bu hormonlarin
yarilanma Omiirleri birka¢ dakika olup, DPP-4 enzimi ile kan dolagimina salgiladiktan sonra
hizlica inaktive edilirler. Bu duruma bagli olarak inkreatin agonistleri ve DPP-4 inhibitorleri

tip 2 DM tedavisinde kullanilmaktadir (106, 107).

T2DM tedavisinde kullanilan DPP-4 inhibitorlerinin siilfoniliire ve glinid gibi diger
instilin salgilanmasini arttiran gruplardan daha fazla yararli etkileri oldugu bildirilmistir.
DPP-4 inhibitor ajanlar glukoz bagimli yolakta pankreastan insiilin salinimini uyarir ve kan
glukoz seviyesinin kontrl altinda tutulmasini saglarlar. Yapilan ¢alismalarda diger insiilin
salgilatic1 ajanlara gére DPP-4 inhibitorlerinin hastalarda daha diisiik hipoglisemi riski
oldugu saptanmistir (108). Tiim bunlara ek olarak DPP-4 inhibitorlerinin pankreas beta
hiicre fonksiyonlarinmi iyilestirdigi ifade edilmistir. Sitagliptin, vildagliptin, saxagliptin,

alogliptin ve linagliptin en 6nemli DPP-4 inhibitor ajanlardir (Sekil 5) (109, 110, 111).
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Sekil 5. DDP-4 inhibitorlerinin kimyasal yapisi (Deacon’dan, 108)

(Boehringer Ingelheim)

2.11.1. Sitagliptin

DPP-4  enzim inhibitorlerinden  sitagliptin ~ (Sita)  kimyasal  olarak
CI16H15F6N50.H3P0O4.H20 yapisinda olup molekiiler agirhigi 523.32 Da “dir (111). Aktif
madde olarak monohidratfosfat tuzu yapisinda olup Uluslararas1 Temel ve Uygulamali
Kimya Birligi’'nce  7-((3R)-3-amino-1-ox0-4-  (2,4,5-trifluorophenyl)butyl)-5,6,7,8-
tetrahydro-3-(trifluoromethyl)-1,2,4-triazolo-(4,3-a)pyrazine phospate(1:1) monohydrate
seklinde isimlendirilmistir. Sitagliptin fosfat monohidrat beyaz, kristalize, non-higroskopik
bir tozdur. Suda ve N,N-dimetil formamid’de ¢6ziinlirken metanolde az, etanol, aseton ve

asetonitrilde ise olduk¢a az ¢ozliniir (112, 113).

Oral antidiyabetik olarak Sita “sitagliptin fosfat monohidrat” seklinde bulunur ve
Januvia olarak da bilinir. Sita’nin yaklasik %70'i degismemis ilag olarak bobreklerden atilir
ve metabolizma esas olarak sitokrom P450 CYP3A4 ve CYP2CS8 araciligiyla yalnizca
%16'lik kiiciik bir rol oynar. DPP-4 inhibisyonu doza bagh olup sitagliptin, oral yoldan
alindiktan sonra hizla emilir ve plazmadaki en yiiksek konsantrasyonlara genellikle 1 ila 4
saat iginde ulasilir (114). Sita’nin mutlak biyoyararlanimi yaklagik %87'dir ve bu, ilacin
onemli bir miktarinin oral dozlamadan sonra sistemik dolasima ulastigini gosterir. Bu

yiiksek biyoyararlanim, giinde bir kez dozlama rejimine elveriglidir (115).
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Sita’nin yar1 Oomrii 12.4 saat olup, bobrekten atilimi yaklagik 350 ml/dk’dir.
Sitagliptin sadece DPP- 4 enzimi ile inhibe olmaktadir. Diger DPP enzimleri olan DPP-8 ve
DPP-9 enzimleri ile inhibe olmamaktadir (116, 117).

Sita i¢in dagilim hacmi yaklasik 168 L'dir ve bu da genis doku dagilimini gésterir
(115). Esas olarak plazma proteinlerine yaklasik olarak %38 oraninda baglanir, bu da bu
baglanma dinamigi nedeniyle diger ilaglarla etkilesimlerin meydana gelebilecegini
diisiindiirmektedir (118). Yiiksek dagilim hacmi ayrica bobrekler ve pankreas gibi ¢esitli
dokular tarafindan aktif olarak alindigin1 da yansitabilir, her ikisi de farmakolojik etkisi i¢in

kritik bolgelerdir (115).

Sita, farmakolojik aktivitenin kii¢iik bir kismint olusturan tek bir aktif metabolit
iretmek icin Oncelikle sitokrom P450 enzim sistemi araciligiyla minimal hepatik
metabolizmaya ugrar. Bu minimal metabolizma, kapsamli bir sekilde metabolize edilen
ajanlara kiyasla ilac-ilag etkilesimleri potansiyelini azaltti§i i¢in Ozellikle avantajlidir.
Sita’nin  farmakokinetik profili yaygin metabolik indiikleyiciler veya inhibitérlerden
nispeten etkilenmez (115, 118).

Bobrek yolu, Sita’nin atilimi i¢in birincil yoldur ve uygulanan dozun yaklasik %79'u
idrarda degigsmeden atilir (118). Bu bobrek klerensi, 6zellikle onceden var olan bobrek
rahatsizliklar1 olan Sita alan hastalarda bobrek fonksiyonunun izlenmesinin Onemini
vurgular. Bobrek yetmezligi durumlarinda, yan etki riskini azaltmak i¢in doz ayarlamalari

esastir (119, 120).

Sitagliptin, T2DM yo6netimindeki rolii nedeniyle 6nemli ilgi goren bir DPP-4
inhibitériidiir. Sita 2006 yilinda FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan onaylanan
ilk DPP-4 inhibitorii olup, o zamandan beri kullanimiyla iliskili hipoglisemi riskleri olduk¢a

diisiikken glisemik kontrolii iyilestirmek i¢in kullanilmaktadir (121, 122).

Sita’nin antidiyabetik etkisi, inkreatin fonksiyonunun artmasina baglidir. Bu nedenle
DPP4’lin sitagliptin tarafindan inhibisyonu, inkreatin hormonlarin biyoyararlanimini
arttirabilir ve ardindan serum glukoz seviyesini azaltabilir (91). Sita, DPP-4’i se¢ici olarak

inhibe eden ve T2DM tedavisinde kullanilan bir ilagtir (101).

GLP-1 ve GIP inkretin hormonlar1 giin boyunca bagirsaktan salgilanmakta olup,
yemek yenmesiyle diizeyleri artmaktadir. GLP-1 ve GIP hormonlar kan glukoz seviyesi

normal seviyenin lizerine ¢iktig1 zaman insiilin sentezini arttirir. cAMP dahil hiicre i¢i sinyal
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yolaklar ile pankreastaki beta hiicrelerinden insiilin salinimi artmakta olup bu siirecte alfa
hiicrelerinden salinan glukagon miktar1 azalmaktadir. Tiim bunlarin sonucunda insiilin
konsantrasyonunun artmasi ve glukagon konsantrasyonunun azalmasi ile karacigerdeki

glukoz iiretimi azalmasina bagli olarak kandaki glukoz diizeyi diiser (117, 123, 124).

Sita, inkretin hormonlarin DPP-4 enzimi ile pargalanmasini Onleyerek inkretin
hormonlarin aktif formlarmin kandaki diizeyleri yiikselir. Bu durumda Sita’nin aktif
inkretinlerin diizeylerinin artmasi pankreastan insiilin salinimini uyarir. Bu elde edilen sonug
T2DM hastalarinda HbA 1¢ seviyesinin azalmasina, aclik ve tokluk kan glukoz diizeylerinin

de diismesine neden olur (111, 125).

Yapilan galismalar ile T2DM tedavisi igin Sita’nin uzun dénemde giinde 100 mg ve
200 mg dozlarda verilisi HbAlc diizeyi, aglik ve tokluk kan glukoz seviyelerini diizelttigi
gozlemlenmistir (124, 126).

Sita, T2DM tedavi yonetiminde kullanilmasinin yaninda potansiyel antioksidan
ozellikleri gesitli klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalarda dikkat ¢ekmistir. Sita’nin dikkate deger
bir yoni, oksidatif stresin kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabetik komplikasyonlar ve
norodejeneratif bozukluklar dahil olmak {izere birden fazla patolojiye katkida bulunmasi

nedeniyle onemli olan farkli biyolojik baglamlarda oksidatif stresi azaltma yetenegidir.

Calismalar, Sita’nin antioksidan etki sergiledigini gostermektedir. Ornegin; Abbas
ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alisma, Sita’min bir fare modelinde lipid
peroksidasyonunu ve oksidatif stres belirteclerini dnemli Gl¢lide azalttigini ve kaygi ile
oksidatif stres tepkileriyle baglantili davramig kaliplarinda iyilesmelere yol agtiini
gostermistir. Bu, Sita’nin serbest radikalleri etkili bir sekilde temizleyebilecegini ve
oksidatif stres yollarin1 diizenleyebilecegini gosterir ve bu da onu diyabet yonetiminin

Otesinde terapotik uygulamalar i¢in bir aday haline getirir (5).

Yapilan ¢alismalarda, Sita’nin deneysel olarak indiiklenen hepatotoksisitede hepatik
MDA, GSH diizeylerini ve SOD aktivitesini 6nemli 6l¢lide normallestirdigi goriilmiistiir. Bu
sonug, Sita’nin ovalbiimin ile indiiklenen asttm modelinde MDA igerigini azaltarak, GSH
seviyesini ve SOD aktivitesini normallestirerek oksidatif stresi azalttigin1 gosteren daha
onceki bir ¢alisma ile uyumluydu. Bu ¢aligmalar Sita’nin, ROS {iretimini azaltarak oksidatif
yiikii azaltabilecegini ayrica Sita’nin TLR4’lin hepatik ekspresyon seviyesini ve sonug
olarak NF«B iiretimini 6nemli 6lciide azalttarak TNF-a ve IL-1f saliniminin inhibe ettigini
gostermistir. Yapilan baska bir ¢alismada farelere oral olarak verilen 20 mg/kg Sita’nin,
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NF«B sinyal yolunu modiile ederek TNF-a ve IL-1f gibi inflamatuar mediyatorleri inhibe
ettigini gostermistir. TLR4 ekspresyonunu giiclii bir sekilde baskilamasinin yani sira NFkB
sinyal kaskadini ve inflamatuar sitokinlerin salinmasini inhibe etmesi nedeniyle, Sita’nin
antiinflamatuar aktivite gosterdigi bildirilmistir. Arastirma, Sita’nin TLR4/NF-«xB sinyal
yolunu diizenleyerek antiinflamatuar 6zellikler gosterdigini gdstermektedir. Ozellikle, El-
Kashef ve Serrya, Sita’nin bu yolu diizenleyerek farelerde tiyoasetamid kaynakli akut
karaciger hasarii hafiflettigini gostererek, inflamatuar karaciger hasarina karsi potansiyel

koruyucu etkilerini vurgulamistir (91).

Plazma membranindan serbest birakilan katalitik olarak aktif DDP-4, ¢oziiniir
dolagimdaki formu temsil etmekte olup; TNF-a, bu DPP-4’iin ¢6zliniir formunun salinimini
arttirabilir. Coziiniir DPP-4’lin konsantrasyona baglh bir sekilde NFxB alt birimi p65’in
fosforilasyonunu indiikledigi, iNOS aktivitesini, proinflamatuar sitokinlerin ekspresyon ve
sekresyonunu uyardigi bildirilmistir. Ayrica yapilan ¢alismalarda inflamasyon, oksidatif
stres, fibroz ve apoptoz aracilari iizerindeki baskilayici etkiler agisindan onaylt DPP-4
inhibitorlerinin kardiyovaskiiler ve renal koruma sagladigi, belirli hiicre diizeylerinde in
vitro olarak, deneysel hayvan modellerinde in vivo olarak kanitlanmistir. Yapilan baska bir
calismada ise Sita’nin inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltma ag¢isindan koruyucu etkileri
in vitro olarak si¢anlarda aortik diiz kas hiicrelerinde gosterilmistir. Antiinflamatuar,
antioksidan, antifibrotik ve antiapoptotik etkiler sican miyokardinda kanitlanmis olup, Sita
sican aortik diiz kas hiicrelerinde NFxB aktivasyonunu ve proliferasyonunu baskilamis ve
diyabetik siganlarda ise sitagliptinin dolagimdaki TNF-a, IL-6 diizeylerini azalttig
gorilmistiir. Calismada iskemi hasarindan sonra verilen Sita ile sicanlarda myokard ve
bobrekteki antioksidan enzimlerin aktivitesi indiiklenirken TNF-a, IL-1p, NFxB inflamatuar
belirteclerinin ekspresyonunu azaltmistir. Ek olarak sitagliptin; oksidatif hasar1 bagslatan
enzim olan miyeloperoksidazin yiiksek aktivitesini ve serum TNF-a seviyesini diigiirmiis ve

ROS olusumunu 6nledigi bildirilmistir (101).

Sita’nin bazi hayvan karaciger hasari modelinde hepatoprotektif bir etki gosterdigi
baska bir ¢aligmada bulunmustur. Makdissi ve arkadaslart (2012), bir dizi proinflamatuar
sitokin ekspresyonunun baskilanmasi ve plazma CRP ve IL-6 konsantrasyonlarinin azalmasi
ile Sita’nin insanda gii¢lii bir antiinflamatuar etki uyguladigin1 géstermistir. Ek olarak Lin
ve arkadaslar1 (2016), Sita dozuna baglh olarak inflamatuar aracilarin (IL-6, IL-1B, INOS)

ekspresyonunu inhibe ettigini ve NFkB aktivasyonunu in vitro olarak baskiladigini
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gostermistir. Abo-Haded ve arkadaslari ise (2017), Sita’nin antiinflamatuar ve antiapoptotik
aktivite ile NFkB sinyal yolunun modiilasyonu ile metotreksat indiiksiyonlu
hepatotoksisiteyi iyilestirdigini bildirmistir (127). Birgok deneysel c¢alismada DPP-4
inhibitorlerinin inflamasyonu, oksidatif stresi ve fibrozu inhibe ederek diyabetik bobrek
hastaligin1 hafiflettigini gostermis olup DPP-4 inhibitorlerinin ROS olusumunu azalttig1 ve

SOD aktivitesini arttirdigi goriilmiistiir (92).

Mevcut veriler, Sita tarafindan hepatositlerde DPP-4 aktivitesinin spesifik olarak
inhibe edilmesinin, diyabetik kosullar altinda hiicre apoptozunun yani sira NFkB yolunun
ve oksidatif stresin aktivasyonunun azalmasina katkida bulundugunu ve Sita’nin ROS
temizleme fonksiyonunun NFkB yolunun deaktivasyonunu tesvik ettigini gostermektedir.
Yapilan caligmada Sita’nin, NFkB yolunun aktivasyonunu engelleyebilen streptozosin ile
sicanlarda olusturulan diyabette hepatotoksisiteyi etkili bir sekilde azaltabilen ROS
temizleyici bir rol oynadigi bulunmustur. DPP4'iin hepatositlerdeki aktivitesinin Sita
tarafindan spesifik olarak inhibe edilmesi, diyabetik kosullar altinda NF«xB yolunun ve
oksidatif stresin yani sira hiicre apoptozunun azalmasina katkida bulunur. Sita ayrica
TLR4/NF«B sinyal yolu aracilifiyla farelerde tiyoasetamid tarafindan indiiklenen akut
karaciger hasarmni iyilestirebildigi gorilmiistiir (91).

Wang ve arkadaslar1 yaptiklari bir ¢alismada streptozosin ile indiiklenen diyabet
modelinde artan karaciger DPP-4 aktivitesinin, doku oksidatif stresini ve aktive edilmis
NF«B sinyal yolunu 6nemli dl¢iide arttirdigini ve ayrica kronik karaciger inflamasyonunu
indiikledigini gostermistir. Sita bir antioksidan olarak rol oynamis ve 6zellikle hepatositlerde

DPP4 aktivitesini inhibe etmis ve hiicre apoptozunu daha da azaltmistir (128).

Yapilan c¢aligsmalar; oksidatif stres, lipid metabolizmasi ve inflamatuar
mediyatorlerinin modiilasyonu yoluyla bir fare steatohepatit modelinde Sita’nin
hepatoprotektif aktivitesini bildirmistir. Bunun yani sira yeni kanitlar, niikleer faktor eritroid
2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2) ve NF-kB sinyal yollarinin modiilasyonu yoluyla Sita’nin
koruyucu etkisini ve ardindan metotreksat toksisitesinde inflamatuar ve apoptotik siireclerin
baskilanmasini1 6nermistir. Sita’nin, nod benzeri reseptor proteini 3 (NLPR3) inflamatuar
tiretimini ve TLR4 ve NF-«kB protein ekspresyonunu azaltarak tiyoasetamid kaynakli
karaciger hasaria kars1 hepatoprotektif etkiler gosterdigi saptanmistir. Daha 6nce NF-xB
aktivasyonunun, karaciger hasarini agirlastiran sitotoksik sitokinlerin indiiksiyonuna yol

actig1 bildirilmisti. Ancak NF-kB/Rel ailesi, p65 proteinleri de dahil olmak iizere bes tiyeden
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olusur. Kanonik yol boyunca patolojik uyaranlarla aktive edilen NF-kB'nin en yaygin formu
p65:p50 heterodimerdir. Birgok kronik hastaligin gelisimi, aktive edilmis p65'teki anormal
bir artisa ve bunun sonucunda efektér molekiillerin transaktivasyonuna baglhidir. Sonuglar
onceki caligmalarla uyumlu olarak, T2DM'in NF-kB/p65 ekspresyonunu gii¢lii bir sekilde
artirdigini, Sita tedavisinin ise bu etkiyi azalttigin1 gostermektedir. Sita tedavisi, NF-kB
aktivasyon yolu iizerinde belirgin bir inhibitor etki gdstermistir. Onceki raporlar, bu ilacin
NF-xB aktivasyonunu ve Sita’nin hepatoproteksiyonunu dnleme yetenegini gostererek bu

sonuglar1 desteklemistir (129).

Jiang ve arkadaglarmin yaptigi c¢alismada Sita (10 ve 20 mg/kg) tedavisi
dietilnitrozamin ile indiiklenen karaciger kanseri modelinde sicanlarda IL-1f3, IL-6 ve TNF-
a diizeylerini diisiirmiis ve ayni zamanda NF-«B ekspresyonunu 6nemli 6l¢lide azaltmistir.
Bu sonuglar ile Sita’nin inflamatuar medyatérlerin salinimini kontrol etmek icin NF-kB
sinyalini diizenleyerek dietilnitrozaminin neden oldugu hepatik hasar1 iyilestirdigi ileri

stiriilmiisttir (130).

Mevcut bir ¢alismada ise Sita, serum IL-6 ve TNF-a diizeylerini etkili bir sekilde
azaltmistir. TLR4/NF-kB sinyal yolu, inflamatuar yanitlara 6nemli baglant1 olarak
bilindiginden, TLR4/NF-kB sinyal yolunu inhibe eden Sita’nin molekiiler olay
basamaklarini arastirmak igin siganlarda adjuvanin neden oldugu artrit belirlenmistir.
MyD88, TLR4'lin sinyal iletimini tesvik eden ana adaptor proteinlerinden biridir.
Dolayisiyla MyD88'in yliksek mRNA seviyesi, TLR4 yolunun aktive oldugunu gosterebilir.
Bu arada MyD88'e bagimli yol, TNF-reseptor iligkili faktor 6 (TRAF6) ve kappa B
inhibitori alfa (IkBa) araci molekiilleri yoluyla NF-kB yolunu aktive edebilir. Artritik
sicanlarda TLR4, MyD88, TRAF6, IkBa ve NF-kB p65'in mRNA seviyelerinin dnemli
ol¢iide arttig1 goriilmiistiir. Tedavi edilen gruplarda bu genlerin mRNA diizeylerinin tiimii
down regiile olmustur ve Sita ile tedavi edilen grupta daha fazla azalma gbzlenmistir. Bu
sonuglar, adjuvan kaynakli artritin, TRAF6'nin alinmasi ve IkBa'nin fosforile edilmesi
yoluyla MyD88'in TRL4 ile kombinasyonunu tesvik eden, ardindan NF-«B'yi aktive eden
inflamatuar reaksiyonun olusumunu uyardigimi gostermistir. Sita, MyD88'in TRL4 ile
kombinasyonunun inhibisyonu ve ayrica NF-kB sinyal yollarinin kademeli aktivasyonunun
baskilanmasi yoluyla antiinflamatuar ve koruyucu etkiler gostermistir. Calismada artritik

sicanlarda NF-kB p65 diizeyinde normal kontrol gruplarina gore anlamli artis gézlenmis
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olup Sita NF-kB p65 diizeyinde anlamli azalmaya neden olmustur. Bu durum Sita’nin NF-
kB yolunu inhibe edebildigini gostermistir (131).

Cesitli caligmalar ile DPP-4 inhibitorlerinin, inflamatuar karaciger fonksiyon
bozukluklarina karsi deneysel veya klinik olarak inflamatuar sitokinlerin modiilasyonu
yoluyla koruyucu rolii kanitlanmistir. Mevcut bir arastirmada, Sita’nin hepatitin neden
oldugu fibroza kars1 terapotik potansiyellerinin daha yeni yonlerini arastirilmistir. Sonuglar;
Sita’nin, NF-kB sinyal yolaginin inhibisyonu ile baglantili olabilecek hepatik fibrozise kars1
hepatoprotektif aktivitesini gostermistir. Calismada Con A ile zehirlenmis farelerin
karacigerinde hepatik oksidatif stres parametresi olan MDA'nin yiikseldigi gortilmistiir.
Buna hepatik dokudaki diisiik seviyelerde antioksidanlar, GSH ve SOD eslik etmistir. Sita,
GSH seviyesi ve SOD aktivitesinde dnemli bir artisa ek olarak MDA igeriginde de 6nemli
bir azalmaya neden olmustur. NF-kB sinyal yolu, inflamatuar yanitta temel bir role sahiptir
ve ¢ok sayida inflamatuar sitokinin transkripsiyonunun aktivasyonu ROS tarafindan
indiiklenebilir. Con A ile tedavi edilen hayvanlarin NFkB seviyesinde onemli bir artig
gostermesi nedeniyle sonuclar yukarida belirtilenleri dogrulamistir. Bu sonuglara TNF-o’nin
immiin ekspresyonundaki artis eslik etmistir. Ilging bir sekilde Sita tedavisi, NF-xB'nin ve
TNF-o’nin immiin ekspresyonunda down regiilasyonla sonuglanmistir. Bu goézlemler,
Sita’nin NF-xB aktivasyonunu ve bunun inflamatuar sitokinlerin salinimini engelleme

yetenegini ortaya koyan dnceki sonuglarla uyumlu bulunmustur (132).

Karaciger sagligl acisindan, Alameen ve arkadalar1 tarafindan yapilan bir ¢alisma
Sita tedavisinin hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlarinda oksidatif stres seviyelerini
disiirdiigiinii, oksidatif stresin bir belirteci olan malondialdehiti azalttigim1 ve kanser
hiicrelerinde apoptotik yollar1 destekledigini belirtmistir. Bu durum Sita’nin diyabet
yonetiminin disindaki alanlarda, 6zellikle karacigerdeki oksidatif hasara karsi korumada

faydalar saglayabilecegini disiindiirmektedir (133).

Sita ayrica hem NF-kB translokasyonunu hem de IL-1f iiretimini onleyerek anti-
inflamatuar etkiler de gosterdi. Sita, diyabetik retinalarda olusan ROS iiretimi ve antioksidan
savunmalar arasindaki diyabet kaynakli dengesizligi onlemektedir. Ramos ve arkadaslari
tarafindan yapilan arastirma; Sita’nin diyabet kaynakli oksidatif strese karsi koruyucu
roliinii, 6zellikle diyabetik retinopati baglaminda vurgulamistir. Calisma Sita’nin siiperoksit

seviyelerini diislirdiigiinii ve DNA ile proteinleri oksidatif hasardan korudugunu gostererek,
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onemli antioksidan enzim Nrf2'nin korunmasi yoluyla oksidatif stresle miicadeleye yonelik

¢ok yonlii bir yaklagim sergilemistir (134).

TLR4 ve NF-xB arasindaki etkilesim iyi bilinmektedir; burada TLR4 aktivasyonu
MyD88'in alinmasina yol agar ve sonug¢ta NF-kB'nin aktivasyonuyla sonuglanir.
Sitagliptin'in bu yolun sinyallemesini inhibe ettigi ve bdylece antiinflamatuar etkiler
gosterdigi bulunmustur (135). Dahasi, Tang ve arkadaglar1 Sita’nin tipik olarak TLR4
araciligiyla aktive edilen NF-kB/IkBa sinyalleme yolunu baskilayarak diyabetli sigan
modellerinde endotelin-1 ekspresyonunu inhibe edebilecegini gostermistir. Bu inhibisyon,
vaskiiler inflamatuar yanitlar1 azaltmada kritik bir rol oynar ve Sita’nin diyabetle iliskili

vaskiiler komplikasyonlara karsi koruyucu etkilerini vurgular (136).

Ozellikle Sita tarafindan NF-kB'nin inhibisyonu, Elbadr'in belirttigi gibi, GLP-1
yollarindan bagimsiz olarak gergeklesiyor gibi goriinmektedir ve bu da Sita’nin yalnizca
inkretin aktivitesine bagli olmayan mekanizmalar araciligiyla inflamasyon tepkileri etkileme
potansiyelini vurgulamaktadir. Bu ¢ift etkili yaklagim, Sita’y1 hem diyabet hem de diger

kronik kosullarla iliskili inflamasyonu ele almada ¢ok yonlii bir ajan haline getirir (137).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Tablo 2’de sunulmustur.

Tablo 2. Kullanilan kimyasallar, marka ve kodlar1

Kimyasallar Marka/Kod

% 0.9 izotonik Sodyum Kloriir (NaCl) Polifarma Ila¢ San. ve Tic. A.S.
Amonyum persiilfat (APS) Bio-Rad, 161-0700

Clarity Western ECL Substrate Bio-Rad, 1705061
Dithiothreitol (DTT) Sigma Aldrich, 43815
Gliserol Sigma Aldrich, G5516

Glisin Sigma Aldrich, G8898
Glukoz Riedel-de Haen, 5996-10-1
Hidroklorik asit (HCI) Sigma Aldrich, 320331
Kalsiyum kloriir (CaCl.) Riedel-de Haen, 10035-04-8
Karbakol Sigma, C-4382

Magnezyum siilfat (MgSO4) Riedel-de Haen, 31420

Mesna (Uromitexan) Eczacibagi-Baxter

PMSF (Fenil metil siilfonil florid) Sigma Aldrich, 78830
Ponceau S Sigma, P7170

Potasyum fosfat (KH2PO4) Carlo Erba, 471687

Potasyum kloriir (KCI) J.T.Baker, 0209

Proteaz inhibitor kokteyl Sigma Aldrich, P8340

S1gir serum albiimin (BSA) Capricorn Scientific, BSA-DG
Siklofosfamid (Endoxan) Eczacibagi-Baxter
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Tablo 2. (Devam)

Sitagliptin Sanovel Ilag San. ve Tic. A.S.
Sodyum bikarbonat (NaHCO:s) Merck Ilag San. ve Tic. A.S.
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma, L3771

Sodyum floriir (NaF) Sigma, S7920

Sodyum kloriir (NaCl) Sigma, 71383

Sodyum ortovanadat (Na3VO4) Sigma, S6508

Sodyum pirofosfat dibazik (Na2H2P207)  Sigma, 71501

Tetrametiletilendiamin (TEMED) Bio-Rad, 161-0800
Tris/Glycine/SDS Buffer 10x Bio-Rad, 161-0771
Tris-Baz (C4H11NO3) Sigma, T1503
Triton X 100 Sigma, T8787
Tween 20 Biofroxx, 9005-64-5
Yagsiz siit tozu Regilait

3.1.2.Antikorlar

Kullanilan antikorlar Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. Kullanilan antikorlar, marka ve kodlari

Antikorlar Marka/Kod

Anti-NF-Kb p65(Ser276) antikoru Cell Signaling Technology®, #8242

Anti-Phospho-NF- Kb p65(Ser536) antikoru  Cell Signaling Technology®, #3033

Anti-B aktin antikoru Cell Signaling Technology®, 4967
Anti-TLR4 antikoru Santa Cruz® Biotechnology, sc293072
Anti-rabbit 1gG HRP-linked antikoru Elabscience, E-AB-1003
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3.1.3.Cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo 4’te sunulmustur.

Tablo 4. Kullanilan cihazlar ve markalari

Cihazin adx

Marka/Mensei

Buz makinesi

Buzdolabi (+4 °C)

C-DiGit Blot Scanner
Derin dondurucu (-20 °C)
Data kayit ve analiz sistemi
Derin dondurucu (-80 °C)
Dikey elektroforez ve transfer sistemi
Deiyonize su cihazi
Elektroforez gii¢ kaynagi
Hassas analitik terazi
Homojenizator

Isitic1

Kaba terazi

Magnetik karistirict
Mikroplaka okuyucu
Minisantrifiij cihaz
Otomatik Pipetler

S1v1 azot tanki

Sogutmali santrifiij

Veri kayit ve analiz sistemi

Vorteks

Hoshaizaki, Japonya
Arcelik, Tiirkiye
LI-COR, ABD
Argelik, Tiirkiye
MP35 BIOPAC, ABD
Thermo Scientific, ABD
Bio-Rad, ABD
Sartorius, Almanya
Bio-Rad, ABD
Ohaus, ABD
Heidolph, Almanya
Witeg, Almanya
Premier, Tiirkiye
Witeg, Almanya
Thermo Scientific, ABD
Isolab, Tiirkiye
Eppendorf, ABD
Isotherm, Tiirkiye
Sigma, ABD

MP35 BIOPAC, ABD
Isolab, Tiirkiye

3.1.4. Kitler

Kullanilan kitler Tablo 5’te sunulmustur.
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Tablo 5. Kullanilan kitler, marka ve kodlar1
Kitler Marka/Kod

BCA protein konsantrasyonu olgtim kiti Thermo scientific, 23209

TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit  Bio-Rad, 161-0183

Mouse IL-1 beta Elisa Kit A.B.T./ ABT1074Mo
Mouse GSH (Glutatyon) Elisa Kit A.B.T./ ABT10155Mo
Mouse TNF-a Elisa Kit A.B.T./ ABT1060Mo

3.1.5. Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

Sitagliptin cozeltisinin hazirlanmasi

Sitagliptin, Sanovel ila¢ firmasindan temin edildi. 20 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarinda
sitagliptin hazirlamak icin tartilan miktarlar %0.9 izotonik sodyum kloriirde ¢oziindiiriilerek

gerekli miktarda hazirlanmistir.

Siklofosfamid hazirlanmasi

Siklofosfamid, Endoxan (Baxter)’dan temin edilmistir. 300 mg/kg dozunda
siklofosfamid hazirlamak i¢in; tartilan miktar siklofosfamid %0.9 izotonik sodyum kloriirde

cOziindiiriilerek gerekli miktarda hazirlanmistir.

Mesna hazirlanmasi

Mesna, Uromitexan (Baxter)’dan temin edilmistir. 60 mg/kg dozunda mesna
hazirlamak i¢in; flakondan gerekli miktarlarda mesna ¢ekilip %0.9 izotonik sodyum kloriir

ile tamamlanmastir.

KCI (80 mM) hazirlanmasi

Calisma ¢ozeltisini hazirlamak igin, hesaplanan potasyum kloriir (KCI) distile suya
eklendi ve tamamen ¢6ziinene kadar vorteks ile karistirildi. Hazirlanan ¢ozelti, ¢alismanin

stiresi boyunca oda sicakliginda saklandi.
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Karbakol (CCh) hazirlanmasi

Stok ¢ozeltisini hazirlamak igin, hesaplanan miktarda CCh distile suda ¢oziilerek
tamamen c¢oziinene kadar vortex ile karistirildi. Seri diliisyon yontemiyle calisma
cozeltilerini hazirlamak i¢in, hazirlanmis stok ¢6zeltiden (107 M) 100 pL alinip 900 pL
distile suya eklendi ve tamamen ¢oziinene kadar vorteks ile karistirildi. Ayni islem,
karbakoliin 10 M'den 10°® M'ye kadar olan konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlamak i¢in

tekrarland1. Stok ve ¢alisma ¢ozeltileri eppendorf tiiplerinde hazirlandi ve ¢aligma siiresince

-20 °C'de saklanda.

Krebs cozeltisi

Izole organ banyosu ¢alismalar1 i¢in Krebs-Henseleit ¢ozeltisi kullanildi. Krebs-
Henseleit ¢ozeltisi igerigi; 118 mmol/L NaCl, 25 mmol/L NaHCOs, 1.2 mmol/L KH2POsx,
4.7 mmol/L KCI, 1.2 mmol/L MgSO., 11 mmol/L glikoz, 2.5 mmol/L CaCl.. Bu kimyasal
maddeler hesaplanan miktarlarda deiyonize su igerisinde ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti
+4°C’de saklandi. Krebs Henseleit ¢ozeltisi, deney boyunca siirekli olarak karbojen gazi
(%95 02 + %5 CO2 karisimi) ile gazlandirildi.

1 M Tris-Cl (pH:7.4) tamponu

121.1 g Trizma baz (MA: 121.14 g/mol) 800 mL deiyonize su icerisinde ¢oziildii.
pH, derisik HCI c¢ozeltisi kullanilarak 7.4'e ayarlandi, ardindan toplam hacim 1 L’ye

tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti oda sicakliginda muhafaza edildi.

5 M NacCl cozeltisi

29.22 g NaCl (MA: 58.44 g/mol) 100 mL deiyonize suda ¢6ziilerek hazirlanan ¢ozelti
oda sicakliginda muhafaza edildi.

Triton-X 100 (%20) cozeltisi

20 mL Triton-X 100 80 mL deiyonize suda ¢oziilerek hazirlanan ¢ozelti +4°C’de

muhafaza edildi.

0.5 M EDTA cozeltisi

EDTA tetrasodyum tuzu (MA: 416.201 g/mol) 20.81 g tartilarak bir miktar deiyonize
su i¢inde ¢oziildi. pH, derisik sodyum hidroksit (NaOH) ¢o6zeltisi kullanilarak 8.0'a
ayarlandiktan sonra, toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan c¢ozelti oda

sicakliginda muhafaza edildi.
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50 mM Sodyum pirofosfat (NaPPi) cozeltisi

NaPPi (MA: 444.06 g/mol) 1.115 g tartildiktan sonra 50 mL deiyonize suda ¢6ziildii.
Hazirlanan ¢ozelti 1.5 mL/2 mL’lik eppendorf tiiplerde alikotland1 ve ardindan -20°C’de

saklandi.

200 mM Sodyum ortovanadat (NaVan) cozeltisi

NazVOs (MA: 183.91 g/mol) 3.68 g tartildiktan sonra 90 mL deiyonize suda ¢oziildii
ve 1N HCl ilavesi ile pH 10.0’a ayarland1. C6zelti, sar1 rengi kaybolup renksiz hale gelene
kadar kaynatildi, ardindan sogutuldu ve pH yeniden kontrol edildi. Hazirlanan ¢6zelti 1.5
mL/2 mL’lik eppendorf tiiplerde alikotland1 ve -20°C’de depolandi.

1 M Sodvyum floriir (NaF) cozeltisi

NaF (MA: 41.99 g/mol) 4.2 g tartilarak 100 mL deiyonize suda ¢6ziildii. Ardindan
hazirlanan ¢ozelti 1.5 mL/2 mL’lik eppendorf tiiplerde alikotland: ve -20 °C’de saklandi.

100 mM PMSF cozeltisi

PMSF (MA: 174.19 g/mol) 0.174 g tartilarak 10 mL etanol iginde ¢oziildii.
Hazirlanan ¢ozelti 1.5 mL/2 mL’lik eppendorf tiiplerde alikotland1 ve -20°C’de saklandi.

10X Tris-Glisin tamponu

Trizma baz (MA: 121.14 g/mol) 30.3 g ve Glisin (MA: 75.07 g/mol) 144 g tartilarak

1 L deiyonize suda ¢6ziildii. Ardindan hazirlanan ¢6zelti oda sicaklifinda saklandi.

10X TBS cozeltisi

Trizma baz (MA: 121.14 g/mol) 29.71 g ve 110 g (MA: 58.44 g/mol) NaCl 800 mL
deiyonize suda c¢ozildii. Ardindan pH, derisik HCI ¢ozeltisi kullanilarak 7.6’ya
ayarlandiktan sonra, ¢6zelti deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti oda

sicakliginda saklandi.

%20’lik SDS cozeltisi

SDS 1 g tartildiktan sonra 5 mL deiyonize suda ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti oda

sicakliginda saklandi.

Homojenizasyon tamponu

Son konsantrasyonlar1 50 mM Tris-Cl, pH: 7.4, 150 mM NaCl, % 1 Triton X-100, 1
mM EDTA pH: 7.0, 5 mM NaPPi, %1 proteaz inhibitér kokteyli, % 10 gliserol, 2 mM
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NaVan, 20 mM NaF, 1 mM PMSF olacak sekilde ¢ozeltiler birlestirildi. Ardindan hacim
deiyonize su ile 50 mL’ye tamamlandi. Cozelti taze sekilde hazirlandi ve deney siiresince

kuru buz igerisinde tutuldu.

Tris-Glisin-SDS (TGS) viiriitme tamponu

100 mL 10X TGS ve 900 mL deiyonize su cam sisede karistirildi. Deney siiresince

¢Ozelti her seferinde taze olarak hazirlandi.

Transfer tamponu

100 mL 10X Tris-Glisin tamponu ve 200 mL metanol balonda karistirilarak,
deiyonize su ile ¢ozelti hacmi 1 L’ye tamamlandi. Deney boyunca ¢ozelti her seferinde taze

olarak hazirlandi ve transfer islemine kadar +4°C’de sogumaya birakildu.

TBS-T cozeltisi

100 mL 10X TBS stok ¢6zeltisi, 800 mL deiyonize su ile seyreltildi. Ardindan, son
konsantrasyonu %0.05 olacak sekilde %20’lik Tween 20 ¢ozeltisinden 2.5 mL eklendi.
Deiyonize su ilavesiyle toplam hacim 1 litreye tamamland: ve hazirlanan ¢ozelti oda

sicakliginda saklandi.

%0.1 Tween 20 iceren TBS cozeltisi

10X TBS ¢ozeltisi, deiyonize su ile 1X olacak sekilde seyreltildi. Daha sonra, 100
puL Tween 20 eklendi ve toplam hacim 1X TBS c¢ozeltisiyle 100 mL’ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda saklandi.

% 3°liik S181r serum albiimini (BSA) cozeltisi

BSA 1.5 g tartildiktan sonra 50 mL %0.1 Tween 20 iceren TBS ¢o6zeltisinde ¢oziildii.

Ardindan hazirlanan ¢ozelti +4°C’de saklandi.

%5’likK siit tozu cozeltisi

Yagsiz siit tozu 2.5 g tartildiktan sonra 50 mL %0.1 Tween 20 igeren TBS

¢Ozeltisinde ¢oziildii. Ardindan hazirlanan ¢ozelti +4°C’de saklandi.
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3.2. Deney Hayvanlan

Deneylerde 144 adet 6-8 haftalik ve 25-30g agirliginda yetiskin Balb/c cinsi disi
fareler kullanilmistir. Hayvanlar yeme ve suya erisiminin serbest oldugu ve 12 saatlik
aydinlik/karanlik dongiistinde, 21 + 2 °C sicaklikta, nem diizeyi %50+5 olacak sekilde
barindirilmistir. Deneysel calismanin yiiriitiilebilmesi icin KTU Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul Baskanligi'na bagsvuruda bulunuldu ve 2023/42 numarali onayla etik kurul izni

alindi.

3.3. Deneysel Sistit Modelinin Olusturulmasi ve Deney Gruplari

Deney hayvanlar1 her biri 24 hayvandan olusan rastgele 6 gruba ayrilmistir.
Biyokimyasal, molekiiler ve fonksiyonel ¢alismalar i¢in her grup basina 24 adet olmak iizere

toplam 144 adet fare kullanildi. Tiim enjeksiyonlar intraperitoneal (i.p.) yoldan uygulandi.

Calismada akut sistit modelinde 5 giinliik tedavi sonrasi sitagliptinin etkinliginin
degerlendirilmesi planlandi. Akut sistit modelinin olusturulmasi i¢in deney hayvanlarina
I.p. olarak 300 mg/kg seklinde tek doz CP uygulandi. CP uygulamadan hemen 6nce % 0.9
izotonik sodyum Kloriir (NaCl) igerisinde ¢oziildii. 6.giinde hayvanlar servikal dislokasyon

yonemiyle 6tanazi edildi.

e Kontrol grubu (n=8) : Herhangi bir protokol uygulanmamuistir. Bu gruptaki farelere
art arda 5 giin boyunca giinde bir kez yalnizca serum fizyolojik (SF) (10 ml/kg) ip
uyguland.

e CP grubu (n=8): Bu gruptaki farelere art arda 5 giin boyunca giinde bir kez ip yolla
SF (10 ml/kg) verildi. 5. giin son SF dozu verildikten yarim saat sonra ip yolla tek
bir doz CP (300 mg/kg) ile akut sistit indiiklendi.

e CP+Mesna grubu (n=8) : Bu gruptaki farelere art arda 5 giin boyunca giinde bir kez
SF (10 ml/kg) verildi. 5. giin son SF dozu verildikten yarim saat sonra akut sistit
indiiksiyonu igin ip yolla tek doz CP (300 mg/kg) verilmis olup, fareler CP
uygulamasindan 20 dk once ve 4, 8 saat sonra ip yolla mesna (60 mg/kg) ile tedavi
edildi.

e CP+Sita20 grubu (n=8) : Bu gruptaki farelere arka arkaya 5 giin boyunca giinde bir
kez ip yolla Sita (20 mg/kg) verildi. 5.giinde son Sita dozundan 30 dakika sonra akut
sistit ip yolla verilen CP (300 mg/kg) ile indiiklendi.
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e CP+Sital00 grubu (n=8) : Bu gruptaki farelere arka arkaya 5 giin boyunca giinde
bir kez ip yolla Sita (100 mg/kg) verildi. 5.giinde son Sita dozundan 30 dakika sonra
akut sistit ip yolla verilen CP (300 mg/kg) ile indiiklendi.

e Sital00 grubu (n=8) : Bu gruptaki farelere art arda 5 giin boyunca giinde bir kez ip
yolla Sita (100 mg/kg) verildi.

Etik kurallara uygun olarak deneyin sonunda, farelerin mesaneleri molekiiler,
biyokimyasal ve fonksiyonel analizler icin alindi. Izole organ banyosu calismasi
(n=8) i¢in in vitro mesane fonksiyonu degerlendirilmesinde mesane dokulari hemen
kullanildi. Molekiiler ¢alismalar (n=8) ve biyokimyasal ¢alismalar (n=8) i¢in mesane

dokular1 s1v1 nitrojen i¢inde dondurulup kullanilana kadar -80 °C'de sakland.
3.4. Izole Organ Banyosu Cahsmasi
3.4.1. Cerrahi islem ve mesane striplerinin hazirlanmasi

Otanazi yapilan farelerin abdominal bélgesine yapilan insizyon ile mesane goriiniir
hale getirildi (Resim la) ve mesane ¢ikarildi (Resim 1b). Ardindan igerisinde Krebs-
Henseleit ¢ozeltisi bulunan petri kabina alindi. Petri kabina alinan mesane ¢evre dokulardan

temizlendi (Resim 1c).

43



Resim 1. Cerrahi islem ve mesane striplerinin hazirlanmasi. (a) Mesane insizyonu. (b)
Mesanenin ¢ikarilmasi. (¢) Mesane dokusunun temizlenmesi.

Detriisor kismi serit halinde kesilerek strip seklinde preparatlar hazirlandi.
Hazirlanan striplerin alt ucu ¢elik ¢engeler ile igerisinde Krebs-Henseleit ¢ozeltisi bulunan
ve %95 Oz / %5 CO» karisimi ile gazlandirilan 37,2 °C sicakliktaki 30 m1’lik gift cidarli cam
organ banyosunun i¢indeki kancaya sabitlendi. Diger ucu da celik ¢enge ile izometrik giic

transdiisirina bagli olacak sekilde dikey olarak asildi (Resim 2).
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Resim 2. Preparatlarin izole organ banyolarina yerlestirilmesi

3.4.2. izole organ banyosu deney protokolii

Preparatlar izole organ banyolarina yerlestirildikten sonra 1 g bazal gerim uygulandi
ve 15 dakikada bir taze ¢ozelti ile yikanarak 90 dk boyunca dinlenmeye birakild1. izole organ
banyolar1 i¢ine eklenecek olan test maddelerinin detrusor preparatlarinin tonusunda
olusturacaklar1 izometrik gerilim degisiklikleri izometrik kuvvet transdiiseri araciligi ile

olgiilerek Biopac MP35 programi ile mg cinsinden kaydedildi (Resim 3).

Resim 3. Dokulardaki gerilim degisiklikleri izometrik kuvvet transdiiseri araciligi ile
Ol¢iilmesi
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Dengelenme siiresinden sonra, doku canliligini ortaya koymak igin stripler KCI (80
mM) ile kasildi. Dokulara her banyoda 80 mM olacak sekilde KCl eklendi ve elde edilen
kasilma yanitlar1 kaydedildi. Kontraktil fonksiyonlar1 devam eden dokular ard arda ii¢ kez
taze ¢ozelti ile yikanarak dengelenmeye birakildi. Daha sonra banyo ortamlarina kiimiilatif
karbakol (CCh; 10%-10* mol/L) eklenerek, kolinerjik kontraksiyonlar kaydedildi.
Karbakoliin detrusor preparatlarinin  tonusunda olusturduklart izometrik gerilim

degisiklikleri bilgisayar aracil1 veri toplama ve kaydetme sistemi ile kaydedildi.
3.5. Biyokimyasal Analiz
3.5.1. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

-80 °C’de muhafaza edilen deney hayvanlarina ait mesane dokulari, buz iizerine
yerlestirilmis tiiplerin i¢ine alindi ve her tiipe 700 pl fosfat tamponlu salin (PBS) eklendi.
[k olarak, mesane dokular1 cerrahi makas kullanilarak kiiciik parcalara ayrildi. Ardindan,
homojenatlarin bulundugu her bir tiip, buzla dolu bir kaba konularak 3 kez 10 saniye siireyle
homojenizator yardimiyla homojenize edildi. Bu islemi takiben, homojenatlar 10.000 xg’de,
+4 °C sicaklikta, 30 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen
siipernatanlar eppendorf tiiplerine aktarilip, analiz giiniine kadar -80 °C’de saklandi.
Siipernatan fraksiyonu {izerinden bikinkoninik asit (BCA) yontemiyle protein tayini

gerceklestirildi.
3.5.2. Total Protein Tayini

Elde edilen homojenatlarda toplam protein konsantrasyonu, BCA protein tayin kiti
(Thermo Scientific) kullanilarak, iretici firmanin talimatlarina uygun sekilde belirlendi.
Konsantrasyonu 2 mg/mL olan BSA standardindan uygun diliisyonlar hazirlanarak 0, 25,
125, 250, 500, 750, 1000, 1500 ve 2000 pg/mL diizeylerinde standart ¢cozeltiler elde edildi.
Kitte bulunan Soliisyon A ve Soliisyon B 50:1 oraninda karistirildi ve ¢alisma ¢ozeltisi
hazirlandi. Her bir 6rnek ve standarttan 25 pL, ¢ift tekrar halinde mikroplaka kuyucuklarina
aktarildi ve ardindan tiim kuyucuklara hizli bir sekilde 200 pL ¢alisma ¢ozeltisi ilave edildi.
Mikroplaka kapatildiktan sonra yaklasik 30 saniye boyunca tezgah fiizerinde hafifce
calkalanarak karistirildi ve ardindan 37 °C’deki su banyosunda 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Bu siire¢ sonunda gergeklesen renk degisimi 562 nm dalga boyunda mikroplaka
okuyucuda 6l¢iildii ve elde edilen BCA standart ¢ozeltileri absorbanslarindan yararlanilarak

Microsoft Excel araciligiyla konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izilip grafik denklemi
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hesaplandi. Orneklerin absorbanslar1 grafik denklemine yerlestirilerek her bir drnek igin total

protein miktart mg/mL cinsinden hesaplandi.

3.5.3. Mesane homojenatlarinda GSH Diizeyinin Belirlenmesi

Hazirlanan mesane homojenatlarindan enzim baglantili immiinosorbent testi
(ELISA) yontemi yardimiyla oksidatif stres ile iliskili doku hasarinin 6nemli belirteclerinden
olan GSH diizeyi 6l¢iildii. Bu biyobelirtecin diizeyi ticari olarak temin edilen ELISA Kitleri
kullanilarak olgtildi. Kit kullanimi kendi kilavuzu ile birlikte saglanmis olup, kilavuzdaki

prosediirlere birebir uyulmustur.

Tiim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve 6rnekler kit protokoliinde belirtilen talimatlara
uygun olarak hazirlandi. Olgiimler 96 kuyucuklu plaklarda gerceklestirilmistir. Standart ve
ornekler, her bir kuyucuga 50 pL olacak sekilde ¢iftli tekrarlarla eklenmistir. Bu standart
cozeltiler biotin ile isaretlenmis antikor i¢erdiginden, bu kuyucuklara ek antikor ilavesi
yapilmadi. Numune kuyucuklarina GSH protokoliinde 50 uL 6rnek eklendikten sonra her
kuyucuga 50 pL biyobelirteg antikoru eklendi. 37°C'de 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi plakalar 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi. Ardindan hem standart hem
de numune kuyucuklarina 100 uL streptavidin-HRP ¢6zeltisi eklendi ve 37 °C’de 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi plakalar 3 kez yikama soliisyonu ile yikand1. Her
kuyucuga 100 pL substrat reaktifi eklenip 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklarda
olusan reaksiyon 50 uLL durdurma soliisyonu ekleyerek durdurulmustur. Bu islem sonucunda

kuyucuklardaki renk mavi renkten sartya doniistii.

Her bir kuyucugun optik yogunluk (OD) degerleri mikroplaka okuyucu ile 450 nm
dalga boyunda olciildii. Standart egri, her plak i¢in uygun olan sitokin standartlari ile
olusturuldu ve orneklere ait sitokin diizeyleri, standart egri iizerinde igaretlenerek, mesane
dokusundaki GSH diizeyi ng/mL cinsinden belirlendi. OD degeri, fare GSH
konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Numunelerin OD degerlerini standart bir egriyle

karsilastirarak, numunelerdeki fare GSH konsantrasyonu belirlendi.
3.5.4. Mesane Homojenatlarinda TNF-a ve IL-1p Diizeylerinin Belirlenmesi

Mesane homojenatlarinda TNF-a ve IL-1p seviyesi ticari olarak temin edilen ELISA
kiti ile belirlendi. TNF-a ve IL-1p i¢in alinan ticari kitlerin kullanimi kendi kilavuzu ile

birlikte saglanmis olup, kilavuzdaki prosediirlere birebir uyulmustur. Tiim reaktifler,
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standart ¢ozeltiler ve drnekler kit protokoliinde belirtilen talimatlara uygun olarak hazirlandu.
Olgiimler 96 kuyucuklu plaklarda gerceklestirilmistir. Standart ve rnekler, her bir kuyucuga
100 pL olacak sekilde c¢iftli tekrarlarla eklenmistir. Bu standart c¢ozeltiler biotin ile
isaretlenmis antikor igerdiginden, bu kuyucuklara ek antikor ilavesi yapilmadi. Numune
kuyucuklarma TNF-a ve IL-1B protokoliinde 100 puL 6rnek eklendikten sonra 37°C'de 70
dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra her kuyucuga 50 puL biyobelirte¢ antikoru eklendi
ve 37°C'de 50 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi plakalar 3 kez yikama
soliisyonu ile yikandi. Ardindan hem standart hem de numune kuyucuklarina 100 pL
streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklendi ve 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon
sonrast plakalar 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi. Her kuyucuga 100 pL substrat reaktifi
eklenip IL- 1B kiti i¢in 37°C'de 30 dakika inkiibe edilirken, TNF-a kiti i¢in 37°C'de 15
dakika inkiibe edildi. Kuyucuklarda olusan reaksiyon 50 puL. durdurma soliisyonu ekleyerek

durdurulmustur. Bu islem sonucunda kuyucuklardaki renk mavi renkten sariya doniistii.

Her bir kuyucugun optik yogunluk (OD) degerleri mikroplaka okuyucu ile 450 nm
dalga boyunda olciildii. Standart egri, her plak i¢in uygun olan sitokin standartlar1 ile
olusturuldu ve 6rneklere ait sitokin diizeyleri, standart egri iizerinde isaretlenerek, mesane
dokusundaki TNF-a ve IL-1B diizeyleri ng/mL cinsinden belirlendi. OD degeri, fare TNF-
a ve IL-1p konsantrasyonlartyla dogru orantilidir. Numunelerin OD degerlerini standart bir

egriyle karsilastirarak, numunelerdeki fare TNF-o ve IL-1 konsantrasyonlar: belirlendi.
3.6. Western Blot Analizi

Mesane dokularinda TLR4, total NFkB, p-NF«kB protein seviyeleri western blot

analizi ile belirlendi.
3.6.1. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi ve Protein Tayini

Servikal dislokasyonun ardindan ¢ikarilan, sivi azotta dondurularak saklanan
mesane dokularina 500 ul TNTE lizis tamponu eklendi ve mekanik olarak cerrahi makasla
pargalandi. Daha sonra homojenat iceren tiip buzla dolu bir kaba konularak 3 kez 10 saniye
stireyle homojenizator yardimiyla homojenize edildi. Ardindan +4 °C 10000x g’de 30dk’lik
santrifiij islemini takiben elde edilen slipernatan western blot analizlerinde kullanilmak tizere
ayrildi. Doku homojenatlarinin total protein konsantrasyonu, BCA protein konsantrasyonu

6l¢tim kiti (Thermo Scientific) kullanilarak firmanin 6nerdigi sekilde dl¢iildii.
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3.6.2. Jellerin Hazirlanmasi

Jel dokiimii i¢in cam plakalar jel standina yerlestirildi ve jel igerigi TGX Stain-Free
FastCast %10 Acrylamide Kit kullanilarak hazirlandi. Ayirma jelinin hazirlanmasi i¢in Kit
igerisindeki Resolver A ve Resolver B ¢ozeltilerinden 3’er mL alinarak bir tiipte homojen
sekilde karistirildi. Bu karisima 30 pL %10’luk APS (amonyum persiilfat) ve 3 uL TEMED
(tetrametiletilendiamin) eklendi. Hazirlanan yiikleme jeli kisa camin iizerine ¢ikacak sekilde
dokiildii. Daha sonra cam plakalar arasina her bir kuyucugu 50 pL hacimli 10 kuyucuklu
tarak yerlestirilip polimerizasyon islemi igin jeller oda sicakliginda 30 dk bekletildi.

Resim 4. Jellerin hazirlanmasi igleminin gosterimi

3.6.3.0rneklerin Hazirlanmasi

-80°C'de saklanan ve deney Oncesinde buz iizerinde c¢ozdiiriilen mesane
homojenatlarindan, her kuyucuga esit miktarda 30 pg protein yiiklenebilmesi amaciyla
gerekli miktar hesaplamalar1 yapildi. Hesaplanan hacimdeki homojenatlar mikrosantrifiij
tiiplerine alindi. Uzerlerine uygun miktarda 5X &rnek yiikleme tamponu eklendi ve son
hacim 30 pL olacak sekilde deiyonize su ile seyreltilerek tamponun 1X'lik son
konsantrasyonu saglandi. Hazirlanan 6rnekler kisa siire vortekslenip, ardindan 2—-3 saniye
santrifiijlendi. Proteinlerin denatiirasyonu amaciyla 6rnekler, kaynar su banyosu iizerinde 5
dakika inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda 6rnekler tekrar vortekslenip santrifiijlenerek

yiikleme i¢in hazir hale getirildi.
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3.6.4. Elektroforez

Hazirlanan jeller deiyonize su ile yikanarak temizlendi. Yiikleme islemini
kolaylastirmak amaciyla, kuyucuklarin alt kisimlar1 asetat kalemi ile isaretlenerek gorsel
olarak belirginlestirildi. Daha sonra jeller, elektroforez tankina yerlestirildi ve jeller arasina
yiirlitme tamponu dokiilerek herhangi bir sizdirma olup olmadigi kontrol edildi. Sizdirma
gozlenmedikten sonra, tank belirtilen seviyeye kadar yiiriitme tamponu ile dolduruldu.
Taraklar dikkatlice ¢ikarildi ve kuyucuklarin tamamen ortiilecegi sekilde yiiriitme tamponu
eklemesi yapildi. Ardindan her bir jelin ilk kuyucuguna 3 pL molekiiler agirlik markorii,
diger kuyucuklara ise 30 uL hacminde hazirlanmis 6rnekler dikkatlice yiiklendi. Yiikleme
islemi tamamlandiktan sonra elektroforez tanki gii¢ kaynagina baglandi ve sistem 100 volta
ayarlanarak elektroforez baslatildi. Orneklerin yiikleme tamponu sayesinde mavi renk
almasi, elektroforez siiresince jel icerisindeki gd¢ hareketinin gorsel olarak izlenmesini
sagladi. Orneklerin elektroforez sirasinda jeldeki siiriiklenmeleri izlenip uygun noktada

elektroforez kontrollii bir sekilde sonlandirildi (Resim 5).

Resim 5. Protein elektroforezi goriintiisii

3.6.5. Jelden Membrana Transfer Islemi

Jeldeki 6rneklerin membrana aktarimi i¢in poliviniliden floriir (PVDF) membranlar
kullanilarak 1slak transfer yontemi uygulandi. PVDF membranlar uygun boyutlarda
kesilerek, 5-10 dakika boyunca metanol igerisinde orbital g¢alkalayicida bekletildi.
Metanolden ¢ikarilan membranlar, soguk transfer tamponu i¢inde 15 dakika siireyle 60 rpm

hizinda orbital ¢alkalayicida bekletilerek tampon ile tamamen doygun hale getirildi.
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Elektroforezin tamamlanmasinin ardindan jeller elektroforez tankindan ¢ikarildi,
deiyonize su ile yikand1 ve kisa cam altta kalacak sekilde temiz bir yiizeye yerlestirildi. Cam
plakalar ince uglu bir spatula yardimiyla dikkatlice ayrildi ve jel lizerinde istenmeyen fazla
kisimlar temiz bir jilet kullanilarak kesildi. Hazirlanan jel, soguk transfer tamponu igeren bir

kaba aktarildi.

Transfer kasedi igerisinde soguk transfer tamponu bulunan bagka bir kaba
yerlestirildi. Kasetin siyah (anot) ylizeyine sirasiyla, transfer tamponuyla islatilmis iki
stinger, ardindan bir adet whatman kagidi yerlestirildi. Jel, 1slak bir whatman kagidi
yardimiyla dikkatlice alinarak kasetteki kagidin iizerine yerlestirildi. Daha sonra, hava
kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek aktiflenmis PVDF membran jelin {izerine
yerlestirildi. Membran iizerine ise, yine transfer tamponuyla 1slatilmis iki whatman kagidi

ve iki transfer slingeri sirastyla yerlestirilerek kaset icerigi tamamlandi.

Hazirlanan kasetler, transfer tamponu ile doldurulmus tank icerisine yerlestirildi.
Siyah yiizeyin anoda, seffaf yiizeyin katoda bakacak sekilde konumlandirild. Igerisine buz
akiisii ve balik koyulan tank, manyetik karistirici tizerine yerlestirilmis buz dolu bir kap

icinde, 80 voltta 2 saat siireyle protein transferi islemine birakildi (Resim 6a).

Transfer isleminin ardindan, aktarimin basarili olup olmadigini degerlendirmek icin
PVDF membranlar Ponceau S ¢ozeltisi ile boyandi. (Resim 6b). Protein bantlar1 goriiniir
hale geldikten sonra membranlar deiyonize su ile yikanarak boya uzaklastirildi. Sonraki
adimda membranlar 5-10 saniye siireyle metanol ile yikandi ve ardindan oda sicakliginda
15 dakika boyunca kurumaya birakildi. Kuruyan membranlar yeniden metanol ile
slatildiktan sonra, TBS-T tamponu ile 3 kez, her biri 10 dakika siirecek sekilde yikama

islemine tabi tutuldu.
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Resim 6. Jelden membrana transfer islemi. (a) Islak transfer islemi gosterimi. (b) Transfer
isleminden sonra Ponceau S ile boyanan PVDF membran goriintiisii.

3.6.6. Bloklama

Membranlar, TBST ile yikama isleminin ardindan bloklama islemi i¢in %0.1 Tween
20 iceren TBS ¢ozeltisi i¢inde hazirlanan %5°1lik BSA ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 60 rpm
devirde orbital galkalayicida 90 dk inkiibasyona birakildi. Boylece spesifik olmayan

baglanma noktalar1 bloklama islemiyle kapatildu.

3.6.7. Primer Antikorla Inkiibasyon

Primer antikorlar, %0.1 Tween 20 igeren TBS ¢ozeltisi iginde hazirlanan %3’liik
BSA igerisinde kullanim kilavuzlarinda 6nerilen konsantrasyonlarda hazirlandi. Bloklama
isleminin ardindan membranlar belirlenen diliisyon oranlarinda TLR4 (1:1000), phospho-
NF«xB (1:1000), total NFkB (1:1000) ve beta-aktin (1:1000) primer antikorlarini igeren
TBST (%3 BSA+%0.1 tween 20+TBS) ¢ozeltisinde +4°C’de 20 rpm devirde orbital
calkalayicida gece boyunca inkiibasyona birakildi. B-aktin proteini ise ¢alismada yiikleme
kontrolii olarak kullanildi.

3.6.8. Sekonder Antikorla Inkiibasyon

Primer antikor inkiibasyonunun tamamlanmasinin ardindan, membranlar oda
sicakliginda %0.1 Tween 20 i¢eren TBS (TBST) tamponu ile 3 kez 10 dakika boyunca
yikandi. Yikama isleminin ardindan, membranlar Anti-rabbit 1gG HRP-linked sekonder
antikor (1:5000 diliisyonda) ile 20 rpm devirde orbital ¢alkalayicida 1 saat siireyle oda
sicakliginda inkiibe edildi. Sekonder antikor ¢ozeltisi, %0.1 Tween 20 igeren TBS tamponu

icerisinde hazirlanmis %5 yagsiz siit tozu ¢ozeltisi kullanilarak hazirlandi.
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3.6.9. Goriintiileme

Sekonder antikor ile yapilan inkiibasyonun ardindan, membranlar TBST tamponu ile
oda sicakliginda, 3 kez 10 dakika boyunca yikandi. Yikama sonrasi membran, temiz bir pens
yardimiyla dikkatlice baska bir kaba aktarildi ve ardindan membrandaki bantlar Pierce
enhanced chemiluminescence (ECL) western blotting substrat1 (Clarity Max Western ECL

substrate, Bio-Rad) ile goriiniir hale getirildi.

Protein bantlarinin tespiti, LI-COR C-DiGit Blot Scanner cihazi Kullanilarak
gerceklestirildi (Resim 7). Goriintiileme isleminin ardindan, membranlar yeniden oda
sicakliginda, 60 rpm devirde orbital g¢alkalayicida, 3 kez 10 dakika boyunca TBST
cozeltisiyle yikandi. Son olarak, membranlar TBST ile nemli kalacak sekilde 1slatildi, streg

filmle sarilarak uygun kosullarda saklamaya alindi.

Resim 7. Goriintiileme islemi

3.3. istatistiksel Analiz

Veriler, aritmetik ortalama deger + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
analiz ve grafikler GraphPad Prism (Siiriim 5.01; Graphpad yazilimi, San Diego, CA, ABD)
kullanilarak yapildi. Birden fazla bagimsiz degiskenin oldugu kosullarda ¢ift yonli, tek
bagimsiz degiskenin oldugu durumlarda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ardindan Post
hoc testi olarak Bonferroni veya Dunnet testi kullanildi. GraphPad Prism programi

kullanilarak konsantrasyon-yanit egrilerinden hareketle non-lineer regrasyon analizi ile pD2
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degerleri hesaplandi. Western blot sonuc¢lariin densitometrik analizi i¢in bant yogunlugu
ayni blot iistiindeki B aktin bant yogunlugu ile oranlanip kontrol grubuna gore normalize
edildi. Gruplar arasindaki farklar student t-testi kullanilarak karsilastirildi. P degerinin
0,05’ten kiiciik olmasi anlamli kabul edildi.

4, BULGULAR
4.1. CP ile indiiklenen Sistit Modelinde Sita Tedavisinin Mesane Odemi Uzerine Etkisi

Sitagliptin tedavisinin inflamasyonun bir gostergesi olan mesane 6demi iizerine
etkisini arastirmak i¢in mesane agirhigi/viicut agirligi orant degerlendirildi. Bu oran, CP
uygulanan farelerde (1.818+0.2227) kontrol grubu (0.7663+0.0435) ile karsilastirildiginda
anlamli artt1 (p<<0.001). Mesna tedavisi (1.058+0.0763), CP grubuna gdre bu oran1 anlamli
olarak azaltti (p<0.01). Sita tedavilerinin (20 ve 100 mg/kg) ise, CP grubu ile
karsilagtirildiginda bu oran tizerinde bir etkisi olmadi (Sekil 6). CP'den 24 saat sonra her bir
gruba ait mesane dokularimin goriintiilerinden CP grubunun mesanesinin hemorajik bir

goriinlimde oldugunu gordiik (Resim 8).
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Sekil 6. Deney gruplarina ait mesane/viicut agirligi orani. Veriler ortalama+standart hata
olarak sunuldu (n=8). ***p<0.05, **p<0.01 kontrol grubu; ###p<0.001, ##p<0.01
CP grubu ile karsilastirildiginda anlamli farki ifade etmektedir. CP, siklofosfamid.
Sita, sitagliptin.
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Resim 8. CP uygulamasindan 24 saat sonra her bir gruba ait mesane dokularimin goriintiileri

4.2. CP ile indiiklenen Sistit Modelinde Sita Tedavisinin Mesane Detriisor Diiz Kas

Kontraktilitesi Uzerine Etkisi
4.2.1. KCl ile indiiklenen Detriisor Kasilma Yanitlar

KCI (80 mM) ile indiiklenen detriisor kasilma yanitlari, deney gruplari arasinda
anlamli fark gostermedi (Sekil 7,8).
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Sekil 7. KCl ile indiiklenen detriisor kasilma yanitlarina ait temsili kayit 6rnekleri. Veriler
ortalamazstandart hata olarak sunuldu (n=7-8). CP, siklofosfamid. Sita, sitagliptin.
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Sekil 8. Deney gruplarma ait KCI ile indiiklenen detriisor kasilma yanitlari. Veriler
ortalamatstandart hata olarak sunuldu (n=7-8). CP, siklofosfamid. Sita,
sitagliptin.

4.2.2. Sita Tedavisinin CCh ile indiiklenen Detriisor Kasilmalar1 Uzerine Etkisi

CP grubunda, CCh (108-10-* M) ile indiiklenen detriisér kasilma yanitlar1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak azaldi. Mesna ve 100 mg/kg dozda Sita tedavisi,
CP grubunda CCh ile indiiklenen maksimum kasilma yanitindaki azalmay1 6nledi. 20 mg/kg
dozda Sita tedavisi ise CCh ile indiiklenen detriisor kasilmalar1 {izerine etkisi olmadi (Sekil

9,10). pD2 degerlerinde ise gruplar arasinda bir fark tespit edilmedi (Tablo 6).
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Sekil 9. CCh ile indiiklenen detriisor kasilma yanitlarina ait temsili kayit 6rnekleri. Veriler
ortalamaztstandart hata olarak sunuldu (n=5-8). CCh, karbakol. CP, siklofosfamid.

Sita, sitagliptin.
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Sekil 10. Deney gruplarma ait CCh (108-10* M) ile indiiklenen detriisor kasilma yanitlari.
Veriler ortalamatstandart hata olarak sunuldu (n=5-8). *p<0.05 ve *p<0.01
kontrol grubu; ##p<0.01 ve #p<0.05 CP grubu ile karsilastirildiginda anlamli farki
ifade etmektedir. CCh, karbakol. CP, siklofosfamid. Sita, sitagliptin.
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Tablo 6. Deney gruplarina ait CCh ile indiiklenen kasilma yanitlarinin Emaks ve pD2

degerleri
Deney gruplari Emaks pD2
(mg gerim/mg doku agirhgr)
Kontrol 666.40+34.66 5.571+£0.1115
CP 338.60+35.75" 5.359+0.1715
CP+Mesna 635.90+ 99.30" 5.552+0.2480
CP+Sita20 467.00+52.40" 5.453+0.1827
CP+Sital00 541.60+82.21% 5.594+0.2381
Sita100 583.60+58.06" 5.653+0.1409

Veriler ortalamatstandart hata olarak sunuldu (n=5-8). *p<0.05 ve **p<0.01 kontrol grubu;
#p<0.05 CP grubu ile karsilagtirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir. CP, siklofosfamid.
Sita, sitagliptin.

4.3. CP ile Indiiklenen Sistit Modelinde Sita Tedavisinin Mesane Dokularinda GSH

Diizeyi Uzerine Etkisi

Mesane GSH diizeyi, CP uygulanan farelerde (226.4+25.41 ng/mg protein) kontrol
grubu (683.7+83.29 ng/mg protein) ile karsilastirildiginda anlamli azaldi (p<0.001). Mesna
tedavisi (549.0+£72.51 ng/mg protein), mesane GSH diizeyindeki azalmay1 onledi (p<0.05).

Sita tedavilerinin ise etkisi olmadi (Sekil 11).
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Sekil 11. Deney gruplarina ait mesane dokularinda GSH diizeyi. Veriler ortalama+standart
hata olarak sunuldu (n=6-7). ***p<0.001 ve **p<0.01 kontrol grubu; ###p<0.001

ve #p<0.05 CP grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir. CP,
siklofosfamid. Sita, sitagliptin.

4.4. CP ile Indiiklenen Sistit Modelinde Sita Tedavisinin Mesane Dokularinda IL-1p

Diizeyi Uzerine Etkisi

CP uygulamasi, mesane IL-1B diizeyinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlaml artisa neden oldu (sirasiyla 223.3+37.30 ve 44.33+6.631 pg/mg protein; p<0.001).
Mesna (94.50+11.01 pg/mg protein) ve 100 mg/kg dozda Sita (119.90+10.28 pg/mg protein)

tedavileri, mesane IL-1f diizeyindeki artig1 6nledi. 20 mg/kg dozda Sita tedavisinin ise etkisi
olmad1 (p>0.05, Sekil 12).
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Sekil 12. Deney gruplarina ait mesane dokularinda IL-1f diizeyi. Veriler ortalama+standart

hata olarak sunuldu (n=6-7). ***p<0.05 kontrol grubu; #p<0.05, ##p<0.01 ve

###p<0.001 CP grubu ile karsilagtirildiginda anlamli farki ifade etmektedir. CP,
siklofosfamid. Sita, sitagliptin.

4.5. CP ile indiiklenen Sistit Modelinde Sita Tedavisinin Mesane Dokularinda TNF-a
Diizeyi Uzerine Etkisi

CP uygulamasi, mesane TNF-a diizeyinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlamli artisa neden oldu (sirasiyla 141.5+14.91 ve 45.99+12.23 pg/mg protein; p<0.001).

Mesna tedavisi (66.81+ 9.99 pg/mg protein), mesane TNF-o diizeyindeki artis1 6nledi
(p<0.01). Sita tedavilerinin ise etkisi olmadi (p>0.05, Sekil 13).
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Sekil 13. Deney gruplarina ait mesane dokularinda TNF-a diizeyi. Veriler ortalama+standart
hata olarak sunuldu (n=6-7). ***p<0.01 ve *p<0.05 kontrol grubu; ###p<0.001 ve
##p<0.01 CP grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark:i ifade etmektedir. CP,
siklofosfamid. Sita, sitagliptin.

4.6. CP ile indiiklenen Sistit Modelinde Sita Tedavisinin Mesane Dokularinda TLR4
ve NFKB Protein Ekspresyon Diizeyi Uzerine Etkisi

CP uygulamasi, mesane dokularinda TLR4 protein ekspresyonu diizeyinde anlaml
artisa neden oldu (p<0.05). Mesna ve Sita tedavileri CP uygulanan farelerin mesane
dokularinda, TLR4 protein ekspresyonu diizeyinde degisiklige neden olmadi (p>0.05, Sekil
14,15). CP uygulamasi, NFkB fosforilasyon diizeyinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlamli artisa neden oldu (p<0.05). Mesna ve 100 mg/kg dozda Sita tedavileri, NFkB
fosforilasyon diizeyinde CP’nin neden oldugu artis1 6nledi (p<0.05). 20 mg/kg dozda Sita
tedavisinin ise etkisi olmadi (Sekil 14, 16).
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Sekil 14. Deney gruplarina ait mesane dokularinda TLR4, p-NFkB, total NFkB ve B-aktin
ekspresyonunu gosteren temsili membran goriintiileri. Veriler ortalama+standart
hata olarak sunuldu (n=5-6). CP, siklofosfamid. NFkB, Niikleer faktor-kappa B.

Sita, sitagliptin. TLR4, Toll benzeri reseptor 4.
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Sekil 15. Mesane dokularinda TLR4 protein ekspresyon diizeyi. Veriler ortalama+standart
hata olarak sunuldu (n=5-7). CP, siklofosfamid. Sita, sitagliptin. TLR4, Toll

benzeri reseptor 4.
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p-NFkB/total NFkB

Sekil 16. Mesane dokularinda NFkB fosforilasyon diizeyi. Veriler ortalama+standart hata
olarak sunuldu (n=5-6). *p<0.05 kontrol grubu; #p<0.05 CP grubu ile
karsilastirildiginda anlamli farki ifade etmektedir. CP, siklofosfamid. NFkB,
Niikleer faktor-kappa B. Sita, sitagliptin.
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5. TARTISMA ve SONUC

IC; nokturi, sik idrara ¢ikma ve suprapubik agr1 ile karakterize olan etiyolojisi heniiz
saptanmamis mesanenin inflamatuar bir hastaligidir. IC semptomlar1 hastadan hastaya
farklilik gostermekte olup, pelvik agri ve giinlik aktivitelerin kisitlanmasi hastaligin
degismeyen bulgularidir (1). Onlarca yil siiren temel ve klinik arastirmalara ragmen IC’in
tedavisi zordur ve her biri tek bir etiyolojiye yonelik olan ¢esitli tedaviler kullanilmaktadir
(2). IC hastanin yasam Kkalitesi tizerinde ciddi olumsuz etkiye sahip olabilen rahatsiz edici
bir durum olup, goriilme sikligi diinya ¢apinda artmaktadir (3). Depresif bozukluklar,
anksiyete, uyku bozuklugu ve tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlar: bildiren bazi raporlarla

birlikte, hastalarin yasam kalitesini ciddi sekilde etkileme potansiyeli vardir (45).

IC altinda yatan patojenik mekanizmalar arasinda lirotelyuma verilen hasar ve buna
bagli olarak mesane permeabilitesinde artig, norojenik inflamasyon ve mast hiicre
aktivasyonunun yani sira ndronal ve immiin fonksiyondaki degisiklikler yer almaktadir (49).
IC patogenezini agiklamak igin bir¢ok teori onerilmis ancak higbirinin dogrulugu kesin
olarak kanitlanamamustir (58). Yapilan ¢aligmalar sonucunda hastaligin patogenezinin tam
olarak aydinlatilamamasindan dolay1 hastalara mevcut uygulanan tedaviler semptomatik

olup genellikle yetersiz olmaktadir (47).

Bu calismada CP ile indiiklenen deneysel sistit olgularinda Sita’nin iiroprotektif
etkisi ve bu etkide onemli bir rol oynayabilecegini diislindligiimiiz TLR-4/ NFkB sinyal
yolagiyla iliskisini fonksiyonel, biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle arastirilmistir.
Literatiir arastirmalar1 sonucunda ¢alismamizda sitagliptinin etkinliginin degerlendirmek
tizere deneysel calismalarda siklikla tercih edilen 20 mg/kg/gilin ve 100 mg/kg/giin dozlar
farelere uygulanmak iizere segilmistir. Oncelikli hedefimiz Sita’nin literatiirde daha dnce
incelenmemis CP ile olusturulan akut sistit modelindeki {tiroprotektif etkinligini
degerlendirmekti. Yapilan literatiir taramalarinda CP kaynakli akut sistitten koruma ve
tedavide Sita’min kullanildigr herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle
calismamizda antioksidan ve antiinflamatuar etkileri birgok arastirmada goésterilmis olan
Sita’'nin CP ile indiiklenmis akut sistit modelindeki {iiroprotektif etkisi fonksiyonel,

molekiiler ve biyokimyasal acidan incelenmistir.

Calismamizda akut sistit modeli olusturmak i¢in literatiir taranmis ve 300 mg/kg/giin

CP tek bir doz seklinde uygulanmigtir. Klinik uygulama siklig1 nedeniyle CP’nin i.p.
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uygulama yolu secilmistir. Farelerde CP’nin neden oldugu mesane hasarina karst Sita’nin
etkisini gorebilmek i¢in 6 gruptan olusan bir ¢alisma diizenegi olusturuldu. Calismada
kontrol grubundaki farelere 5 giin boyunca sadece i.p. yolla serum fizyolojik, CP grubundaki
hayvanlara ise 5 giin boyunca SF ve 5.giinde CP verildi. Calismada CP’ye kars1i mesnanin
Onleyici ya da tedavi edici etkisini gormek i¢in “CP+Mesna” grubu da olusturuldu. Yapilan
literatiir aragtirmasinda CP ile iligkili akut sistit modelinde i.p. yolla mesna uygulamasinin
(30 mg/kg/gilin) kemoterapotik ajandan 20 dk once ve 4, 8 saat sonra verildiginde en etkili
protokol oldugu goriilmiistiir (65). Diger iki grupta etken maddemiz olan Sita’nin 20
mg/kg/giin ve 100 mg/kg/giin olmak iizere iki farkli dozu 5 giin boyunca i.p. verilmis ve 5.
giin son Sita dozundan 30 dk sonra CP ile akut sistit indiiklenmistir. Son grupta ise sadece
Sita farelere 100 mg/kg/giin dozunda 5 giin boyunca i.p. olarak verilmis, kendisinin siirecte

tek basina nasil bir etkisinin olduguna bakilmaistir.

CP; 16semi, lenfomalar ve solid tiimdrler dahil olmak iizere ¢esitli maligniteler igin
yaygin olarak kemoterapotik ve immiinosiipresif bir ila¢ olarak kullanilan sentetik bir
nitrojen mustard grubundan alkilleyici ajandir (58). CP, genis bir terapdtik kullanim
yelpazesine sahip olmasina ragmen; iirotoksisite, kardiyotoksisite, hepatotoksisite,
immiinotoksisite, nefrotoksisite ve pulmoner fibrozis gibi ¢esitli toksik etkilerle siklikla
iliskilendirilmekte ve bu durum ilacin klinik kullanimini 6nemli 6lgiide kisitlamaktadir (137,
138). Yiiksek doz CP interstisyel sistit olarak da bilinen ve 6zellikle mesane mukoza hasart,
pelvik agr1 ve mesane disfonksiyonu olarak kendini gosteren sistite neden olmaktadir (61).
CP kaynakl sistit kemirgenlerde sistit icin yaygin olarak kullanilan modellerden biridir. Bu
model IC ile ortak 6zelliklerin yan1 sira CP ile tedavi edilen hastalarda olusan sistit ile birgok
ozelligi paylasir. CP, insanlarda ve kemirgenlerde iirotelyumdaki reseptorlerin ve sinyal
molekiillerinin ekspresyonu gibi fonksiyonel ve histolojik degisikliklere neden olur.
Bununla birlikte CP enjeksiyonundan sonra up-regiile edilmis aferent ve eferent noral
etkilere bagl olan daha az iseme hacimleri kaydedilmis olup, CP’nin ayrica detrusor asiri
aktivitesini indiikleyebilecegi bildirilmistir (77). CP kaynakli sistitin patogenezine iliskin
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamis olsa da, oksidatif stres ve inflamatuar yanitlarin
bu siirecin temel tetikleyicileri oldugu bilinmektedir. CP, karacigerde metabolize olarak
iirotoksik bir metabolit olan akroleine doniisen bir proilactir. Bu metabolit, ¢esitli hiicresel
yollar1 etkileyerek mesane dokusunda belirgin oksidatif stres ve inflamasyona neden olur
(139, 140). Bu durum mesane dokusunda hasara ve iirotelyal hiicrelerde kaspaz-3 aracili

apoptoza yol agmaktadir. Bu durumda, CP kaynakli sistitin tedavisinde antioksidan ve anti-
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inflamatuar 6zelliklere sahip ajanlar {izerinde yogun arastirmalar yiirtitiilmektedir. CP’ye
bagli sistite kars1 klinik olarak onaylanmis tek ila¢ olan mesna akroleini detoksifiye ederek
etki gostermektedir. Ancak mesnanin kullanimi gastrointestinal rahatsizliklar ve yasami
tehdit edebilecek asir1 duyarlilik reaksiyonlari gibi bazi yan etkilerle iliskili olmakla birlikte
mesna tedavisi goren hastalarin %10-40’1inda sistit gelismeye devam etmekte olup, bu
durum mesnanin koruyucu etkinliginin sinirh kaldigini ortaya koymaktadir (141, 142). Bu
nedenle giinlimiize kadar, CP kaynakli sistitin tedavisinde da giivenilir antioksidan ve
antiinflamatuar 6zelliklere sahip birgok bilesik arastirilmistir; ancak bu durumu tedavi etmek
amaciyla klinik olarak onaylanmis bir ajan henliz bulunmamaktadir (143, 144). Tiim bu
bilgiler dogrultusunda CP uygulamasi yoluyla olusturulan model, hem CP'nin mesane
tizerindeki toksik etkilerinin mekanizmasini incelemek hem de olas1 tedavi edici ajanlarin
etkinligini degerlendirmek i¢in uygun, giivenilir ve klinik durumu yansitan bir deneysel
model sunmaktadir. Bu nedenlerle, ¢calismamizda CP kullanilarak farelerde akut sistit modeli

olusturulmasina karar verdik.

CP ile indiiklenen interstisyel sistit, mesane kapasitesinde azalma, mesane diiz
kasinin kontraksiyonlarinda artma ve Kii¢iik voliimlerde sik iirinasyon ile karakterize olup
mesanede ciddi 6dem olusumu ve mukozal hematomlu hemorajiler olmasi gézlenen
degisikliklerden bir kismudir (138, 139, 140). Yapilan bir ¢calisgmada CP ile sistit modeli
olusturulan deney gruplarindaki ratlarin mesane dokularinin makroskobik incelemesi
yapildiginda, CP grubunun mesane dokularinda 6demlesme oldugu, hemorajiler meydana
geldigi goriilmiis olup CP grubundaki ratlarin mesane dokularinin ebatlar1 diger
gruplardakinden daha biiyiik oldugu tespit edilmistir (141). Bu c¢alismada mesanede
inflamasyonun bir gostergesi olan mesane O0demini arastirmak icin farelerin mesane
agirh@i/viicut agirh@r orani degerlendirildi. Bu oranda, CP uygulanan farelerde kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir artis oldu. Aynit zamanda CP uygulamasindan 24
saat sonra her bir gruba ait mesane dokularinin goriintiilerinden CP grubunun mesanesinin
hemorajik bir goriiniimde oldugunu gordiik (Resim 8). Bu durum bize deney modelinin
basarili bir sekilde olustugunu gosterdi. Mesna tedavisi, CP grubuna goére bu orani anlamli
olarak azaltti (Sekil 6). Sitagliptinin CP uygulamasina bagli olusan semptomlari
azaltabilecegi ongoriisiiyle “CP+Sita20” ve “CP+Sital00” gruplari olusturuldu. Sitagliptin
(20 ve 100 mg/kg) tedavisinin mesane agirligi/viicut agirligi oranina bir etkisinin olmadigi

goriildii (Sekil 6).
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Yapilan calismalarda CP kaynakli mesane disfonksiyonu; sistometri, bosaltim
noktasi testi ve detriisor kas1 kasilma ¢aligmalar1 gibi cesitli yontemlerle degerlendirilmistir
(142, 143). Mevcut galismamizda, mesane fonksiyonunu fare detriisor seritlerinin izometrik
gerginliginin 6l¢iimii olarak degerlendirdik. Onceki ¢alismalarla uyumlu olarak, muskarinik
reseptor agonisti CCh ile uyarilan kasilmalarin CP grubunun detriisor seritlerinde 6nemli
Olciide azaldigmi (Sekil 9), KC1 (80 mM) ile uyarilan kasilma tepkilerinin ise gruplar
arasinda degismedigini gosterdik (Sekil 7); bu durumun onceki calismalarla uyumlu
oldugunu gordiik (144, 145). Mesna ve 100 mg/kg dozda Sita tedavileri ise, CP grubunda
CCh ile indiiklenen maksimum kasilma yanitindaki azalmayi 6nlerken, 20 mg/kg dozda Sita
tedavisi tedavisi ise CCh ile indiikklenen detriisor kasilmalari iizerine etkisi olmadigin
gordiik (Tablo 6). Bu ¢alismamizda Onceki arastirmalarla uyumlu olarak, tek doz CP
uygulamasinin CCh ile indiiklenen kasilmalar1 belirgin sekilde azalttigini ve 100 mg/kg Sita
tedavisinin CP kaynakli akut sistitte CCh ile indiiklenen maksimum kasilma yanitindaki
azalmay1 onledigini gosterdik (Tablo 6). Bu etkinin kesin mekanizmasini tanimlamak igin
daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmasina ragmen, sonuglar 100 mg/kg Sita tedavisinin
farelerde CP kaynakli mesane disfonksiyonunu fonksiyonel olarak iyilestirdigini

gostermektedir.

Sita, T2DM tedavisinde kullanilmasinin yaninda potansiyel antioksidan 6zellikleri
cesitli preklinik ve klinik ¢alismalarda dikkat ¢ekmistir. Ornegin, Abbas ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alisma, Sita’nin bir fare modelinde lipid peroksidasyonunu ve
oksidatif stres belirteclerini 6nemli 6lgiide azalttigini ve kaygi ile oksidatif stres tepkileriyle
baglantili davranis kaliplarinda iyilesmelere yol agtigini gdstermistir. Bu durum, Sita’nin
serbest radikalleri etkin bir sekilde temizleyip oksidatif stres mekanizmalarini
diizenleyebilecegini gostererek, onu diyabet yonetiminin dtesinde terapotik uygulamalar i¢in
potansiyel bir aday haline getirir (5). Calismalar Sita’nin, ROS {iretimini azaltarak oksidatif
stresi hafiflettigi ve TLR4/NF-kB sinyal yolunu baskilayarak TNF-o ve IL-1f gibi
proinflamatuar sitokinlerin salinimini azalttigini gostermistir. Yapilan bir caligmada farelere
oral olarak verilen 20 mg/kg Sita’nin; NF«B sinyal yolunu diizenleyerek TNF-o ve IL-1
inflamatuar mediyatorleri inhibe ettigini gosterilmistir (100). Calismamizda CP uygulamasi,
mesane IL-1P diizeyinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli artisa neden oldugu
goriildi. Mesna ve 100 mg/kg Sita tedavileri mesane IL-1f diizeyindeki artig1 6nledi. 20
mg/kg dozda Sita tedavisinin ise etkisi olmad1 (Sekil 12). CP uygulamasi, mesane TNF-a

diizeyinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli artisa neden oldu. Mesna tedavisi
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mesane TNF-a diizeyindeki artis1 6nlerken, Sita tedavilerinin ise bir etkisi olmadigi goriildii
(Sekil 13). Bu galismada CP uygulamasinin mesanede anlamli diizeyde IL-1p ve TNF-a
artisina neden oldugu bulgusu; CP’nin mesane dokusunda inflamatuar yanit1 gii¢lii bir
sekilde uyardigin1 ve sistit modelinde IL-1p ve TNF-a’nin inflamasyonun 6nemli bir
belirteci oldugunu ortaya koymaktadir. Mesna tedavisinin hem IL-1 hem de TNF-a
diizeylerini anlamli sekilde baskilamasi, mesanin CP'ye bagli inflamatuar yanit iizerinde
genis spektrumlu antiinflamatuar etkilere sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Buna karsilik,
100 mg/kg dozda uygulanan Sita tedavisinin sadece IL-1B diizeylerini anlamli sekilde
azaltirken, TNF-a diizeyleri lizerinde belirgin bir etkide bulunmamis olmasi Sita’nin
inflamasyonun belirli bilesenlerini hedef alabilecegini diisiindiirmektedir. Sita’nin IL-1p
tiretimini hangi yolaklar tizerinden baskiladigina dair daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag
vardir. Diger taraftan TNF-a’nin iretimi i¢in etkili olan yolaklar Sita tarafindan yeterince

baskilanmamis olabilecegi diisiiniilm{istir.

GSH, hiicre i¢indeki pek ¢ok Onemli reaksiyonda gorev istlenir. GSH, serbest
radikaller ile diger reaktif oksijen tiirlerini etkili bir bicimde temizler. Ayrica glutatyon,
enzimler araciligiyla dolayli yoldan da bu zararli molekiillerin etkilerini azaltmada rol oynar
(146). Artan kanitlar, oksidatif stres ve inflamasyonun CP kaynakli sistitin baglangicina ve
ilerlemesine katkida bulunan baslica faktdrler oldugunu desteklemektedir. Urotoksik
metabolit akrolein, antioksidan molekiill GSH'ye hizla baglanir ve hiicre i¢i antioksidan
kapasitesini tiiketir. Daha once yapilan g¢alismalarda, 300 mg/kg CP'nin hem GSH
seviyesinde hem de antioksidan enzim SOD aktivitesinde 6nemli bir diisiise neden oldugunu
ve bunun da oksidatif stres durumunda artisa neden oldugu belirlendi (147). Calismalarda,
Sita’nin deneysel olarak indiiklenen hepatotoksisitede hepatik MDA, GSH diizeylerini ve
SOD aktivitesini 6nemli 6l¢iide normallestirdigi goriilmiistiir. Bu sonug, Sita’nin ovalbiimin
ile indiklenen astim modelinde MDA igerigini azaltarak, GSH seviyesini ve SOD
aktivitesini normallestirerek oksidatif stresi azalttigini gosteren daha 6nceki bir calisma ile
uyumluydu (89). Baska bir ¢alismada ise Con A ile zehirlenmis farelerin karacigerinde
hepatik oksidatif stres parametresi olan MDA'nin yiikseldigi goriilmiistiir. Buna hepatik
dokudaki diisiik seviyelerde antioksidanlar, GSH ve SOD eslik etmistir. Sita, GSH seviyesi
ve SOD aktivitesinde dnemli bir artisa ek olarak MDA iceriginde de 6nemli bir azalmaya
neden olmustur. (130). Bu ¢alismada mesane GSH diizeyi, CP uygulanan farelerde kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda anlamli azaldi. Mesna tedavisi, mesane GSH diizeyindeki

azalmay1 onlerken, Sita tedavilerinin ise bir etkisi olmadi (Sekil 11). Sita tedavisinin mesane
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dokusundaki GSH diizeyleri lizerinde anlamli bir etki gdstermemesi, ilacin antioksidan
potansiyelinin smirli olmasina baglanabilir. Sita yapilan c¢alismalarda bazi dokularda
antioksidan etkisinin oldugu bildirilmis olsa da, mesane dokusunda CP kaynakli oksidatif
stresi yeterince modiile edememis olabilir. Bunun yaninda, Sita’nin etkinligi doku 6zgiilliigi
gosterebilir; mesane dokusundaki oksidatif hasar mekanizmalar1 ve enzimatik yanitlar, ilacin
antioksidan etkisini smirlamig olabilir. Tiim bu bulgular 1s1ginda, Sita’nin mesane GSH
diizeyleri itizerindeki etkisinin daha kapsamli bigimde incelenmesi; farkli dozlar, tedavi
stireleri ile degerlendirilebilir. Bununla birlikte oksidatif stresin dogrudan belirteglerinden
biri olan lipid peroksidasyonunun &l¢iimii igin MDA diizeyinin incelenmesi, CP'nin neden

oldugu oksidatif hasara kars1 Sita’nin potansiyel antioksidan etkisi degerlendirilebilir.

TLR4 ekspresyonunu giiclii bir sekilde baskilamasinin yani sira NFxB sinyal
kaskadin1 ve inflamatuar sitokinlerin salinmasini inhibe etmesi nedeniyle, Sita’nin
antiinflamatuar aktivite gosterdigi bildirilmistir. Aragtirma, Sita’nin TLR4/NF-xB sinyal
yolunu diizenleyerek antiinflamatuar etkiler ortaya koydugunu gostermektedir. Ozellikle El-
Kashef ve Serrya, Sita’nin bu yolu diizenleyerek farelerde tiyoasetamid kaynakli akut
karaciger hasarini hafiflettigini gostererek, inflamatuar karaciger hasaria karsi potansiyel
koruyucu etkilerini vurgulamistir (89). Ayrica, sigan aortik diiz kas hiicrelerinde ve
miyokard dokusunda yapilan deneysel calismalarda da Sita’nin NF-xB aktivitesini
baskiladigi, inflamatuar ve oksidatif belirtegleri azalttii, antioksidan enzim aktivitesini
artirdig1 ve miyeloperoksidaz diizeylerini diislirdiigii ortaya konmustur (99). Bu veriler,

Sita’nin ¢ok yonli antiinflamatuar ve antioksidan etkilerini desteklemektedir.

TLR'ler, oncelikle patojenlere ait molekiiller ile hasar gormiis doku ile nekrotik
hiicrelerden salinan maddeler tarafindan aktive edilen membran bagli glikoproteinler olup
dogustan gelen bagisiklik yanitinda dnemli rol oynarlar (148, 149). Yapilan ¢aligmalar, TLR
sinyal yolunun inflamatuar hastaliklarin gelisimi ve ilerlemesinde etkili olan proinflamatuar
yollarin uyarilmasina aracilik ettigini ortaya koymustur. Ozellikle TLR4’iin aktive olmasi,
NF-kB proteininin fosforilasyonunu artirarak aktif hale gelmesini saglar ve boylece TNF-a
ile IL-1B gibi pro-inflamatuar sitokinlerin salinimini tetikler (150, 151). Bu sebeple,
TLR4/NF-xB sinyal yolu, sistit tedavisinde 6nemli bir ilag hedefi olarak kabul edilmektedir.
CP kaynakli sistit modelinde yapilan ¢alismalar, TLR4’iin farmakolojik olarak

engellenmesinin mesanedeki inflamasyonu Onledigini gdstermistir; bu da TLR4
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sinyallemesinin CP’ye bagli mesane hasarinda kritik bir rol oynadigini desteklemektedir (4,
98).

TLR'ler idrar yolu sisteminde ifade edilir ve idrar yolu enfeksiyonlari, mesane
kanseri, mesane disfonksiyonu ve mesane ¢ikisi tikanikligi gibi ¢esitli hiicresel patolojilere
aracilik ederler (148, 152, 153). TLR/NFkB sinyallemesinin yakin zamanda CP ile
indiiklenen sistitte rol oynadigi gosterilmistir (4). TLR sinyallemesi, proinflamatuar
sitokinlerin salinimini tesvik ederek inflamatuar yanit1 aracilik eden anahtar transkripsiyon
faktorii olan NFkB'nin aktivasyonunu tetikler. Inaktif haldeyken NF«B, inhibitor protein
IKBa'ya bagli p50 ve p65 alt birimlerinden olusan bir heterodimer olarak bulunur.
Aktivasyon lizerine IKBa kinaz, NFkB'in fosforilasyonu yoluyla kompleksin bozunmasini
katalize eder ve bu da apoptoz ve inflamatuar yanitt modiile etmede kritik rolleri olan hedef

genlerin transkripsiyonunu indiikledigi niikleer translokasyona neden olur (150, 154, 155).

Abo-Haded ve arkadaslar1 (2017), Sita’nin antiinflamatuar ve antiapoptotik aktivite
ile NFxB sinyal yolunun modiilasyonu ile metotreksat indiiksiyonlu hepatotoksisiteyi
iyilestirdigini bildirmistir (125). Mevcut veriler, Sita tarafindan hepatositlerde DPP-4
aktivitesinin spesifik olarak inhibe edilmesinin, diyabetik kosullar altinda hiicre
apoptozunun yani sira NFkB yolunun ve oksidatif stresin aktivasyonunun azalmasina
katkida bulundugunu ve Sita’nin ROS temizleme fonksiyonunun NFxB yolunun
deaktivasyonunu tesvik ettigini gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada Sita’nin, NF«xB
yolunun aktivasyonunu engelleyebilen streptozosin ile siganlarda olusturulan diyabette
hepatotoksisiteyi etkili bir sekilde azaltabilen ROS temizleyici bir rol oynadigi bulunmustur.
DPP-4'iin hepatositlerdeki aktivitesinin Sita tarafindan spesifik olarak inhibe edilmesi,
diyabetik kosullar altinda NFkB yolunun ve oksidatif stresin yani sira hiicre apoptozunun
azalmasina katkida bulunur. Sita’nin ayrica TLR4/NF«B sinyal yolu araciligiyla farelerde
tiyoasetamid tarafindan indiiklenen akut karaciger hasarini iyilestirebildigi gorilmistiir
(89). Onceki ¢aligmalarda, Sita’nin oksidatif stres, lipid metabolizmas: ve inflamatuar
mediyatorlerin diizenlenmesi yoluyla deneysel steatohepatit modellerinde hepatoprotektif
etkiler gosterdigi bildirilmistir. Bununla birlikte, son ¢alismalar Sita’nin Nrf2 ve NF-xB
sinyal yollari iizerinden etki ederek metotreksat toksisitesi sirasinda inflamatuar ve apoptotik
yanitlar1 baskiladigini da ortaya koymustur. Benzer sekilde, tiyoasetamid kaynakli karaciger
hasarinda Sita’nin NLPR3 inflamatuar olusumunu ve TLR4 ile NF-kB protein

ekspresyonunu azalttig1 belirlenmistir. NF-xB yolaklari, hepatik hasar siire¢lerinde kritik bir
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rol oynamakta ve p65 alt birimindeki artisin ¢esitli kronik hastaliklarin patogenezinde etkili
oldugu bilinmektedir. Mevcut ¢alismada da, T2DM'nin NF-xB/p65 ekspresyonunu artirdigi
ve Sita tedavisinin bu artis1 anlaml sekilde baskiladigi gériilmiistiir. Bu bulgular, Sita’nin
NF-xB sinyal iletim yolu tizerindeki inhibitor etkisini vurgulamakta ve literatiirdeki onceki
verilerle uyumluluk gostermektedir (127). Jiang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada Sita (10
ve 20 mg/kg) tedavisi dietilnitrozamin ile indiiklenen karaciger kanseri modelinde siganlarda
IL-1B, IL-6 ve TNF-a diizeylerini diislirmiis ve ayn1 zamanda NF-kB ekspresyonunu 6nemli
Ol¢iide azaltmistir (128). Calismamizda, TLR sinyal yolu ile iligkili proteinlerin ekspresyon
diizeylerini western blotting yontemiyle analiz ederek, TLR/NF«B sinyal iletiminin Sita’nin
CP kaynakl sistit lizerindeki etkisindeki roliinii belirledik. Calismamizda CP uygulamasi,
mesane dokularinda TLR4 protein ekspresyonu (Sekil 15) ve NFkB fosforilasyon diizeyinde
anlamli artisa neden oldu (Sekil 16). Mesna ve Sita tedavileri ise CP uygulanan farelerin
mesane dokularinda, TLR4 protein ekspresyonu diizeyinde degisiklige neden olmadi. Buna
karst mesna ve 100 mg/kg dozda Sita tedavileri, NFkB fosforilasyon diizeyinde CP’nin
neden oldugu artis1 onledi. 20 mg/kg dozda Sita tedavisinin ise bir etkisinin olmadig
goriildii. Sonuglarimizda, TLR4 aracili NF«B sinyal iletiminin CP kaynakl: sistitte mesane
iltihabina aracilik ettigini ve mesna ve 100 mg/kg Sita tedavilerinin CP ile tedavi edilen
farelerin mesanesinde TLR4 aracili NF«kB sinyal iletimini tizerinde bir etkisinin olmadigin
gordiik. Proinflamatuvar sitokinlerin liretiminden sorumlu olan ana transkripsiyon faktori
NFkB ve aktif formunun CP ile indiiklenen akut sistitte ekspresyon diizeylerini
degerlendirdik. Sonugta Sita tedavisinin inflamatuar yolaga etkisini degerlendirdigimizde;
100 mg/kg dozda Sita tedavisi alan gruplarda, NFkB fosforilasyon diizeyinde CP kaynakli
sistit grubuna kiyasla 6nemli 6lgiide azaldi (Sekil 16) ancak TLR4 ekspresyon diizeyinde
anlamli bir degisiklik olmadi (Sekil 15). Bu ¢alismalara dayanarak tedavi grubunda TLR4
diizeyinde bir degisim goriilmeyip, p-NFxB/total NFkB oranindaki degisimin, Sita’nin
TLR4 reseptor diizeyinden bagimsiz bir sekilde NFkB aktivasyonunu baskiladigindan

kaynaklanabilecegi ongoriilebilir.

Bu tez ¢alismasinda, Klinikte T2DM tedavisinde kullanilan Sita’nin CP kaynakli IC
modelindeki potansiyel itiroprotektif etkisini arastiran ilk calismadir. Sita’nin kesin
tiroprotektif mekanizmalarini ve inflamatuvar siireglerle iliskisini agiklamak i¢in daha fazla
caligmaya ihtiya¢ duyulmasina ragmen sonuglarimiz, mesanedeki inflamatuar yaniti
gosteren bazi parametreleri diizenleyerek Sita’nin CP kaynakli akut sistitte terapétik etkisini

gosteren kanitlar sunmaktadir. Ayrica Sita’nin sistit patofizyolojisine etkilerini daha iyi
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anlayabilmek i¢in farkli dozlar, tedavi siireleri veya farkli model uygulamalariyla daha

kapsamli ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.
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