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Ozet

Bu calisma tavsan idrar kesesinden elde edilen in vitro sirkiiler ve longitudinal diiz kas kasihmlari tizerine
oxybutynin ve tolterodinin etkilerini arastirmak icin yapilmistir. Arastirmada 4-5 kg agirhginda 10 adet erkek
Yeni Zelanda tavsani kullanildi. izole edilen her bir idrar kesesinden bir adet sirkiiler ve longitudinal seritler elde
edildi. ilk 6nce dokulara 1 gramhk gerim uygulanarak ortama alismalari saglandi. Uyum siiresini takiben
submaksimal kasilimin saglandigi elektrik uyari diizeyi tespit edildi ve bu uyarilar oxybutynin, tolterodin ve
atropinin cesitli konsantrasyonlari varliginda tekrar edildi. ilk 6nce oxybutynin 107M derisimi ortama eklendi ve
15 dk beklendi. Bu stirenin sonunda uyari verilerek kasilim cevabi elde edildi. Uyari sonrasi doku iki dakikada
bir iki kez olmak tizere iki kez yikanarak baslangic tonusuna ulasmasi saglandi. Ayni islemler oxybutyninin (10-
*M ve 10°M), tolterodin (10°M, 10°M ve 10°M) ve atropinin (10°M, 10°M ve 10°M) bildirilen dozlarinda
tekrarlandi. Sonug olarak calismada oxybutynin ve tolterodinin artan konsantrasyonlarina bagl olarak elektriksel
uyarim ile tavsan sirkiler ve longitudinal kaslarda meydana gelen kasilimlari engelledikleri gortilmastar.
Kasihimlarin sirkiiler kaslarda oxybutynin, longitudinal kaslarda ise tolterodin ile daha gliclti olarak engellendigi
tespit edilmistir.

Anabhtar sozciikler: Oxybutynin, Tolterodin, Tavsan, idrar kesesi

The Investigation of in Ditro Effects of Oxybutynin and Tolterodine
on Circulary and Longitudinal Smooth Muscles of Rabbit Bladder

Summary

This study was performed for investigating the effects of oxybutynin and tolterodine on in vitro circulary
and longitudinal smooth muscle of rabbit bladder. In this research, ten male New Zeland rabbits weight 4-5
kg were used. One circulary and longitudinal strips were prepared taken from the isolated bladder. At first, 1
g of strecth was applied to tissues adapt to media. Next, fallowing adapt time, the electrical stimulation level
which created submaximal contraction was determined and this stimulation was performed by adding
different concentrations of oxybutynin, tolterodine and atropine respectively. Firstly 10”M dosage of
oxybutynin (10°M, 10°M, 10°M) was added and waited for 15 minutes. At the end of this period, electrical
stimulation was applied to get the contraction response of the tissue. After stimulation, tissue was washed
once for every two minute twice and rested, tissue was waited until its starting stretch value. Same
processes were performed for oxybutynin (10°M, 10°M), tolterodine (10°M, 107M, 10°M) and atropines’
(T0’M, 10°M, 10°M) other dosages. As a result, it was opbserved that oxybutynin and tolterodine due to
their increasing concentrations prevented the contractions at circulary and longitudinal smooth muscle of
rabbit bladder by electrical stimulation. It was determined that contractions at circulary muscle were
prevented more strongly by oxybutynin and contractions at longitudinal muscle were prevented more
strongly by tolterodine.

Keywords: Oxybutynin, Tolterodine, Rabbit, Bladder

Tletigim (Correspondence)

Phone: +90 442 6314193
E-mail: karadenizali@gmail.com


http://vetdergi.kafkas.edu.tr/

2

Tavsan Idrar Kesesi...

GIRiS

Genetik ve farmakolojik 6zelliklerine gore
muskarinik asetilkolin reseptorleri M1-Ms olmak
tizere bes alt tipte siniflandirilir *. Muskarinik re-
septorlerden M1 tipi; hipokampus, serebral korteks
ve sempatik gangliyonlarda, ayrica bezlerde
bulunur. M2 tipi; diiz kasta, kalp ve arka beyinde,
M3 tipi diz kasta, beyin ve ekzokrin bezlerde
bulunmaktadir. M4 tip reseptorleri 6n beyinde ve
Ms tipi reseptor ise substantia nigrada gorul-
mektedir **. idrar kesesi diiz kasinda M2 resep-
tortinin daha yogun bulunmasina ragmen idrar
kesesi ile ilgili yapilan pek cok calismada kasilima
aracilik eden reseptoriin M3 oldugu gorilmiustur.
Bu nedenle M3 reseptorlerine ilgisi yiksek mus-
karinik reseptor antagonisti ilaglarin idrar kese-
sinin agsirt kasthmi gibi bir takim hastaliklarin teda-
visinde daha etkili olacagini gostermektedir *°.

idrar kesesinin asiri aktivasyonu ve iseme zor-
lugu, sikca idrara ¢ikma, isemeye zorlanma ancak
yapamama veya geceleri strekli isemeye kalkma
gibi bir takim durumlar en sik gorilenlerin trolojik
hastaliklarin basinda gelir *’. Tolterodin ve
oxybutynin gibi muskarinik reseptér antagonisti
ilaclar ise baslica bu hastaliklarin tedavisinde
kullaniimaktadir ®. Oxybutynin bu amacla kulla-
nilan ilk ilaclardan birisi olmakla birlikte yarilan-
ma omru kisa ve yan etkileri ayni gruptaki diger
ilaglara gore daha fazladir. Ancak oxybutyninin
M1 ve M3 reseptorlerine olan ilgisi M2 resep-
torlerine olan ilgisinden daha yiksektir. Bununla
birlikte bu ilaci kullanan hastalarin %50’sinde agiz
kurulugu ve bas donmesi gibi yan etkilerin ortaya
¢tkmasindan dolayi pek tercih edilmemektedir **°.

Bu tir hastaliklarin tedavisinde daha az yan
etkisi olan ve daha iyi tolere edilebilen ilaclara
gereksinim duyulmaktadir. Tolterodin bu tir sika-
yeti olan hastalar icin c¢ikarilmis daha etkili ve iyi
tolere edilebilen ve oxybutynine gore daha az yan
etkisi olan bir ilactir . Tolterodin alindiktan sonra
karacigerde sitokrom P450 tarafindan en biyik
metaboliti olan PNU-200577"ye donustirilmekte
ve asil etkiyi bu gostermektedir. Yapilan calis-
malarda tolterodinin idrar kesesindeki bitin
reseptorlere (M1-Ms) esit etki yaptigi bildi-
rilmektedir. Nitekim yapilan in vivo calismalarda
oxybutynine gore tolterodinin 8 kat daha az paro-
tis bezine etki ettigi ve buna bagli olarak agiz

kurulugu gibi yan etkilerin daha az oldugu tespit
edilmigtir .

Oxybutynin ve tolterodinin ile ilgili olarak idrar
kesesi tizerinde yapilan calimalara bakildiginda
idrar kesesine ait kaslarin bir bitiin halinde kulla-
nildigr gortlmektedir. Fakat bu ilaclarin sirkiler ve
longitudinal kaslar tizerine olan etkileriyle ilgili bir
¢alisma bulunamamistir. Sunulan bu calismada
tavsan idrar kesesinden elde edilen sirkiler ve
longitudinal diiz kaslar tizerine antikolinerjik etkili
oxybutynin ve tolterodinin in vitro cevaplari karsi-
likli olarak incelenecektir. Bu karsilastirma igin
klasik bir nonselektiv muskarinik reseptor anta-
gonisti olan atropin de kullanilacaktir.

MATERYAL ve METOT

Dokularin hazirlanmasi

Bu calismada 4-5 yasindaki yetiskin erkek
beyaz Yeni Zelanda tavsanlar kullanildi. Calis-
mada kullanilan hayvanlara “Deneysel ve Diger
Bilimsel Amaclarla Kullanilacak Omurgali
Hayvanlarin Korunmasi Hakkinda Avrupa
Konvensiyonu (European Convention for the
Protection of Vertebrate Animals used for
Experimental and other Scientific Purpose 1996)”
yonergesine uygun bakim ve besleme yapilmistir.
Hayvanlar 25 mg/kg ketamin ve 6 mg/kg xylazine
kas ici uygulanarak anestezi edildi ve etik kural-
lara uygun olarak boyun eklemlerinden disloke
edilerek oldurtldia. Hemen sonra karin bolgeleri
makasla kesilerek acildi ve idrar kesesine zarar
verilmeden baglantilarindan ve cevre dokulardan
temizlenerek cikarildi. izole edilen her bir idrar
kesesi “Tyrode” cozeltisi (NaCl: 148.9, KCI: 2.7,
CaClz2: 1.8, NaPOa4 H2: 0.2, NaC03 H: 11.9, MgCla:
1.2, glikoz: 5.5 mM) icerisine alindi.

Daha sonra her bir idrar kesesinin govde kis-
mindan sirktler ve longitudinal kesitler atilarak
5-6 mm X 10 mm boyutlarinda doku parcalari
elde edildi ™. Hazirlanan bu preparatlar, 37°C
sicaklikta ve %95 O2-%5 CO:2 gaz karisimi ile
sturekli havalandirilan 15 ml “Tyrode” cozeltisi
icerisinde olacak sekilde izole organ banyosunun
her iki kadehindeki platin elektrotun alt ucuna
baglanarak dokunun halka elektrotlar arasinda
kalmasi saglandi. Dokunun diger tst ucu force
transducer’a baglanip tespit edildi ve izometrik



diz kas hareketleri “force transducer” ve
“acquisition system” (Biopac MP30 system) yardi-
mi ile bilgisayarda gorinttlenerek kaydedildi.

Elektriksel alan stimulasyonu ve ilac
uygulamalari

Baslangicta izole organ banyosunun | ve Il nolu
kadehlerine tespit edilen iki ayri doku pargalarina
1 gramlik bir gerim uygulandi. Ortama alismalari
icin en az 1 saat siureyle ve her 15 dakikada bir
degistirmek kosulu ile “Tyrode” ¢ozeltisi icerisinde
bekletildi. Uyum suresini takiben her iki doku icin
4 tavsanda submaksimal kasilimin saglandigi
voltaj, frekans ve uyari derinligi degerleri tespit
edildi. Bunun icin dokuya cesitli diizeylerde elek-
trik akimi (10-40 volt) farkl strelerde (0.25, 0.5, 1
msn) ve siklikta (2, 4, 8, 16, 32, 64 Hz) (frekans)
uygulandi £ ve en iyi kasilimin meydana geldigi
ortalama frekans degeri 32 Hz, uyari derinligi 1
msn ve voltaj yuksekligi ise 30 volt olarak tespit
edildi. Bundan sonraki denemeler boyunca biitin
dokular ayni frekans degeri, uyari siresi ve elektrik
akim gticd ile uyarildi.

Dokulara ait maksimal kasilim yaratan uyari
diizeyi tespit edildikten sonra ilaclarin icerdikleri
etken maddeler goz oniinde tutularak ilaglara ait
konsantrasyonlar hesaplandi. Oxybutinin (Uropan,
Kocak) (107M, 10°M ve 10°M) cesitli konsantras-
yonlari varhginda uyarilar tekrarlandi. Bunun icin
ilk 6nce oxybutyninin en distk 10”M derigsimi
ortama eklendi ve 15 dak beklendi. Bu siirenin
sonunda uyari verilerek kasilim cevabi elde edildi.
Ayni uygulamalar oxybutyninin diger derisimle-
rine de (10°M ve 10°M) uygulandi. Her uygulama
sonrasi doku iki dakikada bir iki kez olmak tzere
iki kez yikanarak baslangi¢ tonusuna ulasmasi
saglandi. Daha sonra ayni islemler tolterodin
(Detrusitol, Pfizer) (10°M, 10°M ve 10°M) ve at-
ropinin bildirilen dozlarinda (10°M, 10°M ve 10°
M) (Atropin sulfat, Biofarma) tekrarlandi. Uygula-
malar arasinda yapilan yikama islemleri de yukari-
da belirtilen sekil ve sirayla tekrar edildi.

Veri olarak uygulanan elektrik uyarimi ile olu-
san maksimal kasilim degeri ile, oxybutynin,
tolterodin ve atropin varliginda olusan kasilim
cevaplari gram cinsinden degerlendirildi. Doku-
lara uygulanan elektrik uyarimi sonucu meydana
gelen kasilim degeri %100 olarak kabul edildi.
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Ayni uygulamalar oxybutynin, tolterodin ve atro-
pin varhginda tekrar edilerek elde edilen kasilimlar
olcildu ve elektrik uyarimi sonucu elde edilen
kasthmlara oranlanarak ilaclarin kasilhmi engelle-
me oranlari ytizde olarak hesaplandi.

[statistiksel analiz

istatistiksel yontem olarak, her sirkiiler ve
longitudinal kas icin ayri olacak sekilde elde edi-
len amplitut degerler arasinda yapilan karsilas-
tirmalarda “Varyans analiz” ve “Duncan” testi
uygulandi ve p<0.05 fark diizeyi calismada 6nemli
kabul edildi.

BULGULAR

Tavsan idrar kesesinde in vitro sirkiler ve
longitudinal diiz kaslar tGzerine yalniz elektriksel
uyarimi ile oxybutynin, tolterodin ve atropinin ce-
sitli konsantrasyonlari varhiginda olusan kasilim-
lara ait amplitttler ve bu amplititlere ait kasilim
ve bu kasilimlarin inhibisyon ytizde oranlari Sekil
1, Sekil 2 ve Sekil 3"te verilmistir.

Buna gore sirkiler kasta meydana gelen kasi-
limlara bakildiginda sadece elektrik uyarimi so-
nucu 4.44+0.40 g, oxybutynin 3.86+0.38 g (10
’M), 3.49+0.34 gr (10°M) ve 3.12+0.34 gr (10°M),
tolterodin 3.56+0.35 gr (10°M), 3.33+0.36 gr (10°
’M) ve 3.05+0.34 gr (10°M), atropin ise 3.60+£0.45
gr (10°M), 3.32+0.44 gr (10°M) ve 2.87+0.42 gr
(10°M) amplittt degerleri bulunmustur. Longitu-
dinal kasta meydana gelen kasilimlara bakil-
diginda sadece elektrik uyarimi sonucu 8.31+0.83
gr, oxybutynin 7.34+0.78 gr (10’M), 6.85+0.74 gr
(10°M) ve 6.24+0.65 gr (10°M), tolterodin
6.48+0.58 gr (10°M), 5.99+£0.61 gr (10”"M) ve
5.54+0.59 gr (10°M), atropin ise 6.42+0.76 gr (10"
’M), 5.65+0.67 gr (10°M) ve 5.16x0.64 gr (10°M)
buyukluginde amplitit degerleri bulunmustur.

ilaclarin elektriksel uyarimin tek basina olus-
turdugu kasilimlari engellenme derecesi baki-
mindan bir karsilastirma yapildiginda, sirkuler
kasta oxybutynin %13.06+4 (10"M), %21.40+3.8
(TO°M) ve %29.73+3.4 (10°M), tolterodin
%19.82+3.5 (10° M), %25+3.6 (107M) ve
%31.31£3.4 (10°M), atropin ise %18.92+4.5 (100
™), %25.23+4.4 (10°M) ve %35.36x4.2 (10°M)
oraninda bir gevseme meydana getirdikleri
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saptanmistir (p<0.05) (Sekil 1). Longitudinal kasta  %33.33+£5.9 (10°M), atropin ise %22.74+7.6 (107
ise oxybutynin %11.67+7.8 (10" M), %17.57+7.4 M), %32.01+6.7 (10°M) ve %37.91+£6.4 (10°M)
(10°M) ve %24.91+6.5 (10°M), tolterodin oraninda bir gevseme meydana getirdikleri tespit
%22.02+5.8 (10°M), %27.92+6.1 (107M) ve edilmistir (p<0.05) (Sekil 1).

Sekil 1. Tavsan idrar kesesinde
in vitro sirkiiler ve longitudinal
diiz kaslar tizerine yalniz
elektrik uyarimi ile oxybutynin,
tolterodin ve atropinin gesitli
konsantrasyonlar: varliginda
olusan kasilimlara ait orjinal
kayitlar (n=6).
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Sekil 2. Tavsan idrar kesesinde in vitro sirkiiler ve longitudinal diiz kaslar iizerine yalniz elektrik uyarimi ile oxybutynin,
tolterodin ve atropinin cesitli konsantrasyonlar1 varliginda olusan kasilimlara ait amplitiit degerleri (n=6). Her doku i¢in aym
grupta farkl harf tasiyan konsantrasyonlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir. Sonuglar ortalamaztstandart sapma
olarak verilmisgtir.

Fig 2. The amplitude (g) values obtained from alone electrical stimulation and in the presences of the various concentrations
of oxybutynin, tolterodin and atropine on smooth muscle of in vitro circulary and longitudinal in rabbit bladder (n=6). The
difference between the concentrations showed by different letters in the same groups for each tissues is statistically important.
Results are expressed as mean+SEM.
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Sekil 3. Tavsan idrar kesesi in vitro sirkiiler ve longitudinal
tolterodin ve atropinin inhibisyon yiizde oranlar1 (n=6). * Her

Atr+EFS

diiz kaslarda elektrik uyarimi ile olusan kasilimlari oxybutynin,
doku i¢in EFS’nin meydana getirdigi kasilimlar1 gevsetme orani

istatistiksel olarak 6nemlidir. Sonuclar ortalama=standart sapma olarak verilmistir.

Fig 3. The inhibition rates (%) of amplitude obtained from

alone electrical stimulation and in the presences of the various

concentrations of oxybutynin, tolterodin and atropine on smooth muscle of in vitro circulary and longitudinal in rabbit bladder
(n = 6). * The inhibition rates of contraction occured by electrical field stimulation is statistically important for each tissue. Results

are expressed as mean+SEM.

TARTISMA ve SONUC

Sunulan bu c¢alismada idrar kesesinin asiri akti-
vasyonu gibi durumlarda en fazla tercih edilen
ilaglardan olan oxybutynin ve tolterodinin anti-
muskarinik ozellikleri karsilikli olarak incelen-
mistir. Antimuskarinik etki gticlerini daha iyi gore-
bilmek amaciyla bilinen en gicli kolinerjik mus-
karinik reseptor antagonisti olan atropin calismaya
dahil edilmistir. Bu nedenle tolterodin, oxybutynin
ve atropinin cesitli konsantrasyonlari varliginda
elektriksel uyarim sonucu meydana gelen kasilim-
lar incelenmistir.

Tolterodin ve oxybutynin idrar kesesinin asiri
kastlimi ve istem disi isemeye zorlanma gibi has-
talik durumlarinda idrar kesesindeki M3 tipi mus-
karinik reseptorleri inhibe ederek tedavi edici etki
gostermektedirler. Tolterodin, bu hastaliklarin
tedavisinde kullanilan en yeni muskarinik reseptor
antagonistidir '***. Calismamizda tolterodinin artan
konsantrasyona bagli olarak tavsanda hem sirkler
hem de longitudinal kasta elektriksel uyarim ile
meydana getirilen kasilimlari engelledigi go-

rilmiustir. Ancak elde edilen bu sonuclarda
tolterodin longitudinal kaslarda, oxybutynin ise
sirktiler kaslarda daha giclia bir gevseme olus-
turduklar tespit edilmistir (Sekil 1). Bu durum
oxybutyninin sirkiler kas kasilimlarini anti-
muskarinik etkisinin disinda bir etki ile de meyda-
na getirmis olabilecegini dusindiurmektedir; or-
negin kalsiyum kanallarinin blokaji gibi *. Nitekim
Nilvebrant ve ark. © oxybutynin idrar kesesine
olan etkisini kolinerjik reseptorleri blokajinin yani
sira detriisor diiz kasini direk gevsetici ve lokal
anestezik etkilerinin bir sonucu olarak meydana
getirdigini bildirmektedir.

Tavsan idrar kesesindeki muskarinik resep-
torlerin yogunluguna bakildiginda M2:M3 orani
3:1 olarak bildirilmektedir 7. Calismamizda elde
ettigimiz sonuclar bu ilaclarla daha 6nce yapilan
bazi calismalar ile ile uyumlu iken bazilariyla
uyumlu degildi. Buna neden olarak calismada
kullanilan hayvan tirtanin ve ilacin konsantras-
yonun farkli olmasi gosterilebilir. Zaten, idrar ke-
sesine ait cevaplardaki ttr farklihgmin 6nemi pek
cok literatiirde bildirilmistir. Ornegin tolterodin
karbakol ile meydana getirilen kasilimlari domuz
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idrar kesesinde gliclt, fare idrar kesesinde ise zayif
olarak baskilamaktadir ®.Yine insan idrar kesesi
tzerinde yapilan in vitro ¢calismalarda tolterodinin
karbakol gibi kimyasallarla meydana gelen kasi-
limlar daha iyi baskilarken, oxybutynin ise EFS ile
meydana gelen kasilimlari daha iyi baskiladig:
gortlmustar ™.

Oxybutyninin ile tolterodinin yarismali anta-
gonist etkilerine ait pek cok literatur bilgileri
bulunmaktadir '****'. Nelson ve ark. 2 kobayda
yaptiklari ¢calismanin sonucunda oxybutynini
tolterodinden 5-8 kat daha giiclt bir antagonist
etki yaptigini bildirmektedir. Wust ve ark. ¥ kobay
idrar kesesi tzerinde yaptiklari calismada ise her
iki ilacin esit antagonist etkiye sahip oldugunu bil-
dirmektedir. Yine Angelico ve ark. 2 ratlara
tolterodin ve oxybutyninin uygulamalarinin idrar
kesesi basincini ilaglarin konsantrasyolarina bagh
olarak yarigmali bir sekilde dustrdigiund tespit
etmislerdir.

Literattrlerde bildirilen bu farkli sonuclarin
sebebine bakildiginda bu calismalarda idrar
kesesinin sirktler ve longitudinal tabakalarin her
ikisinin birden kullanildigi gorilmektedir. Ayrica
idrar kesesindeki muskarinik reseptor yogun-
luklarinin tirler arasinda farklilik gostermesi ve
oxybutyninin diger muskarinik reseptorlere olan
ilgisi de bu zayif etkinin nedenleri arasinda ola-
bilecegi dustintlmektedir. Nitekim Yamanishi ve
ark. >, anestezi edilmis kediler tizerinde yaptiklari
calisimada tolterodinin oxybutyninden daha spe-
sifik olarak idrar kesesine etki ettigini tespit etmis-
lerdir.

Nonselektiv muskarinik reseptor antagonisti
olan atropinin idrar kesesi tzerinde kasilimlari
bloke eden giicltu bir etkiye sahip oldugu bilin-
mektedir . Nitekim calismamizda diger iki anta-
goniste oranla atropinin kasilimlari en guiclt sekil-
de engelledigi tespit edilmistir (p<0.05). Calisma-
mizda atropinin konsantrasyonuna bagli olarak
kasilimlari sirktler kasta en yuksek %35.36+4.2,
longitudinal kasta ise %37.91+6.4 oraninda disr-
digu tespit edilmistir. Atropine ait bulgularimizi
destekleyen pek cok calisma mevcuttur. Ornegin
Wust ve ark. ® EFS uyarimi ile meydana gelen
kasthimlarin atropin varliginda, domuzda %18,
kobay’da %44, farede ise %70 oraninda dus-
tigunu tespit etmislerdir. Levin ve ark. % tavsan

idrar kesesinde atropin varhginda uygulanan elek-
triksel uyarilarin kasilimlari %45-50 oranlarinda
azaldigini bildirmektedir. Yine Levin ve Wein %
tavsan ve kopek idrar keselerinde yaptiklari calis-
mada atropinin oxybutyninden 30-50 kat daha
guclt bir antimuskarinik etki ettigini tespit etmis-
lerdir.

Sonug olarak calismada her ¢ ilacin artan kon-
santrasyonlarina bagl olarak elektriksel uyarim ile
meydana gelen kasilimlari engelledikleri gortl-
mustir. Kasilimlarin engellenme oranlarina gore
siralamasi atropin>tolterodin>oxybutynin olarak
tespit edilmistir. Cevaplardaki bu farkligin kasihimi
olusturan M3 tipi muskarinik reseptorlerin sirkdler
ve longitudinal kaslardaki yogunlugunun farkli ol-
masindan veya ilaclarin farkl etki mekanizma-
larina sahip olmasindan kaynaklanmis olabilebile-
cegi duslinilmektedir. Bu durum ancak tavsan
idrar kesesindeki sirkuler ve longitudinal kaslar
uzerindeki muskarinik reseptor tiplerinin detayh
olarak tespiti ile ortaya cikacaktir.
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