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ABSTRACT

Introduction: Overactive bladder is a medical condition which is characterized by an overactive detrusor,
involuntary contractions and/or incontinence. This condition is usually treated medically with anticholinergics
being the medication of choice in most cases. Recently, different pharmacological alternatives have been
defined in the treatment of detrusor instability. Among these, phosphodiesterases which play important roles
in the regulation of smooth muscle tone have been investigated in various clinical and experimental studies. In
the present study, we aimed to evaluate the effects of sildenafil (Viagra®) on the agonist induced contractility
of isolated Guinea-pig bladder.

Materials and Methods: A total of 10 adult Guinea-pigs weighing 400-450 gr were decapitated. Using a
midline abdominal incision the bladder was found, kept intact and isolated from the surrounding tissues. All
bladders were first placed into the saline solution and the strips were prepared. A 10x2 mm of isolated guinea-
pig bladder strip was prepared and placed into a jacketed organ bath containing physiological solution. A
passive tension of 1 gr was maintained. After the equilibration period acetylcholine (Ach) (10 pM), a strong
agonist, was added into the medium and the contractions were recorded. Following the contractions, sildenafil
(Viagra®) was added into the organ bath. Amplitude and frequency of contractions and area under the
contraction curves were evaluated by 10-min intervals.

Results: During equilibration period, small amplitude contractions were noted. After addition of ACh into
the jacketed organ bath which contains physiological saline solution, contractions with higher amplitude were
observed. Mean amplitude of contractions in isolated bladder strips after Ach was 1.81 g (£0.31 SEM).
Application of 0.SmM Sildenafil significantly reduced the mean amplitude of contractions and it was recorded
as 0.76 g (£0.15 SEM). Similarly, use of sildenafil also reduced the frequency of contractions.

Conclusion: Urge urinary incontinence is the most common form of urinary incontinence. Antimuscarinic
agents are widely used in the treatment of urgency and/or incontinence. However, they did not reach enough
efficacies because of their frequent side effects. In the present study, we investigated the efficacy of sildenafil
on pre-contracted isolated Guinea-pig bladder and determined that sildenafil significantly decreased both the
amplitude and the frequency of bladder contractions. The results of our study support the hypothesis that
phosphodiesterase inhibitors can be potentially helpful in the regulation of smooth muscle tone in various
tissues. However, there is need for further studies to reveal the exact roles of sildenafil and other
phosphodiesterase inhibitors in the treatment of overactive bladder.
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OZET

Asirt aktif mesane, lokal bir patoloji ve metabolik hastalik olmaksizin, detriisér aktivitesinde artma, istemsiz
kasilma ve/veya inkontinans olarak tanimlanir. Tedavide antikolinerjik ilaglarin yan etkileri ¢oklugu nedeniyle farkl
tedavi modelleri gelistirilmeye calisilmaktadir. Bunlar arasinda, diiz kas tonusu regiilasyonunda 6nemli rol oynayan
fosfodiesteraz inhibitorleri de bulunmaktadir. Bu calismada, sildenafilin (Viagra®) izole kobay mesane kasinda
agonistle indiiklenen kontraksiyonlara olan etkilerini incelemeyi amacgladik.

Erigkin tipte ve agirliklar1 400-450 gr olan toplam 10 kobay (Guinea-pig) hayvanindan elde edilen izole mesane
kesitleri 6nceden hazirlanan ve igerisinde 37°C pH 7.4 fizyolojik salin soliisyonu bulunan ve devamli olarak %95 O,
ve %5 CO, ile gazlandirilan 1s1 ceketli ¢ift geperli izole organ banyosunda 1 gramlik pasif istirahat gerimi saglanarak
asildi. 10 uM asetilkolin (Ach) organ banyosuna eklenerek giiclii kasilmalar indiiklendi. Agonistle indiiklenen
kasilma amplitiidleri ve sikliklart ile sildenafil uygulamasi sonrasi kasilmalarda olusan izometrik gerilme kayitlar: 10
dakikalik araliklarla 6l¢iildii.
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IN VITRO MESANE KASILMALARI VE SILDENAFIL

(In Vitro Contraction of Bladder and Sildenafil)

Asetilkolinle indiiklenen izole kobay mesane kesitlerinde ortalama amplitiid (SEM), 1.81+0.31g idi. Sildenafil
(0.5mM) uygulamasi sonrasi kasilma amplitiidii anlamli olarak azalma gosterdi ve ortalama 0.76+0.15 g olarak
kaydedildi. Asetilkolinle indiiklenen izole kobay mesane kasina sildenafil uygulanmasi ile kasilma frekansinda da

anlamli azalma izlendi.

In vitro sildenafil uygulamasi ile detriisér kasilmalari amplitiidiinde diisme ve kasilma sikliginda azalma
meydana gelisi, fosfodiesteraz inhibitorlerinin asir1 aktif mesane ve detriisor instabilitesi tedavisinde potansiyel tedavi

metodlari arasinda yer alabilecegini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Mesane, kobay, kasilma, sildenafil, inhibisyon

GIRiS

Uriner inkontinans olgularinin %50-70’ini
olusturan urge (sikistirma) inkontinans, yasam
kalitesini 6nemli oranda azaltan {irolojik bir pato-
lojidir'?. Urge inkontinans tedavisinde en ¢ok
kabul goren farmakolojik tedavi ise antikoliner-
jik ajanlardir. Ancak muskarinik reseptdr bloker-
leri yeterli doku selektivitesi gostermediklerin-
den klinik uygulamalarda pek ¢ok yan etki ortaya
¢ikmakta; bu da tedaviye uyumu %30’lara diisiir-
mektedir'”. Son yillarda, detriisor instabilitesinin
farmakolojik tedavisinde farkli tedavi modelleri
gelistirilmeye c¢aligilmaktadir. Bunlar arasinda,
diiz kas tonusu regiilasyonunda 6nemli rol oyna-
yan ve farkli dokularda farkli izoenzimlerle etkin
olan fosfodiesteraz inhibitorleri, klinik ve deney-
sel pek ¢ok ¢alismada incelenmektedir®.

Fosfodiesteraz (FDE) inhibitorleri, ikincil
haberciler olan siklik adenozin monofosfat
(cAMP) ve siklik guanozin monofosfat (cGMP)
yolu ile damar, korpus kavernozum ve trakea’da-
ki farkli diiz kaslar1 etkileme 6zelligine sahiptir-
ler™. insan, domuz ve tavsan detriisér kasinda
cAMP yolu ile relaksasyonlarin gerceklestirile-
bildigi daha onceki ¢alismalarda gosterilmis an-
cak detriisor-cGMP iligkisi farkli tiirdeki canli-
larda tam olarak ortaya konulmamustir’. Cartled-
ge ve Eardley, fosfodiesteraz tip 5’in diiz kas
gevsemesinin onemli bir diizenleyicisi olduklari-
m bildirmislerdir'®. Fosfodiesteraz izoenzim tip
5’in spesifik inhibitorii olan sildenafil ile yapilan
caligmalarda, sildenafille kavernozal dokudaki
gevsemenin yani sira rat uterus tonusunda azal-
ma, pulmoner damar genislemesi ve tavsan det-
riisdr gevsemesini saglanabilecegi de bildirilmis-
tir*®. Bu deneysel ¢alismada, sildenafilin (Viag-
ra®) izole kobay mesane kasinda agonistle in-
diiklenen kontraksiyonlara olan etkilerini incele-
meyi amagladik.

GEREC ve YONTEM

Bu calismada uygulanan protokol Firat Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylanmustir.

Deney hayvanlart ve Detriisér Doku hazir-
lanmasi: Erigkin tipte ve agirliklart 400-450 gr
olan toplam 10 kobay (Guinea-pig) hayvani de-
kapite edildi. Abdominal insizyonla mesane gev-
re dokulardan ayrildi ve intakt olarak disariya
almarak daha onceden 6zel olarak hazirlanmig
fizyolojik salin soliisyonuna (FSS) konuldu. Bu
soliisyon igeriginde (mM); NaCl 120, KCI 5.9,
CaCl, 2.5, MgCl, 1.1, NaHCO; 15, NaH,PO, 1.2,
glukoz 11 ve HEPES 10 mevcuttu.

Soliisyon igerisindeki izole kobay mesane-
sinden longitudinal olarak 10 mm uzunlugunda
ve 2 mm genisliginde detriisor stripleri hazirlan-
di. Kesitler lizerindeki yag ve bag dokulart dik-
katli disseksiyonla ayristirildi. Hazirlanan kobay
mesane kesitleri daha sonra igerisinde 37°C pH
7.4 fizyolojik salin soliisyonu bulunan ve devam-
I1 olarak %95 O, ve %5 CO, ile gazlandirilan 1s1
ceketli ¢ift ¢eperli izole organ banyosunda 1
gramlik pasif istirahat gerimi saglanarak asildi.

Izovolumetrik kontraksiyonlar: Hazirlanan
detriisor kesitleri istirahat geriminde 60 dakika
stire ile denge agisindan bekletildi. Bu siire igeri-
sinde her 10 dakikada bir FSS degistirildi. Uyum
periyodu sonrast kesitlerde diigiikk amplitiidlii
spontan kasilmalar izlendi ve daha sonra bir ago-
nist olan asetilkolin (Ach) (10 pM) organ ban-
yosuna eklenerek giiclii kasilmalar indiiklendi.
Asetilkolinle elde edilen kasilmalar Ossilograf
(Harvard Apparatus Ltd, Kent, Ingiltere) aracig
ile yazdirilarak 6l¢iim ve degerlendirmeler bu ka-
yitlar lizerinde yapildi. Kasilma amplitiidleri
gram (g) olarak, frekanslari ise kasilma say1s1/10
dakika olarak hesaplandi. Agonistle indiiklenen
kasilma amplitiidleri ve sikliklari ile sildenafil
uygulamasi sonrast kasilmalarda olusan izomet-
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rik gerilme kayitlar1 10 dakikalik araliklarla 61-
ciildii.

Sildenafil uygulamas:: Sildenafil, saf olarak
iiretici firma (Pfizer, ABD) tarafindan g¢aligma-
mizda Ozel olarak kullanilmak iizere saglandi.
Toz halindeki sildenafil, FSS’de ¢Oziiniir hale
getirilerek organ banyosuna eklendi.

Istatistiksel analiz: Tiim istatistiksel analiz-
ler Microcal Origin 5.00 (Microcal Software Inc,
Northampton, MA) programu kullanilarak yapil-
di. p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Istirahat geriminde bekletilen detriisor kesit-
lerinde diisiik amplitiidlii spontan kasilmalarin
oldugu izlendi. Organ banyosuna 10 pM kon-
santrasyonda uygulanan Ach ile giicli detriisor
kasilmalar elde edildi (Sekil 1). Bu uygulama ile
elde edilen kontraksiyonlar ve sildenafile verilen
cevabin 6l¢iimiinde kasilma egrileri altinda kalan
alan esas olarak alindi. Asetilkolinle indiiklenen
kontraksiyonlarn ortalama amplitiidii (SEM)
1.81+0.31 g idi. 0.5 mM Sildenafil (Viagra®)
uygulamasi sonrasinda ise kasilma amplitiidii an-
laml1 olarak azalma gosterdi ve ortalama 0.76+
0.15 g olarak kaydedildi. Asetilkolinle indiikle-
nen izole kobay mesane kasima sildenafil (Viag-
ra®) uygulanmasi ile kasilmanin anlamli olarak
inhibe edildigi gorildii ( Sekil 1).
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Sekil 1. izole kobay mesane kasinda Asetilkolin ve sildenafil
(Viagra®) uygulamalarinin kargilastirilmast (g: gram, p<
0.05: Istatistiksel olarak anlaml1)

Sekil 2°de Ach’le elde edilen giiglii kobay
detriisor kontraksiyonlarindaki siklik ve daha
sonra sildenafil (Viagra®) uygulamasi ile bu
kontraksiyonlardaki inhibisyon goriilmektedir.
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Asetilkolinle indiiklenen kontraksiyonlarin fre-
kansinda da 0.5mM sildenafil sonrast %34 ora-
ninda azalma saptandi.
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Ach 10 uM 0.5 mM Sildenafil

Sekil 2. izole kobay mesane kasinda asetilkolinle indiiklenen
mesane kasilmasi ve sildenafil (Viagra®) uygulanmasi ile ka-
stlma amplitiit ve frekansinda anlamli azalma (Orjinal trase)

TARTISMA

Fosfodiesteraz (FDE) inhibitorleri, diiz kas
tonusunda diizenleyici rol oynamalart nedeni ile
glinimiizde farkli patolojilerde yaygin olarak
arastirilan molekiillerdir’. Son yillarda FDE inhi-
bitorlerinin konjestif kalp yetmezligi, romatolo-
jik hastaliklar, astim, koagiilopati, depresyon,
tiriner sistem tas hastaligi, erektil disfonksiyon
ve mesane ¢ikim obstriikksiyonuna bagli olusan
alt iriner sistem semptomlarinin tedavisinde et-
kili olduklarma dair galismalar mevcuttur''™".
FDE inhibitorlerinin etkili olduklari bir bagka do-
ku ise diiz kastir. Diiz kas relaksasyonunda en
onemli iki mediatér cAMP ve cGMP’dir'*. Me-
sane detriisor gevsemesinde de cAMP ve cGMP
onemli rol oynar ve ortamda artmis cAMP ve
c¢GMP bulunmasi, intraselliiler serbest kalsiyumu
diistirerek diiz kas relaksasyonu saglar yada re-
laksasyonu devam ettirir’. cAMP ve ¢cGMP’nin
5’-niikleotid monofosfatlara g¢evrilerek inaktive
edilmeleri fosfodiesterazlar yolu ile olur ve so-
nugta intraselliiler kalsiyum (Ca®") diizeyi artarak
diiz kaslarda kasilma meydana gelir. Dolayisiyla;
intraselliiler diizeyde gevseme/kasilma dengesi-
nin saglanmasinda onemli mediyatorlerden biri
FDE enzim kompleksidir’.

FDE izoenzimlerine yonelik inhibitorler
farkli tipteki diiz kaslarin relaksasyonunda kulla-
nilmaktadirlar’. FDE inhibisyonu ile diiz kaslar-
da olusan relaksasyonda cesitli mekanizmalar
$6z konusudur. FDE inhibisyonu ile intraselliiler
cAMP ve cGMP artis1 saglanir. Artmis cAMP ve
¢GMP, intraselliiler Ca’" azalmasina, Ca®" kon-
santrasyonundaki azalma ile voltaj bagimli K"
kanallarinin agilarak hiicre membraninda hiper-
polarizasyon ve buna bagli gevsemeye yol agar.
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Ayni sekilde, cGMP’ye bagimli protein kinazin
intraselliiler proteinleri fosforillemesi ile de gev-
seme olusur. Diger mekanizmalar arasinda; pro-
tein kinazin membran iizerindeki Ca** kanallarin
direk inhibe ederek hiicre icine Ca®* girigini en-
gellemesi, hiicre disma Ca*" atilmim saglayan
Ca®*/ATPase pompasinin cGMP yolu ile aktivas-
yonu, Ca>*"nin hiicre i¢inde artisina yol agan ino-
sitol trifosfat (IP;) reseptdrlerinin inhibisyonu ve
IP; {iretiminin azaltilmasi, artmig cGMP yolu ile
kontraktil sistemin Ca*"’ye kars1 desensitizasyo-
nu diiz kaslarda cGMP ve FDE inhibisyonu ile
ger&eklesen gevsemenin baglica mekanizmalari-
dir™.

Izole organ banyosunda tavsan detriisor kasi
iizerinde bir agonist ajan olan karbakol ile yapi-
lan ¢alismalarda, tavsan detriisér kasinda FDE
tip 1’den tip 5’e kadar olan tiim izoenzimler sap-
tanmig ve relaksasyonun cAMP yolu ile oldugu
bildirilmistir’. In vitro insan iireteral diiz kas to-
nusunun farkli tipteki FDE inhibitérlerine olan
yanitlarinin incelendigi diger bir ¢alismada ise;
KCl ile indiiklenen kasilmalarin FDE tip 4 ve tip
5 inhibitorleri tarafindan anlamli olarak azaltildi-
g1 saptanmistir’”®. Son dénemlerde yapilan galis-
malarda; tip 5 FDE inhibitorii olan sildenafilin
penil korpus kavernozum dokusu iizerindeki an-
lamli vazodilatator etkileri yani sira, diger diiz
kas dokularinda da relaksasyon saglama ozelli-
ginde oldugu bildirilmistir*'®. Bunlar arasinda;
ozafagus kontraktilitesinde azalma, Ozafagus
sfinkter tonusunda diigme, oral uygulama ile giig-
li ve selektif pulmoner vazodilatasyon, pulmoner
arter basincinda azalma, konjestif kalp yetmezli-
ginde iyilesme ve portopulmoner hipertansiyona
bagl karaciger transplantasyonunda olusturdugu
ilave yararlar sayilabilir'”'"®. Prostaglandin E.,
oksitosin ve Ach gibi farkli stimiilanlarla elde
edilen in vitro uterus kasilmalarinda sildenafil
(30 ve 100nM) uygulamasi ile her ii¢ stimiilanla
olusturulan kontraksiyonlarin inhibe edildigi bil-
dirilmistir*. Sildenafilin uterus tizerindeki bu
gevsetici etkisinin konsantrayona bagli oldugu ve
primer olarak cGMP yolu ile gevseme sagladigi
one sirillmiistiir’. Calismamizda da in vitro ko-
bay mesane kesitlerinde agonistle indiiklenen ka-
stlmalarin sildenafil ile anlamli olarak azaltildig1
literatiirde ilk kez gosterilmistir. Ayrica, sildena-
fil ile detriisor kasilma frekansinda da %34 ora-
ninda azalma saptandi.

IN VITRO MESANE KASILMALARI VE SILDENAFIL

(In Vitro Contraction of Bladder and Sildenafil)

SONUC

Urge firiner inkontinans ve/veya detriisor
instabilitesi iriner inkontinansin en sik saptanan
formudur'?. Antimuskarinik ajanlarla uygulanan
tedavi metodlar1 urge iiriner inkontinansta yan et-
kilerinin ¢oklugu nedeni ile istenilen etkinlikte
degildir. Caligmamizda, izole kobay mesane det-
risor kesitlerinde bir FDE izoenzim inhibitorii
olan sildenafilin (Viagra®) detriisér kasilmalari-
n1 amplitiid ve frekans olarak anlamli olarak in-
hibe ettigi saptandi. In vitro sildenafil uygulama-
st ile detriisor kasilmalarinda amplitiidde diisme
ve kasilma sikliginda azalma meydana gelisi,
FDE inhibitorlerinin asir1 aktif mesane ve detrii-
sor instabilitesi tedavisinde potansiyel tedavi me-
todlar1 arasinda yer alabilecegini desteklemekte-
dir. Sildenafil (Viagra®) ve diger FDE inhibitor-
lerinin mesane kontraktilitesi ve asir1 aktif mesa-
ne tedavisindeki rollerini saptayacak daha genis
serili klinik ve deneysel ¢alismalarla yeni tedavi
alternatifleri glindeme gelebilecektir.
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