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Mesane ici Kemoterapétik ilaglarin Mesane Fonksiyonu Uzerine Olan Etkileri

Investigation of Effects of Intravesical Chemotherapeutics on Bladder Functions
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Ozet

Amag: Ylzeyel mesane Uroepitelyal timorleri tedavisinde
transiretral rezeksiyon altin standarttir. Transiretral rezek-
siyon sonrasi gelisebilecek niks ve ilerlemenin 6nlenmesi
amaciyla ylizeyel mesane tlimorlerinin evresine, derecesine,
tek veya ¢ok odakli olmasina, boyutuna ve ilk ya da ikincil
tedavi edilmesi gibi olgltlere bagh olarak intravezikal ke-
mo/immunoterapi  uygulanmaktadir.  intravezikal ke-
mo/immunoterapi alan hastalarda alt Griner sistem semp-
tomlari sik olarak gorilmektedir. Bu semptomlarin ortaya
¢lkmasinin sebebi ve mekanizmasi bilinmemektedir. Bu
galismadaki amacimiz Mitomycin C ve Epirubicin gibi intra-
vezikal kemoterapdtik ilaglarin sigan mesane kasi seritlerinin
kolinerjik ve purinerjik ajanlara verdigi in vitro yanitlari nasil
etkiledigini arastirmaktir.

Yontem: Bu calismada 30 adet Wistar Albino disi sigan;
Mitomycin C grubu, Epirubicin ve kontrol grubu olmak tizere
tce ayrildi. Mitomycin C grubuna 8 hafta 1 mg/mL (0.1 mL)
intravezikal haftada 1 kez, Epirubicin grubuna 8 hafta 1
mg/mL (0.1 mL) intravezikal haftada 1 kez, kontrol grubuna 8
hafta 0.1 cc % 0.9 NaCl intravezikal haftada 1 kez uygulandi.
Tedavinin bitiminden 1 hafta sonra tim gruplardan alinan
mesane seritleri in vitro olarak degerlendirildi. Karbakol, KCL,
ATP, ADP ve elektriksel alan uyarisi ile olusan kasilma yanit-
larina bakildi.

Bulgular: Calisma sonucunda mesane seritlerinde in vitro
olarak yapilan degerlendirmelerde kontrol grubu ile Mi-
tomycin C ve Epirubicin grubunda KCL kasilma yanitlarinda
anlamli fark bulunmazken; Karbakol, ATP ve ADP kasiima
yanitlarinda kontrole gére Mitomycin C ve Epirubicin gru-
bunda anlamli olarak azalmis bulundu. Elektriksel alan uyari-
si ile elde edilen kasilma yanitlarinda kontrol ve Epirubicin
gruplari arasinda anlamh fark saptanmadi. Mitomycin C
grubunda ise kontrole gore elektriksel alan uyarisi ile elde
edilen kasilma yanitlarinda anlamli artig saptandi.

Sonug: Kolinerjik ve pirinerjik ajanlara yanit azalmis iken
elektriksel alan uyarisi ile elde edilen kasilma yanitlarinda
beklenebilecek azalmanin olmamasi, Mitomycin C grubunda
artis olmasi ve Epirubicin grubunda ise degisiklik olmamasi,
farkli mekanizmalarin bu olayda rol oynayabilecegini disin-
diirmektedir. Bu konu ile ilgili ileri aragtirmalara gerek vardir.

Anahtar Kelimeler: Mesane Timord, Kolinerjik, Plrinerjik,
Mitomycin C, Epirubicin.

Abstract

Background: Transuretral resection is the gold standard
method in superficial bladder uroepithelial tumor treatment.
Intravesical chemo/immunotherapy is performed in order to
prevent recurrence after transurethral resection regarding
tumor level and grade, multiplicity, size and first or second
time treatment. Lower urinary tract symptoms are seen in
patients received intravesical chemo/immunotherapy.
Mechanism and causes of these symptoms are unknown.
The aim of this study is to investigate if Mitomycin C and
Epirubicin, two intravesical chemotherapeutic agents,
change in vitro cholinergic and purinergic responses of rat
bladder smooth muscle.

Method: : In this study 30 wistar albino rats were separated
in three groups each consisting of Mitomycin C group, Epi-
rubicin group and control group. Mitomycin C group re-
ceived 1 mg/ml (0.1ml) intravesical Mitomycin C once a
week for 8 weeks, Epirubicin group received 1 mg/ml (0.1ml)
intravesical Epirubicin once a week for 8 weeks, control
group received 0.1 cc % 0.9 NaCl intravesical once a week for
8 weeks. One week after therapy bladder shreds was exam-
ined in vitro. Carbachole, KCL, ATP, ADP and electrical field
stimulation responses were evaluated.

Results: There was no significant difference between Mito-
mycin C and Epirubicin groups with KCL, whereas Car-
bachole, ATP and ADP contraction responses were signifi-
cantly decreased in Mitomycin C and Epirubicin groups as
compred to control group. Electrical field stimulation con-
traction responses were not significantly different between
Epirubicin and control groups. Contraction responses
showed significant increase in Mitomycin C group with re-
spect to control groups.

Conclusion: While the decreased response to cholinergic
agent and purinnergic, expected from the lack of decrease
to response at contraction alert that is obtained by the
electric field warning.Increase the Mitomycin C group and
the lack of change in the epirubicin group suggests that
different mechanisms may play a role in this case. Further
research is required on this object.

Keywords: Bladder Tumor, Cholinergic, Purinergic, Mitomy-
cin C, Epirubicin.

Giris

Mesane timori, erkeklerde 4. siklikta kadinlarda
8. sirada izlenen yaygin timorlerden olup, sikhg
bolgelere ve llkelere gore degiskenlik goster-
mektedir (1-2). Mesane timorlerinin yaklasik

%70'i tani aninda ylzeyeldir. Bu hastalar transi-
retral endoskopik timoér rezeksiyonu ile tedavi
edilirler. Rezeksiyona ek olarak intravezikal ke-
mo/imminoterapi uygulanabilir. Bunlarin %10-
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20’si progresyon gosterip kas invaziv hale gelir

(3).

Avrupa Uroloji derneginin klavuzu ve yapilan bazi
onemli calismalarin sonucunda, mesane duvari
perforasyonu ya da stiphesi olmayan ylizeyel
mesane tUmorli hastalarin  hepsinde post-
operatif erken tek doz intravezikal kemoterapi
Onermektedirler (4-6). Yizeyel mesane timo-
rinde kullanilan kemoterap6tik ajanlar Triethy-
lenethiophosphoramide (Thiotepa), Doxorubicin,
Epirubicin ve Mitomycin C’dir. Bu ajanlarin etkin-
ligi birbirine cok benzemekle beraber toksisiteleri
farklidir (7).

Saglikli insanlarda, kolinerjik muskarinik reseptor
agonistler ve intrinsik kolinerjik sinirlerin elekt-
riksel olarak uyarilmasi ile detrusor kasinin kasil-
dig1 ve bu cevabin muskarinik reseptér antago-
nisti olan atropin tarafindan tamamen ortadan
kaldirildig1 gosterilmistir (8,9).

Deneysel hayvan galismalarinda in vivo parasem-
patetik uyariya ya da in vitro bolgesel uyariya
pirinerjik cevabin alindigi kanitlanmistir (10).
Bununla beraber, en azindan uyaranlara normal
tepkiler gz oniine alindiginda; pirinerjik norot-
ranmisyonun insanda var olduguna dair kanitlar
vardir ve ayrica bunlar stabil olmayan mesane
gibi patolojik durumlarda rol oynayabilirler (11).

Calismadaki amacimiz mesane timorli hastala-
rin tedavisinde sik olarak kullanilan Mitomycin C
ve Epirubicin gibi intravezikal uygulanan kemote-
rapotik ilaglarin tedavi sonrasinda mesane kasi
seritlerindeki purinerjik ve kolinerjik yanitlar
degistirip degistirmedigini arastirmaktir.

Materyal ve Metod

Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulundan onay alinarak; Temmuz 2010 -
Ekim 2010 tarihleri arasinda yapilan bu ¢alismada
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlari ve Arastirma laboratuarindan sagla-
nan yetiskin 30 adet disi Wistar Albino sigan kul-
lanildi. Hayvanlar kontrol (n= 10), Mitomycin C
(0,1 mg/gin/6 hafta(haftada 1 kez); n= 10) ve
Epirubicin (0,1 mg/glin/6 hafta(haftada 1 kez); n=
10) grubu olmak lzere 3 gruba ayrildi.

Sekiz haftalik tedavileri tamamlandiktan 1 hafta
sonra butiin ratlar, 200 mg/kg pentotal sodyum

anestezisi altinda sistektomi yapilarak mesane
dokulari izole edildi, mukoza ve kas dokularina ek
bir girisim yapilmadi. Siganlar servikal dislokas-
yon ile oldarildi.

izole Mesane Seritlerinin in Vitro Deneylere
Hazirlanisi: Ratlardan alinan mesane dokulari her
biri 2mm genigliginde ve 10 mm uzunlugunda
seritler halinde kesildi. 37 °C’de isitilan Krebs-
Bikarbonat sollisyonu iceren 10 ml’lik organ ban-
yosuna, bir ucu organ askisina diger ucu Grass—
FT 03 Force Displacement donustiirtictisline bag-
lanarak yerlestirildi. Mesane seritleri 2 gramlik
on gerilim altinda her 15 dakikada bir kez yikana-
rak 1 saat dengelenmeye birakildi. Bu dengelen-
me siiresi sonunda seritler 80 mM KCl sollisyonu
ile kasildilar. KCl uygulamasi ile kontraktil yanitlar
alindi. Daha sonra yikanan dokular, agonist ve
antagonist maddelerin uygulanmasi icin dinlen-
meye birakild.

Kasilma Yanitlari

A) KCI Kasilma Yanitlari: Kontrol ve Deney grup-
larindan alinan izole mesane seritleri ilaglar ve-
rilmeden 6nce 80 mM KCl ile organ banyosunda
muamele edildi.

B) Karbakol Kasilma Yanitlari: Kontrol ve Deney
gruplarindan elde edilen izole mesane seritlerin-
de Karbakol ile kiumdlatif konsantrasyonlarda
(10°-10™ M) kasilma yanitlari olusturuldu.

C) ADP ve ATP Kasilma Yanitlari: Kontrol ve De-
ney gruplarindan elde edilen izole mesane serit-
lerinde; ATP (10 ®-3x 10 ™ M), ADP (10 ®-3x 10
“* M) doz bagimli kasiima olusturdular.

D) Elektriksel Alan Uyarisinin (EFS) Olusturdugu
Kasilma Yanitlar: Her (i¢ grupta sicanlardan elde
edilen izole mesane seritleri dengeye ulastiktan
sonra 50 V, 1 msn;1, 2, 4, 8, 16, 32 Hz ‘lik fre-
kanslarda toplam 10 sn sire ile uyarilar verilerek
kasilma yanitlari alind.

Deney Sonuglarinin Degerlendirilmesinde Kulla-
nilan Yontemler: Deney sonuglari metin icinde
aritmetik ortalama t standart hata olarak sunul-
du. Gruplar arasinda fark olup olmadigi student-T
testi ile test edildi. Gruplar arasindaki farkin an-
lamlihg1 Scheffe F testi ile arastirildi ve p degeri-
nin 0.05’den kicik olmasi halinde fark anlamh
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kabul edildi. Agonist ilaglarin olusturdugu mak-
simum yanitin % 50’sini olusturmak icin gereken
konsatrasyon (ECso) her bir deneyim log-
konsantrasyon yanit egrilerinden elde edildi ve
aritmetik ortalama t standart hata olarak goste-
rildi.

pD2 degerleri asagidaki formile gore hesaplandi.
pD, =logA —log ( E max / Ea-1)

A=Agonist ilacin molar konsantrasyonu

E max=Agonist ilacin olusturdugu maksimum etki

E A =Agonist ilacin belirli bir konsantrasyon da
olusturdugu etki

Ayrica ilaglarin olusturduklari maksimum etkileri
her bir deneyden elde edilen verilerin Scatchard
denklemine uygulanmasi ile gizilen grafiklerden
saptandi.

Bulgular
Kasilma Yanitlar

1. Karbakol Kasilma yanitlari: Mitomycin C, Epi-
rubicin ve kontrol gruplarindan elde edilen izole
mesane seritlerinde Karbakol ile kiimulatif kon-
santrasyonlarda (10° — 10 M) kasiima yanitlari
olusturuldu. Mitomycin C ve Epirubicin grupla-
rinda disaridan verilen Karbakol ile kimdulatif
konsantrasyonlarda (10° — 10 M) kasilma yanit-
lari kontrol grubuna gore anlamli sekilde azalmis
olarak izlendi. (Sekil 1).

Karbakol

-o- Kontrol

—+— Epirubicin

%HKCl

T T 1
10¢ 10° 104 103

Konsantrasyon [M]

Sekil 1. izole mesane seritlerinde Karbakol ile
alinan kasilma yanitlari.

* Kontrol degerlerine gére p < 0. 05, Kontrol (n=10),
Mitomycin C (n= 10), Epirubicin (n= 10)

2. ADP ve ATP Kasilma Yanitlari: Mitomycin C,
Epiribucin ve kontrol gruplarindan elde edilen
izole mesane seritlerinde; ATP (10 - 3x 10 * M)
ve ADP (10 - 3x 10 * M) doz bagimli kasiima
olusturdular.

- Mtonmycin C

Mitomycin C, Epirubicin grubunda disaridan veri-
len ATP ve ADP ile elde edilen (10®, 10, 3x10™,
3x107°) kasilma yanitlari, kontrol grubuna goére
anlamli sekilde azalmis olarak izlendi.

3. KCL Kasilma Yanitlari: Kontrol ve Mitomycin
C, Epirubicin gruplarindan alinan izole mesane
seritleri ilaclar verilmeden énce 80 mM KCL ile
organ banyosunda muamele edildi. KCL ile alinan
yanitlar mg olarak grafiklendi. Deney ve kontrol
grubunda anlamli fark bulunmadi.

4. Elektriksel Alan Uyarisinin (EFS) Olusturdugu
Kasilma Yanitlari: Her (g grupta sicanlardan elde
edilen izole mesane seritleri dengeye ulastiktan
sonra50V, 1 msn; 2, 4, 8, 16, 32 Hz ‘lik frekans-
larda toplam 10 sn siire ile uyarilar verilerek ka-
silma yanitlari alind.

EFS kasilma yanitlarinda, kontrol grubu yanitlari-
na gore Mitomycin C grubunda anlamli sekilde
artmis olarak izlendi, Epirubicin grubunda anlamli
fark izlenmedi.

Tartisma

Bu calismamizda, intravezikal olarak 8 hafta Mi-
tomycin C ve Epirubicin verilen ratlarda mesane
seritleri alinip in vitro olarak mesanenin kolinerjik
ve plrinerjik yanitlarini inceleyerek bu tedaviler
sonrasi siklikla olusan alt Uriner sistem semptom-
larinin mesanenin kolinerjik ya da purinerjik sis-
temindeki degisikliklerle uyumlu olup olmadigini
degerlendirmeye calistik. Literatlir taramamiza
gore calismamiz bu sekilde tasarlanan ilk calis-
madir.

Michielsen ve arkadaslarinin ratlarda calismada 3
hafta, haftada 1 kez 1 mg/ml dozda 0.1 ml Mi-
tomycin C ve 1 mg/ml dozda 0.1 ml Epirubicin
intravezikal olarak uygulanmistir. ilaglarin mesa-
ne fonksiyonu {izerine etkileri irodinamik olarak
incelenmis ve Mitomycin C alan grupta mesane
kapasitesi ve kompliansinda istatistiksel olarak
anlamli azalmalar saptanmis, Epirubicin alan
grupta sadece mesane kompliansinda anlamli
azalma meydana geldigi saptanmistir (12). Post
ve arkadaslarinin ratlarda yaptiklari ¢calismada ise
3 hafta, haftada 1 kez 1 mg/ml dozda, 0.1 ml
Mitomycin C ve haftada 1 kez 6 mg/mL dozda 0.1
ml Doxorubicin intravezikal olarak uygulanmistir.
Ratlarin giinlik miksiyon sikligina ve mesanedeki
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histopatolojik degisikliklere bakilmistir. Miksiyon
sikhginda istatistiksel olarak anlamli artis sap-
tanmis ve histopatolojik olarak ise submukoza ve
muskiler tabakada degisiklik saptanmamis, mu-
kozada 6dem ve mukozanin ylizeyel tabakasinda
incelme tespit edilmistir (13). Bizim ¢alismamizda
kontrol grubu ile Mitomycin C ve Epirubicin grup-
lari arasinda mesane seritlerindeki Karbakol ka-
silma yanitlarinda anlaml olarak azalma oldugu
tespit edildi.

ATP ve ADP pirinerjik sistem mediatorleri olup
P2X reseptorleri Uzerinden kasilmaya aracilik
ederler. Pirinerjik ileti, idrarin depolanmasi ve
bosaltiimasini kontrol eden hem afferent hem de
efferent sinyal vyolaklarinin dizenlenmesinde
onemli bir role sahiptir (14). Yu ve De Groat tara-
findan yapilan bir calismada purinerjik agonistle-
rin, mesane Urotelyumundaki afferent sinir ucla-
rini sensoriyal uyarilara karsi daha duyarh hale
getirdigi, bununda ayni siklofosfamid tarafindan
olusturulan sistitteki gibi semptomlar yarattig
belirtilmistir. Bu nedenle pirinerjik sistem resep-
torlerinin, hem agri hem de hiperaktif detrusor
tedavisinde, farmakolojik ¢alismalar igin olasi
hedef olabilicegi belirtilmistir (15). Patrik ve ar-
kadaslari tarafindan yapilan ¢alismada sican me-
sanesinde plrinerjik uyarilma sonrasi mesanede
kontraksiyon olustugu izlenmistir (16). Calisma-
mizda kontrol grubu ile Mitomycin C ve Epirubi-
cin gruplari arasinda mesane seritlerindeki ATP
ve ADP kasilma yanitlarinda anlaml olarak azal-
ma oldugu tespit edildi.

Sigcan mesanesine uygulanan elektriksel stimulas-
yon sonucu, parasempatik sinir uglarindan salgi-
lanan asetilkolin ve ATP mesane kontraksiyonu
ile sonuglanan M3 muskarinik ve P2X1 pirinerjik
reseptdr aktivasyonuna neden olur. Atropin gibi
muskarinik antagonistler mesane kasilmalarini
tam olarak bloke edemezler ¢linkii mesane ka-
siimasinda asetilkolin yaninda non-kolinerjik non-
adrenerjik komponentde mevcuttur (17-19).
Calismamizda kontrol ve Epirubicin gruplarinda
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