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OZET

Wnt/p-katenin Sinyal Yolag: inhibitorii Niklozamid’in Diyabetik Erektil

Disfonksiyonda Koruyucu Etkisinin Arastirilmasi

Diyabete bagli erektil disfonksiyon (ED) diyabetik erkeklerde yaygin goriilen bir
komplikasyondur. Diyabetik ED patogenezinde heniiz mekanizmalar1 tam olarak
aydinlatilamamis  vaskiiler ve norolojik siiregler yer alir. Diyabetin  diger
komplikasyonlarinda iliskisi gosterilen Wnt/pB-katenin sinyal yolaginin diyabetik ED’de
rolii heniiz tanimlanamamistir. Bu ¢alismada amacimiz  bir  Wnt/B-katenin sinyal
yolaginin  diyabetik ED’de roliinii ve bu yolagmn inhibitérii olan Niklozamid’in (NZ)

diyabetik si¢anlarda erektil fonksiyon iizerine etkisini aragtirmaktir.

Erkek Sprague-Dawley siganlara (8-10 haftalik) tek doz streptozosin (75 mg/kg)
intraperitoneal (i.p) uygulanarak tip 1 diyabet modeli olusturuldu. 8 hafta sonra, diyabetik
ve nondiyabetik siganlara 4 hafta tagiyici, NZ (10 mg/kg), NZ (25 mg/kg) veya XAV939
(Wnt sinyali inhibitorii, 1 mg/kg) ip olarak uygulandi. 12. haftada kaverndz sinir
elektriksel stimiilasyonu ile intrakavernozal basing (IKB) dl¢iimii yapildi, maksimum
IKB/Ortalama Arteriyel Kan Basinci (miKB/OAB) ve total IKB/OAB oranlar1 hesaplandi.
Western blot yontemi ile penis ve major pelvik gangiyonda (MPG) aktif B-katenin,
fosforile GSK3p ve DKK1, peniste fibronektin ve MPG’de prokaspaz-3 ekspresyonlari
degerlendirildi.

Diyabetik+Tastyic1 grubunda miIKB/OAB ve total IKB/OAB oranlar1 anlamli
azaldi. NZ (10 mg/kg) tedavisi ise diyabete bagli diisiisii azaltti. Diyabetik+Tastyic1 grubu
Nondiyabetik+Tastyict grubu ile karsilastirildiginda peniste aktif p-katenin ve fosforile
GSK3pB ekspresyonlar1 azalirken, MPG’de degisiklik gozlenmedi. NZ ve XAV939
tedavileri ekspresyon diizeyinde degisiklige neden olmadi. Diyabetik+Tastyict grubunda
penil dokuda fibronektin ekspresyonu artti, NZ (10 mg/kg) tedavisi bu artis1 azaltti.

MPG’de prokaspaz-3 ekspresyonlar1 gruplar arasi fark gostermedi.

Calismamizin sonuglarina gore; diyabette sigan penis dokusunda Wnt/B-katenin
sinyal yolagi inhibe olmaktadir ve 10 mg/kg dozda NZ, bu yolaktan bagimsiz antifibrotik
etkisiyle diyabetik sicanlarda erektil fonksiyonu iyilestirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Erektil disfonksiyon, Intrakavernozal basing, Majér pelvik ganliyon,

Niklozamid, Wnt/B-katenin sinyal yolagi
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ABSTRACT

The Investigation of the Protective Effect of Wnt/p-catenin Signal Pathway Inhibitor

Niclosamide on Diabetic Erectile Dysfunction

Diabetes-induced erectile dysfunction (ED) is a common complication in diabetic
men. The pathogenesis of diabetic ED involves vascular and neurological factors and their
mechanisms have not yet completely elucidated. Wnt/B-catenin signaling pathway has
been implicated in some complications of diabetes, but the role of the Wnt/B-catenin
signaling pathway in diabetic ED has not yet been identified. The aim of this study was to
investigate the role of Wnt/B-catenin signaling pathway in diabetic ED and the effect of
niclosamide (NZ), an inhibitor of this pathway, on erectile function in diabetic rats.

Type 1 diabetes was induced in male Sprague-Dawley rats (8-10 weeks old) by
streptozotocin (75 mg/kg, intraperitoneally). After 8 weeks, diabetic and nondiabetic rats
were treated with NZ (10 mg/kg), NZ (25 mg/kg), XAV939 (Wnt signaling inhibitor,1
mg/kg) or vehicle for 4 weeks. All drugs were administered intraperitoneally. At week 12,
intracavernous pressure (ICP) was measued, maximum ICP/mean arterial blood pressure
(mICP/MAP) and total ICP/MAP ratios were calculated. Expression levels of active B-
catenin, p-GSK3p, DKK1, fibronectin and procaspase-3 in penis and/or major pelvic
ganglia (MPG) were evaluated by western blot.

A siginificant reduction was observed in mICP/MAP and total ICP/MAP values in
vehicle-treated dibatic rats, which was prevented by the treatment with NZ (10 mg/kg). In
vehicle treated diabetic rats, active f-catenin and p-GSK3p expressions were decreased in
the penis, while no change was observed in MPG. NZ or XAV939 did not cause any
change in expression level. Fibronectin expression was increased in diabetic rat penis,
which was decreased by the treatment with NZ (10 mg/kg). Procaspase-3 expressions in

MPG did not differ among groups.

To our results, Wnt /p-catenin signaling pathway was inhibited in diabetic rat penis
and treatment with NZ at 10 mg/kg improves erectile function in diabetic rats possibly by

its antifibrotic effect through Wnt/p-catenin-independent pathways.

Keywords: Erectile dysfunction, Intracavernous pressure, Major pelvic ganglion,

Niclosamide, Wnt/B-catenin signaling pathway
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1. GIRIS ve AMAC

Diabetes Mellitus (diyabet), giiniimiizde en yaygin kronik metabolik hastaliklardan
biridir. Diinya genelinde diyabet prevalans: giderek artmaktadir. Baslica tip 1 ve tip 2
diyabet olarak siniflandirilan olgularin biiyiikk bir ¢ogunlugunu (%90-95) tip 2 diyabet
olusturmaktadir (1). Hastanin yasam kalitesini olumsuz etkileyen, morbidite ve mortalite
riskini artiran ve saglik harcamalarinda ciddi artisa yol acan diyabetik mikro ve
makrovaskiiler komplikasyonlar nedeniyle diyabet 6nemli bir halk sagligi problemi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (2). Diyabetik erkeklerde erektil disfonksiyon (ED) oldukga sik
goriilen ve yasam kalitesini olumsuz etkileyen onemli komplikasyonlardan biridir (3).
Diyabetik ED patogenezinde, otonomik noropati ve vaskiiler endotelyal hasara bagh
olarak gelisen nitrik oksit (NO) etkinligindeki azalmanin ve kavern6z dokudaki fibrotik
stireglerin 6nemli rol oynadig1 bilinmekle beraber bu siireglerin mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamistir ve etkili tedavi kisithdir (3,4). Wnt/B-katenin sinyal yolagi,
embriyonik gelisim ve yetiskin doku homeostazisinde hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasinin regiilasyonunda 6nemli rol oynar. Son yillarda yapilan ¢aligmalar bazi
kanser tiirlerinde bu yolak aktivitesinin arttigin1 gostermekte ve yolagi inhibe eden
birtakim maddeler anikanser aktivite i¢in taranmaktadir (5). Wnt/B-katenin sinyal yolagi
aktivitesindeki anomaliliklerin diyabetik retinopati, nefropati, kardiyomiyopati ve
osteopeni gibi komplikasyonlarin gelisimine aracilik ettigini gosteren deneysel caligmalar
bulunmaktadir. Ancak, diyabetik ED ile Wnt/B-katenin sinyal yolagi arasindaki iliski

heniiz tanimlanamamustir (6-9).

Ilag kesfi oldukg¢a uzun ve yiiksek maliyetli bir siirectir. Bir ilacin piyasaya ¢ikmasi
ortalama 10-15 yil gerektirmektedir. Bu nedenle son yillarda ilag arastirma ve gelistirme
caligmalari, ilacta yeniden konumlandirma (drug repositioning) stratejisi iizerine
yogunlagmistir. Bu stratejik yaklagimda, klinikte kullanilan bir ila¢ baska yeni bir
endikasyon i¢in degerlendirilmektedir. Boylece, mevcut giivenlik verileri nedeniyle ilag
gelistime siireci onemli Ol¢iide kisalmakta ve maliyet diismektedir (10). Wnt/B-katenin
sinyal yolaginin bazi kanser tiirlerinde roliiniin aydinlatilmasi ve son yillarda ¢esitli non-
steroidal antiinflamatuvar ve antiparazit ilaglarin bu yolag inhibe ettiginin gosterilmesi, bu
ilaglarin  ilagta yeniden konumlandirma kapsaminda antikanser aktivitelerinin
arastirtlmasina yol agmistir. Antihelmintik ucuz bir ilag olan Niklozamid’in (NZ) in vitro

ve in vivo birgok ¢alismada Wnt/B-katenin yolagini inhibe ettigi gosterilmistir (11).



Yukarida verilen bilgiler 1s18inda bu tez c¢alismasinin amaci, si¢anlarda
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik ED modelinde klinikte kullanilan ucuz bir
ilag olan Wnt/B-katenin sinyal yolagi inhibitorii NZ’nin ve bu yolagin deneysel selektif
inhibitoric.  XAV939’un etkisini fonksiyonel ve molekiiler olarak arastirmaktir. Bu
kapsamda a-) in vivo intrakavernozal basing (IKB) &lgiimii yontemi ile sicanlarmn erektil
fonksiyonunun degerlendirilmesi ve b-) western blot yontemi ile major pelvik gangliyon
(MPG) ve penis dokularinda Wnt/B-katenin sinyal yolaginda yer alan aktif B-katenin,
fosforile glikojen sentaz kinaz 3B (GSK3B) ve Dickkopf 1(DKK1) proteinlerinin
ekspresyonlar1 ile peniste fibroz protein fibronektin ve MPG’de apoptoz belirteci

prokaspaz-3 protein ekspresyonlarinin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Penil Ereksiyon Fizyolojisi

Penil ereksiyon santral ve periferik sinir sistemi ile penil diiz kas sisteminin
etkilesimi sonucu meydana gelen karmasik nérovaskiiler bir olaydir. Ereksiyona korporal
diiz kas1 olusturan Korpus kavernozum ile kavernoz arterler ve siniizoidleri gevreleyen
endotelyum aracilik eder (Sekil 1). Penil ereksiyonun baslamasi, idamesi ve son bulmasi
intrakaverndz kan akimu ile iligkilidir (12). Kavernoz arterler kani pudendal arterden
kaverndz dokuya tasirken, tunica albuginea tabakasi boyunca seyreden emisser venler ise
kan1 penisten uzaklagtiran vendz pleksusa katkida bulunur (12, 13). Penil diiz kaslar
kontrakte iken penis gevsek durumdadir. Cinsel uyari durumunda arterlerde ve
siniizoidlerdeki gevseme korpus kavernozumda kan akimimin ve basincin artmasina yol
acar. Kan ile dolan dilate sintizoidler ile rijit tunika albuginea tabakasi arasinda mekanik
kompresyona ugrayan emisser venlerde akim yavaslar, kan siniizoidlerde hapsolur ve
bdylece penis erekte hale gelir, iskiokaverndz kasinin kasilmasi ile rijit ereksiyon meydana
gelir (Sekil 2) (14).

Siiperfisyal dorsal ven

Korpus kavernozum é

Derin dorsal ven

Septum

Dortus tunika

Tunika albuginea

L Buck fasyasi

Kavernoz arterler

Uretra

Siniizoidler

Korpus spongiosum

Sekil 1. insan penisinin enine kesitinde anatomik yapilarin yerlesimi (Suh’tan, 15)
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Sekil 2. Ereksiyona aracilik eden yapilarin (a) gevsek ve (b) erekte penisteki durumlart
(Keegan’dan, 16)

Korporal tonus ve buna bagl erektil fonksiyon ndronal (santral ve periferik) ve
diiz kas diizeyinde ¢ok sayida mekanizmalar ve sinyal ileti molekiilleri tarafindan
diizenlenmektedir. Ereksiyonu diizenleyen santral mekanizmalar son derece karmagiktir ve
tam olarak aydinlatilamamustir (17). Medial preoptik alan ve paraventrikiiler niikleustaki
hipotalamik noéronlarin  gorsel, isitsel, kokusal ve diisiinsel cinsel uyarilarin
koordinasyonunda gorev aldigi diisiiniilmektedir. Bu néronlarin dopamin ve oksitosinle
uyarilmas: ereksiyonla sonuglanmaktadir. Paraventrikiiler oksitosinerjik noronlar ve NO
arasindaki etkilesim ereksiyonun santral regiilasyonunda ana mekanizmay1 olusturur (14,
18). Dopamin santral diizeyde etki gosteren diger 6nemli proerektil nérotransmiterdir. G-
proteini ile kenetli bes farkli reseptorii bulunan dopamin, davramigsal etkilerinin pek
¢ogunu D2 reseptorleri aracigiyla gergeklestirir. Apomorfin, levodopa ve bromokriptin gibi
dopaminerjik ajanlar ile tedavi edilen hastalarda artmis libido ve ereksiyonlarin
raporlanmast dopaminerjik asirimin cinsel fonksiyondaki onemini gostermektedir (19).
Diger 6nemli santral eksitatdr mekanizma melanokortin sistemidir. On beyin ve spinal
korddaki melanokortin reseptorlerinin uyarilmasi ile siganlarda ve insanlarda ereksiyonun
indiiklendigi gozlenmistir (20, 21). Opioid peptidler, y-aminobiitirik asit (GABA) ve
serotonin ise inhibitor santral mekanizmalara aracilik etmektedir (22). Erektil fonksiyonun
periferal kontroliinde penisteki vaskiiler siirecleri etkileyen néronal ve lokal faktorler gérev
alir (22). Penis hem otonomik (sempatik ve parasempatik) hem de somatik inervasyona
sahiptir. Penisin boliimleri temel olarak spinal kordun sakral segmentinden (S2-S4)

baslayan ve primer duyusal ve motor lifler igeren pudendal sinirler ile pelvik pleksustan



cikan sempatik, parasempatik ve nonadrenerjik nonkolinerjik (NANC) lifleri igeren
kavernoz sinirler ile inerve edilir (Sekil 3) (17, 23).

Cinsel uyar1: BEYIN
girsel, isitsel, > Hipotalamus
kokusal, diisiinsel Medulla oblongata
Spinal
kord
1. Hipogastrik sinirler
2. Sempatik ganglivon zinciri T4-L2
3. Pelvik sinirler
4. Pudendal sinirler o
5. Kaverndz sinirler

o

Pelvik
pleksus

& .

(erektil doku)

Sekil 3. Insan penisinin néronal kontrolii (Argiolas’tan, 23)

Adrenerjik, kolinerjik, NANC sinir uglarindan saliverilen ndorotransmiterler
vaskiiler endotelyum ve korporal diiz kasi1 etkileyerek penil tonusu ve boylece ereksiyonu
modiile ederler. Sempatik sinir ug¢larindan saliverilen noradrenalin (NA) aracili bazal
sempatik tonus ereksiyonu inhibe ederken, parasempatik ve NANC sinir uglarindan

saliverilen asetilkolin (ACh) ve NO ise ereksiyonu stimiile eder (17).

Cinsel uyarmin olmadigi kosullarda NA aracili sempatik tonusun etkisiyle kavernoz
diiz kas kontrakte haldedir (24). NA, korporal ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde bulunan
Go/q proteini ile kenetli al adrenerjik reseptorlere baglanir ve Fosfolipaz C’yi aktive
ederek inozitol trifosfat ve diagilgliserol olusumuna neden olur. Inozitol trifosfat hiicre igi

depolardan kalsiyum (Ca®") salimma aracilik ederken, diagilgliserol protein kinaz C’yi
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aktive ederek hiicre ici serbest Ca* diizeyini artirir ve bdylece kontraksiyon meydana gelir
(17). Endotelin, (ET) korporal diiz kasta kontraksiyona yol agan Onemli peptid
mediyatordiir. ET-1, penil dokudaki kontraksiyonda ET-2 ve ET-3’ten daha potenttir.
Tromboksan A ve Prostaglandin F», gibi vaskiiler endotelyumdan saliverilen kontraktil
prostaglandinler penil tonusu artirirlar (17, 23). ET’lerin endotelin reseptorlerine
baglanmasi ile aktive olan Rho A-Rho kinaz sistemi kontraktil uyariya aracilik eder. Rho
kinaz diiz kas kontraksiyonunda rol oynayan bir serin (Ser)-treonin kinazdir. Rho Kinaz
aktivasyonu miyozin hafif zincir kinazi fosfatazi inhibe ederek miyozin hafif zincirlerinin
fosforile kalmasina neden olur ve bdylece kontraksiyondan sorumlu aktin-miyozin

kompleksini stabilize eder (25, 26).

Cinsel uyart ile parasempatik ve NANC sinir uglarindan saliverilen ACh ve NO en
onemli proerektil faktorlerdir. NO, ayrica arterlerin ve korporal siniizoidlerin endotelyum
tabakalarindan ACh araciligiyla da saliverilir. NO, NO sentaz (NOS) tarafindan katalize
edilen L-arjininin L-sitriline doniisim reaksiyonu sirasinda agiga cikar (17). Sinir
uglarindaki NO sentezinde noronal NOS (nNOS), penil vaskiiler ve siniizoidal endotelyum
tabakalarindaki NO sentezinde ise endotel NOS (eNOS) izoformlar1 gorev alir. NO,
kavernéz diiz kas hiicrelerinde ¢oziinebilir guanilat siklazi uyararak hiicre igi siklik
guanozin monofosfat (cCGMP) diizeyini artirir ve cGMP-bagimli protein kinaz G1’i (GK1)
aktive eder. GK1 hiicre i¢i Ca®" diizeyini regiile eden cesitli Ca®* ve potasyum (K*)
kanallarini, iyon pompalarim1 ve enzimleri fosforile ederek hiicre ici serbest Ca®*
diizeyinde azalmaya neden olur, diiz kasta gevseme ve boylece penil ereksiyon meydana
gelir. cGMP fosfodiesteraz (PDE) enzimleri tarafindan 5’-GMP’ye doniistiriiliir ve
etkinlikleri sonlandirilir. PDE tip 5 (PDE5) c¢GMP’nin hidrolizini katalizleyen penil
dokuda en yaygin bulunan izoformdur (23, 27, 28). Parasempatik sinir uglarindan
saliverilen ACh ise penil vaskiiler ve siniizoidal endotelyumdan NO salinimini uyararak ve
sempatik sinir uglarindan NA salinimini azaltarak gevsemeye yol agar (17). ACh diiz kas
endotel hiicrelerindeki muskarinik reseptdrleri uyararak hiicre i¢i Ca?* diizeyini artirir. Bu
durum eNOS aktivasyonuna ve bdylece NO olusumuna neden olur. NO, endotel
hiicrelerinden diiz kasa difiize olarak etkilerini baglatir ve gevseme olusturur (23). Ayrica
ACh disinda artan kan akimi nedeniyle olusan akim kuvveti (shear stress) de eNOS
aktivasyonuna yol agarak NO olusumuna aracilik eder. Hipotetik olarak nNOS ile
sentezlenen NO’nun ereksiyonun baslangicindan, akim kuvveti aracilifiyla eNOS ile

sentezlenen NO’nun ise ereksiyon boyunca penil rijiditenin idamesinden sorumlu oldugu
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diistiniilmektedir (29). Vazoaktif intestinal polipeptid, kalsitonin geni ile iligkili peptid gibi
parasemtaik sinir uglarindan saliverilen peptitler ve prostaglandin E; (PGE:) ve E; gibi
endotelyumdan saliverilen gevsetici prostaglandinler de proerektil faktorler arasindadir
(17, 23). Vazoaktif intestinal polipeptid ve gevsetici prostaglandinler kavernéz diiz kas
hiicrelerindeki stimiilator G proteini ile kenetli reseptorlerine baglanarak adenilat siklazi
aktive ederler, boylece hiicre i¢i siklik adenozin monofosfat (CAMP) diizeyi artar. cAMP,
protein kinaz A’y1 aktive ederek hiicre ici serbest Ca?* diizeyini azaltir ve ereksiyona yol

acar. CAMP, PDE tip 3 ve 4 enzimleri ile hidrolize ugrar (Sekil 4) (23).

Gevseme

Sekil 4. Kavernoz diiz kas tonusunu diizenleyen lokal mekanizmalar (Argiolas’tan,
23). AC, adenilat siklaz; ACh, asetilkolin, ATP, adenozin trifosfat; cAMP,
siklik adenozin monofosfat; C-PGs, kasici prostaglandinler, DAG,
diagilgliserol; ET, endotelin; etR, endotelin reseptorleri; GK1, cGMP-
bagimli protein kinaz G1; Gs, stimiilatér G proteini; GTP, guanozin
trifosfat; IPs, inozitol trifosfat; L-Arg, L-arjinin; M, muskarinik reseptorleri,
MLC, miyozin hafif zincirleri; MLCK, miyozin hafif zincir kinaz; MLCP,
miyozin hafif zincir fosfataz; NE=NA, noradrenalin; NO, nitrik oksit; NOS,
nitrik oksit sentaz; PD3,4=PDE3,4, fosfodiesteraz tip 3 ve 4, PD5=PDES5,
fosfodiesteraz tip 5; PKA, protein kinaz A; PKC, protein kinaz C; PLC,
fosfolipaz C; PMLC, fosforile MLC; Rho-K, Rho kinaz; R-PGs, gevesetici
prostaglandinler; sGC, ¢o6ziinebilinir guanilat siklaz; VIP, vazoaktif
intestinal peptid; vipR, VIP reseptorleri; a1R, adrenerjik alfa-1 reseptorleri.



Erektil fonksiyonun diizenlenmesinde santral ve periferik diizeyde rol oynayan bu

mekanizmalardaki bozukluklar ED’ye yol agmaktadir.
2.2. Diyabetik ED

Tatmin edici cinsel iligski i¢in yeterli ereksiyonu baslatma ve/veya siirdiirmede
kalic1 yetersizlik olarak tanimlanan (ED), erkeklerde en sik goriilen cinsel fonksiyon
bozukluklarindan biridir (30, 31). Giiniimiizde diinya genelinde yaklasik 152 milyon
erkekte ED goriildiigli ve bu saymin 2025 yilina kadar 322 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir (32). ED prevalans: yas ile birlikte artmaktadir. Prevalans 40 yas alti
erkeklerde %1-10, 40-49 yas aras1 erkelerde %2-9, 60-69 yas aras1 erkeklerde %20-40 ve
70 yas ve iizeri erkeklerde ise %50-100 arasinda degismektedir (33). Tiirkiye’de yapilan
bir ¢caligmada 40-70 yas arasi erkeklerde ED prevalansi %69.2 olarak saptanmistir (34). ED
patofizyolojisinde psikolojik, endokrin, vaskiier ve norolojik faktorler yer alir. ED
etiyolojisine gore psikojenik, organik (ndrojenik, hormonal, arteriyel, kavernozal faktorler
ve ilag¢ kullanim1) ve karma (psikojenik ver organik) tip olarak ayrilir ve olgularin yaklasik

%801 organik kokenlidir (33, 35).

Diyabet, insiilin sekresyonunda ve/veya insiilin etkisindeki bozukluk nedeniyle
gelisen kronik hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Baslica ii¢ tip diyabet
bulunmaktadir: Tip 1 diyabet, immiin ve idiyopatik nedenlere bagli olarak gelisen mutlak
insiilin yetmezIligi ile iligkilidir ve tedavisinde insiilin replasman tedavisi gereklidir. Tip 2
diyabet ise kismi insiilin yetmezligi ile birlikte insiilin direnci ile karekterizedir. Tip 2
diyabet tedavisinde temel olarak oral antidiyabetik ilaglar kullanilir ancak bazi durumlarda
instilin tedavisi de gerekli olabilir (36, 37). Uluslararas1 Diyabet Fedarasyonu’nun (IDF)
verilerine gore, 2019 yilinda 20-79 yas arasi popiilasyonda diyabet hastasi sayist 463
milyon iken, bu saymim 2045 yilinda 700 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (38).
Olgularin yaklagik %90’m1 tip 2 diyabet olusturmaktadir. 2019 yilinda 20-79 yas
araliginda gergeklesen dort milyon 6liim diyabetle iliskilidir ve diyabet diinyada ilk on
6liim nedeni arasinda yer almaktadir (36, 38). IDF verilerine gore Tiirkiye, 2019 yilinda 6
milyon 600 bin diyabet hastasi ile Avrupa bolgesinde Rusya ve Almanya’nin ardindan
tiglincii siradadir ve 2045 yilinda ise bu saymin 10.4 milyona ulasacagi ve Tiirkiye nin
diyabet hasta sayisi agisindan diinyada onuncu sirada yer alacagi ongoriilmektedir (38).

Yetersiz glisemik kontrol ile seyreden diyabet, 6nemli morbidite ve moratilite nedeni olan



mikrovaskiiler (noropati, nefropati ve retinopati) ve makrovaskiiler (kardiyovaskiiler

hastaliklar, inme ve periferik arter hastaligi) komplikasyonlara neden olmaktadir (39).

Noronal, endokrin ve vaskiiler degisiklere neden olan diyabet, ED igin 6nemli bir
risk faktoriidiir. ED, diyabetik erkeklerde yasam kalitesini olumsuz etkileyen yaygin bir
komplikasyondur (40). Diyabetik erkeklerde ED prevalanst %35-75 arasinda
degismektedir ve diyabetik erkeklerde ED geligsme riski, diyabet olmayanlara gore 2-3 kat
daha fazladir. Diyabetik erkeklerde ED normal popiilasyona goére 10-15 yil daha erken
ortaya ¢ikmaktadir (41).

2.2.1. Patofizyoloji

Diyabetik ED patofizyolojisi norojenik, endokrin ve vaskiiler mekanizmalari igeren
oldukga karmasik siiregleri kapsamaktadir (Sekil 5) (42).

Ndropati

Kaverndz diiz kasta yapisal

Endotel disfonksiyonu degisiklikler

P

Hipogonadizm Psikolojik faktorler

Eslik eden
hastahklar

Sekil 5. Diyabetik ED patofizyolojisi

2.2.1.1. Psikolojik Faktorler

Stres, depresyon, performans anksiyetesi ve obsesif-kompulsif bozukluk ED
gelisimine yol agan psikolojik faktorlerdir (41). Diyabet hastalarinda depresyon riski

normal popiilasyona gore 2 kat daha fazladir. ED kisinin 6z saygisini ve sosyal iligkilerini
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olumsuz yonde etkilediginden, mevcut depresif semptomlarin daha da kotiilesmesine
neden olabilmektedir (42). Depresyon, stres ve anksiyete durumlarindaki asir1 sempatik

desarj ereksiyonu inhibe ederek ED gelisimine aracilik etmektedir (43).
2.2.1.2. Eslik Eden Hastaliklar

Hiperlipidemi, hipertansiyon ve obezite ED i¢in 6dnemli risk faktorleridir ve yaygin
olarak diyabete eslik etmektedirler (42). Ayrica spinal kord hasari, multiple skleroz,
prostatektomi basta olmak tizere bazi cerrahi girisimler ve pelvik radyoterapi gibi sinir

sistemini etkileyen durumlar da ED’ye neden olabilmektedir (41).

ED olgularinin yaklasik %25°i ilag kaynaklidir (44). Diyabetik hastalarda eslik
eden Kkardiyovaskiiler ve psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan antihipertansif ve
psikotropik ilaglar, ED’ye neden olan ilag gruplarinin basinda gelmektedirler. Selektif
serotonin geri alim inhibitorleri, venlafaksin, benzodiyazepinler, risperidon, olanzapin gibi
santral sinir sistemi ilaglart ile tiyazid ditiretikler ve beta blokorler gibi antihipertansif

ilaglar erektil fonksiyonu olumsuz etkilemektedir (33, 42).
2.2.1.3. Hipogonadizm

Testosteron basta olmak tizere andojenler, cinsel istek ve noktiirnal ereksiyon
olusumunda 6nemlidir (33). Androjenlerin ereksiyon fizyolojisinde yer alan NOS ve PDE5
enzimlerinin ekspresyon ve aktivitelerinin diizenlenmesinde rol oynadiklar1 gosterilmistir
(45). Cok sayida epidemiyolojik c¢alismada androjen eksikligi veya hipogonadizmin
osteoporoz, dislipidemi, diyabet, metabolik sendrom, depresyon ve cinsel islev

bozukluklari ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (35).

Hipogonadizm, metabolik sendrom ve tip 2 diyabette yaygindir. Diisiikk serum
testosteron diizeyinin glisemik kontrolii olumsuz etkiledigi ve ED’yi kétiilestirdigi
bildirilmistir (42). Tip 2 diyabetli erkeklerde total ve serbest serum testosteron diizeyleri
goreceli olarak diisiikk bulunmustur (41). Bu durumun nedeni tam olarak aydinlatilamamis
olsa da plazma seks hormonu baglayici globiilin diizeyindeki azalmanin ve viseral adipoz
dokuda artan aromataz aktivetesi ile testosteronunun Ostradiole doniisiimiindeki artisin

diyabette goriilen hipogonadizme aracilik ettigi diisiiniilmektedir (42).
2.2.1.4. Kavernoz Diiz Kasta Yapisal Degisiklikler

Penil dokuda diiz kas hiicre kayb1 ve fibrozis diyabetik ED patofizyolojisinde

onemlidir. Diyabette vaskiiler ve noronal hasar sonucu korpus kavernozumun nitrerjik
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gevseme yanitindaki azalma ile kan akimi yavaglar ve kronik kavernozal hipoksi gelisir
(46). Hipoksi ile aktive olan transforme edici biiyiime faktorii -1 (TGF-B1)/Smad yolagi
kolajen, fibronektin gibi fibréz proteinler i¢eren ekstraseliiler matriks birikimine, PGE; ve
cAMP diizeylerinde azalmaya neden olur ve sonug olarak fibrozis gelisir (47, 48). Diiz kas
hiicre sayisinda azalma, Kolajen iceriginde artma, bazal laminada kalinlasma ve endotel
hiicre sayisinda azalma diyabete bagli olarak gelisen ve ED’ye aracilik eden 6nemli yapisal

degisikliklerdir (43).
2.2.1.5. Endotel Disfonksiyonu

Diyabetik hastalarda ve deneysel diyabetik hayvan modellerinde kavern6z dokunun
ACh ve NO gevseme yanitinda azalma meydana gelmektedir (49, 50). NO etkinligindeki
bu azalma eNOS ekspresyon ve aktivitesindeki degisiklikler, artan NO yikimi, NOS
kenetsizlenmesi, endojen NOS inhibitorii asimetrik dimetilarjinin diizeyindeki artis gibi

mekanizmalarla iliskilendirilmektedir (49).

Hiperglisemi nedeniyle artan oksidatif stres, diyabette endotel disfonksiyonuna
aracilik eden pek ¢ok mekanizmayi aktive eder (49). Siiperoksit anyonu (O2), NO ile
reaksiyona girer ve peroksinitrit radikalinin olusumuna neden olur. Peroksinitrit, siiperoksit
anyonunu temizleyen siiperoksit dismutaz enzimini inhibe ederek oksidatif strese katkida
bulunur (50). Artan oksidatif stres, endotelde apoptotik mekanizmalar1 aktive ederek
endotel hiicresi kaybina neden olur ve NO iiretimi azalir (51). NO etkinligindeki azalma
platelet ve 16kositlerin endotel hiicrelerine adezyonuna ve tromboksan Az, 16kotrienler gibi
kontraktil mediyatorlerin saliverilmesine neden olur. Ayrica Oy, Ca?" mobilizasyonunu
etkileyerek dogrudan kontraksiyon olusturur. Oksidatif strese bagli kavernéz doku ve
arterlerdeki kontraksiyon, ED’ye aracilik etmektedir (Sekil 6) (50). Vitamin E, sodyum
selenit, melatonin, askorbik asit ve a-lipoik asit gibi antioksidanlarin deneysel tip 1 ve tip 2
diyabetik hayvan modellerinde, korpus kavernozumdaki endotel disfonksiyonuna karsi

etkili oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (49).
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Sekil 6.  Diyabetik ED patofizyolojisinde oksidatif stres (Agarwal’dan, 50). ED, erektil
disfonksiyon; NO, nitrik oksit; SOD, siiperoksit dismutaz.

Hiperglisemi ile aktive olan ve oksidatif strese aracilik eden diyabete 6zgii
yolaklardan biri poliol yolagidir (Sekil 7) (52). Aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz
enzimleri poliol yolagi ile glukozun metabolizmasinda rol oynar. Aldoz rediiktaz
nikotinamid adenin diniikleotit fosfati (NADPH) kullanarak glukozu sorbitole indirger,
sorbital dehidrogenaz ise nikotinamid adenin diniikleotid kullanarak sorbitolii fruktoza
okside eder. Hiperglisemi durumunda daha fazla glukoz poliol yolag: ile sorbitole
indirgenir ve bu durum NADPH diizeyinde azalmaya neden olur. NADPH diizeyindeki
azalma, endojen antioksidan sistemin énemli pargasi olan hiicresel indirgenmis glutatyon
seviyesini azaltir ve bdylece oksidatif strese katkida bulunur (52, 53). Ayrica NADPH,
NOS’un ko-faktorii oldugundan poliol yolag: asirt aktivitesi, NO iiretiminde azalmaya da
neden olmaktadir (53).

Diyabette endotel disfonksiyonuna aracilik eden mekanizmalardan biri de ileri

glikozilasyon son iiriinleri (AGE) olusumudur (Sekil 7). AGE proteinler, lipitler ve niikleik
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asitlerin enzimatik olmayan glikasyonu sonucu olusurlar (54). Diyabet durumunda
olusumu ve dokularda birikimi artan AGE’nin, diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinin
mekanizmasinda rol aldigi1 gosterilmistir (55). AGE, transmembranal reseptorlerine
(RAGE) baglanarak niikleer faktor kB, mitojen ile aktive edilen protein kinaz ve NADPH
oksidaz gibi oksidatif ve inflamatuvar siireclere aracilik eden mekanizmalar1 aktive eder.
AGE-RAGE etkilesimi sonucu artan oksidatif stres katalaz ve siiperoksit dismutaz
etkinliginde azalma, glutatyon depolarinin tilkenmesi ve protein kinaz C aktivasyonu ile
iliskilidir. AGE-RAGE sinyal yolag: ile aktive olan protein kinaz C ve p38 mitojen ile
aktive edilen protein kinaz eNOS’u fosforile eder, eNOS aktivitesi ve sonugta NO tiretimi
azalir. Ayrica AGE, endotel hiicrelerinde ET-1 ekspresyonunu artirarak diiz kasta
kontraksiyona neden olur (56, 57) .

Diyabet

NADPH | GSHY{ N

1‘ Glukoz Aldoz rediiktaz Sorbitol — Fruktoz

Poliol yolag

v

Oksidatif stres
NADPH 0k51daz1/ i
é GsH| sop{ EF
w —> PKC, p38 MAPK —>| eNOS aktivitesinde azalma

Sekil 7. Diyabetik ED patofizyolojisinde AGE ve poliol yolaklari. AGE, ileri
glikozilasyon son iiriinleri; GSH, indirgenmis glutatyon; NADH, indirgenmis
nikotinamid adenin diniikleotid; NADPH, nikotinamid adenin dintikleotit
fosfat; PKC, protein kinaz C, p38 MAPK, p38 mitojenle aktive edilen protein
kinaz; SOD, siiperoksit dismutaz.

Diyabette endotel disfonksiyonu olusuma aracilik eden mekanizmalardan bir digeri
hiperglisemi ile aktivitesi artan heksozamin yolagidir. Normoglisemik kosullarda

hiicrelerde glukozun biiyiik bir kismi glikolize ugrarken, glukozun  %1-3°i ise
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heksozamin yolagi ile metabolize edilir (58). Bu yolakta fruktoz-6-fosfat,
glutamin:fruktoz-6-fosfat aminotransferaz ile glukozamin-6-fosfata doniistiiriiliir ve daha
sonra iridin difosfat N-asetilglukozamin (UDP-GIcNAc) olusur. UDP-GIcNAc, O-
GIcNAc transferaz ile cesitli efektor proteinlerin spesifik Ser ve treonin noktalarina
eklenir. O-GlcNAc modifikasyonu, proteinlerin aktivitelerini degistirerek pek ¢ok hiicresel
olay1 etkiler. Hiperglisemi durumunda glutamin:fruktoz-6-fosfat aminotransferaz aktivitesi
artar ve daha fazla glukoz heksozamin yolagi ile metabolize edilir (59). O-GIcNAc
modifikasyonu eNOS aktivitesini de regiile eder. Diyabetik hasta ve diyabetik
hayvanlardan izole edilen g¢esitli vaskiiler yapilarin endotel hiicrelerinde O-GICNAC
modifikasyonuna ugrayan eNOS'un aktivitesinde azalma tespit edilmistir (60, 61). Penil
dokuda eNOS’un 1177. pozisyonundaki Ser rezidiisiinden fosforilasyonu aktiviteyi
artirirken, 495. pozisyonundaki treonin rezidiisinden fosforilasyonu ise aktiviteyi
azaltmaktadir. Diyabetik sigan penisinde eNOS'un 1177. pozisyonundaki Ser
rezidisiinden O-GIcNAc modifikasyonuna ugradigt ve boylece bu konumdan

fosforilasyonunun 6nlenmesi sonucu aktivitesinin azaldig1 saptanmistir (Sekil 8) (49).

A Glukoz — Glukoz-6-fosfat—> Fruktoz-6-fosfat —— Glikoliz yolagt
| GFAT
Glukozamin-6-fosfat

l

UDP-GlcNAc
l GlcNAc

Helksozamin yolag

OGT
eNOS ——— eNOS

o < NO iiretiminde azalma

Sekil 8.  Diyabetik ED patofizyolojisinde heksozamin yolagi. ED, erektil disfonksiyon;
eNOS, endotelyal nitrik oksit sentaz; GFAT, glutamin:fruktoz-6-fosfat
aminotransferaz; GIcNAc, N-asetilglukozamin; OGT, O-GIcNAc transferaz;
UDP- GIcNAC, tiridin difosfat N-asetilglukozamin.
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Tetrahidrobiopteridin (BHs), eNOS tarafindan NO iiretimi i¢in gerekli dnemli bir
kofaktordiir. BH4, eNOS'un dimerik aktif formunu stabilize eder. Bir alt iinitenin rediiktaz
kismindan diger alt iinitenin oksijenaz kismina elektron akisini kolaylastirir, L-arjinine
afinitesini artirir ve enzimin hem prostetik grubunun aktif redoks formunda kalmasini
saglar. Hiperglisemi durumunda endotel hiicrelerinde eNOS'un BH4 baglayan bolgesi
harabiyete ugrar ve ayrica oksidatif stres nedeniyle BH4, 7,8-dihidrobiopterin’e (BH2)
okside olur. Bu durum aktif dimerik form olusumunu azaltir. Momoner durumda aktive
olan eNOS, NO’dan ¢ok Oz firetir ve peroksinitrit olusumuna aracilik eder. eNOS
kenetsizlenmesi ile olusan nitrozatif ve oksidatif stres endotel fonksiyonunu bozar (Sekil 9)
(49, 62).

Fizyolojik durumlar Diyabet
eNOS kenetsizlenmesi
B Oksidatif stres
= VBH, BH,
eNOS eNOS

Lo Vo
: *

Peroksinitrit

Vaskiiler korunma Oksidatif stres ™= e

Sekil 9. Diyabetik ED patofizyolojisinde eNOS  kenetsizlenmesi. BHg,
tetrahidrobiopteridin; BH>, 7,8-dihidrobiopterin; ED, erektil disfonksiyon;
eNOS, endotelyal nitrik oksit sentaz; NO, nitrik oksit.

Diyabette yukardaki mekanizmalarla meydana gelen endotel disfonksiyonu, penil

vaskiiler ve kavernozal diiz kas tonusu regiilasyonunda kontraktil ve relaksan faktorler
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arasinda dengenin bozulmasina ve gorece antierektil mekanizmalarin etkinliklerinin

artmasina neden olarak ED gelisime aracilik etmektedir.
2.2.1.6. Noropati

Diyabete bagli olarak gelisen noropati, nitrerjik sinirlerde dejenerasyona neden
olarak nNOS aktivitesinde ve buna bagli olarak korpus kavernozum nitrerjik gevseme
yanitinda azalmaya yol agmaktadir (43). Cok sayida deneysel c¢aligmada, diyabetik
siganlardan izole edilen korpus kavernozum diiz kasinin elektriksel alan stimiilasyonu ile
indiiklenen nitrerjik gevseme yanitinda azalma gozlenmistir (63, 64). Poliol yolagi,
heksozamin yolagi, AGE olusumu, protein kinaz C aktivitesindeki artig, oksidatif stres gibi
mekanizmalar diyabetik ndropati olusumunda rol oynamaktadir (65). Ayrica periferik
sinirlere kan destegi saglayan vasa nervorum adi verilen kiiciik ¢capl arterlerde meydana
gelen diyabetik mikroanjiyopati, sinir perfiizyonunun azalmasina ve endondral hipoksi
gelisimine aracilik eder. Hipoksi membran iletkenligi, aksiyon potansiyeli olusumu, sinir
iletimi ve aksonal tasinmada bozulmalara neden olarak néronal disfonksiyona katki saglar
(66).

Diyabetik siganlarda penis ve gastrik piloru inerve eden nitrerjik noéronlarda
yiiriitiilen ¢alismalarda néronlardaki dejenerasyonun iki fazda gergeklestigi gosterilmistir.
Birinci fazla nNOS igeriginin sinir gévdelerinde degil aksonlarda azaldig: tespit edilmistir
ve bu fazdaki degisiklikler insiilin ile tedavi edilebilmistir. Ikinci fazda ise néronlarin
apoptoza ugradig: ve bdylece nNOS igeriginin tamamen kayboldugu gosterilmistir. Ikinci
fazda insiilin tedavisi etkili olamamis, hayvanlar insiilin tedavisi ile dglisemik duruma
getirildiklerinde bile nitrerjik fonksiyon kaybi1 devam etmistir (56). Cellek ve arkadaslar
ikinci fazda AGE olusumu ile indiiklenen kaspaz-3 bagimli apoptotik dejenerasyonun rol
oynadigimi gostermislerdir (67). Diyabetle indiiklenen oksidatif stresin néronal apoptoza
aracilik ettigi bilinmektedir (68). Kavernoz sinir hasari ile olusturulan otonomik ndropati

modellerinde MPG’de apoptoz ve kaspaz-3 ekspresyon artis1 gézlenmistir (69).
2.2.2. Diyabetik ED Tedavisi

ED farmakoterapisinde ¢ok onemli gelismeler kaydedilmesine ragmen, diyabetik
ED tedavisi multifaktdriyel etiyolojisi nedeniyle zor olabilmektedir (40). Oral ilaglar
tedavide ilk sirada tercih edilirler (35). Oral ilaglarin kullanilamadigi ve/veya etkisiz

oldugu durumlarda vakum ereksiyon cihazlar1 ve intrakavernozal vazoaktif madde
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enjeksiyonlarin1 kapsayan ikinci sira tedavi segenekleri degerlendirilir. Penil protez ve

penil revaskiilarizasyon cerrahisi ti¢ilincii sira tedavi segenekleridir (40).

Diyabetik ED tedavisinde ilk basamak, oral anti diyabetik ilaglar ve/veya insiilin ile
glisemik kontroliin saglanmasidir. Hipertansiyon ve dislipidemi gibi risk faktorlerinin
uygun tedavilerle giderilmesi gereklidir. Sigara kullanimi birakilmali ve alkol tiiketimi
sinirlandirilmalidir. Hastanin kullandig: ilaglar ED riski agisindan degerlendirilmeli ve

gerektiginde ilag degisikligine gidilmelidir (40, 41).

PDES inhibitorleri yiiksek etkililik oran1 ve uygun giivenlilik profili ile ED’nin oral
tedavisinde ilk sira ilaglardir (43). PDES inhibitorleri kimyasal yapi olarak ¢cGMP'ye
benzerler ve enzimin katalitik bolgesi igin cGMP ile yarisirlar. PDE5 inhibisyonu ile
yikilimi engellenen cGMP'nin etkinligi uzar. ¢cGMP, GKI1’1 aktive eder ve c¢esitli
proteinlerin fosforilasyonu sonucu intraseliiler Ca?* diizeyini azaltir ve Ca?" sinyalinde

duyarsizlagsmaya neden olur (Sekil 10) (70).

N

Fosfoproteinler

!

Ca’" desensitizasyonu
Ca’" diizeyinde azalma

!

Diiz kasta gevseme

PDES
inhibitérleri Ereksiyon

Sekil 10. Penil ereksiyonda cGMP'nin rolii ve PDES inhibitorleri (Francis’den, 71).
ATP, adenozin trifosfat; cGMP, siklik guanozin monofosfat; GC, guanilat
siklaz;, GK1, cGMP-bagimli protein kinaz G1; GMP, guanozin
monofosfat; GTP, guanozin trifosfat; NO, nitrik oksit; PDED5,
fosfodiesteraz tip 5.
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Avrupa Ilag Ajansi1 (EMA) ve Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis diinya genelinde yaygin bulunan PDES5 inhibitorleri; sildenafil, vardenafil,
tadalafil ve avanafildir. Udenafil, mirodenafil ve lodenafil gibi diger PDES inhibitorleri de
baz1 {ilkelerde kullanima sunulmustur (72). Sildanafil ilk kullanima giren PDE5
inhibitoridiir ve 2014 yili itibariyle ED ilaglarinin diinya capinda toplam gelirinin
%A47’sini olusturmaktadir (73). PDE inhibitorlerinin en yaygin yan etkileri bag agrisi,
flushing, rinit ve goérme bozukluklaridir (43). PDES5 inhibitorleri, PDE5 ve PDE6
izoformlarmin Kkatalitik bolgelerindeki benzerlikten dolayr PDE6 enzimine de afinite
gosterirler. PDE6 inhibisyonu bu ilaglara bagli gecici gérme bozukluklarinin
mekanizmasint olusturur (56). PDES inhibitorlerinin  efikasiteleri benzer ragmen,
farmakokinetik 6zellikleri ve enzim selektiviteleri arasinda farklar bulunur (72). Sildenafil
ve vardenafil gorece hizli absorpsiyonu nedeniyle bir saat i¢inde ereksiyon saglar ve etki
10-12 saat devam eder (43). Etkinin baslama siiresi ve toplam etki siiresi bakimindan
mirodenafil ve lodenafil, sildanafile benzer (72). Geciktirilmis absorpsiyon profili
nedeniyle udenafil ve tadalafil sirasiyla 12 ve 36 saata kadar etkiye olanak saglar (43, 72).
Yiiksek PDES selektivitesi olan avanafil ise 6 saatten uzun siire etki gosterir (72). PDE5
inhibitorleri nitrat ve a-adrenerjik reseptor blokorleri ile kullanildiginda siddetli
hipotansiyona neden olabilmektedir (41). Tadalafilin ilag etkilesime yol agma riskinin daha
az oldugu kabul edilir ve bu nedenle kronik hastalik durumunda diger PDES inhibitdrlerine

tercih edilir (71).

Cinsel uyar1 sonucu vaskiiler endotel tabakasi ve sinir uglarindan saliverilen
NO’nun guanilat siklazi aktive etmesi sonucu cGMP olusur. Bu nedenle PDES
inhibitorlerinin etkinlikleri NO’ya bagimlidir (40). Endotel disfonksiyonu ve néropati
sonucu diyabette NO ve dolayisiyla yeterli cGMP {iretiminin azalmasi nedeniyle diyabetik

ED’de PDES inhibitorlerinin etkinlikleri sinirhidir (70).

Yohimbin, apomorfin, trazodon, fentolamin ED tedavisinde kullanilan diger oral
ilaglar1 olusturur. Papaverin, minoksidil, nitrogliserin topikal uygulanir; ancak etkinlikleri
siurhdir (35, 41). Testosteron korpus kavernozumda NOS ekspresyonunu ve NO iiretimini
artirarak penil ereksiyona katki saglar. Testosteron replasman tedavisi sadece diisiik serum
tertosteron diizeyi ve/veya primer gonadal yetersizligi olan hastalar i¢in Onerilmektedir.

Replasman tedavisinin kilo artisi, akne, hipertansiyon, jinekomasti ve 6dem gibi yan
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etkileri vardir. Androjen tedavisine baglanmadan 6nce hastanin benign prostat hiperplazisi

ve prostat kanseri agisindan degerlendirilmesi gerekir (40).

intrakavernozal vazoaktif madde enjeksiyonlar1, PDES5 inhibitdrlerini kullanamayan
ve/veya bu inhibitorlerin etkisiz oldugu durumlarda tercih edilen ikinci sira ilaglardir (41,
43). Sentetik PGE;: analogu alprostadil, ED’nin intrakavernozal tedavisinde ilk onaylanan
ilagtir (35). Intrakavernozal yoldan kullamlan diger ilaglar fentolamin, papaverin ve
VIP’tir. Tedavisi zor olgularda papaverin-fentolamin ve papaverin-fentolamin-alprostadil
kombine tedavileri kullanilmaktadir (35, 40). Cinsel iliskiden 10-15 dakika once
enjeksiyon yapilir ve etki igin cinsel uyari gerekmez (41). Intrakavernozal ilag
uygulamanin 6nemli komplikasyonlar1 penil agri, uzamis ereksiyon, priapizm ve
fibrozistir (43). invazif bir yontem olmasi nedeniyle hastalarin uyung problemi olmaktadir.
Intraiiretral alprostadil, daha az invazif bir yontem olmasi ve komplikasyonlarmin gorece

daha az olmasi nedeniyle intrakavernozal enjeksiyonlarin alternatifidir (40, 70).

Vakum ereksiyon cihazi igi bos silindirik tiip ve elle ¢alisan veya akiilii bir pompa
sisteminden olusur. Tiip penisin tizerine yerlestirilir ve pompa aktiflestirildiginde olusan
negatif basing ile korporal yapi kan ile dolar (40). Ereksiyondan sonra penisin tabanina
yerlestirilen halka penis i¢ine dolan kan hapsedilir. Hastalarin %30’u yetersiz sertlik, penil

agr1 ve ejakiilasyonda basarisizlik nedeniyle kullanmayi terk etmektedir (43).

Penil protezler Peyronie hastaligi gibi ciddi organik kokenli ED hastalarda
kullanilabilir. Pahali bir yontem olmasi nedeniyle oncelikle diger tedavi segeneklernin
degerlendirilmesi onerilir (35). Penil protez implantasyonundan sonra enfeksiyon orani
%1.8-6.5 arasinda degismektedir (43). Bu komplikasyona ¢6ziim olarak onerilen rifampin
ve minosiklin kapl protez 2001 yilinda FDA tarafindan onaylamistir. Kavernozal arteriyel
kan destegini artirmak icin gergeklestirilen penis revaskiilarizasyon cerrahisi ise diyabetik

hastalar i¢in 6nerilmemektedir (35).

ED tedavisinde kullanilan ilaglarin etkinliklerinin smirli olmasi ve/veya yan
etkileri, daha etkin ve gilivenli ilaglarin gerekliligini ortaya koymaktadir. Doku
rejenerasyonu ve gen transferi gibi yeni yaklasimlar tedavi segenekleri olarak arastirilmaya
devam etmektedir (74).
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2.3. Wnt/g-katenin Sinyal Yolag:

Embriyonik gelisim ve yetiskin doku homeostazisi i¢in gerekli bircok temel
biyolojik siirece aracilik eden Wnt/B-katenin sinyal yolagi adim1 Wnt proteinlerinden alir.
Wnt geni ilk kez 1982 yilinda fare meme tiimoriinde yapilan ¢alismalarda protoonkogen
olarak kesfedilmis ve Int-1 geni adini almistir. Daha sonra bu genin Drosophila’daki
segment polaritesinde rol alan Wingless geni ile sekans ve fonksiyon benzerlikleri
saptanmis ve bu iki genin isminin kombinasyonu ile Wnt terimi tiiretilmistir (75, 76). Wnt
genleri ve bu genlerin iiriinleri olan Wnt proteinleri hayvanlar alemininde ¢ok sayida tiirde
goriilmektedir. Glinlimiizde insanda tanimlanmig 19 adet Wnt geni bulunmaktadir ve Wnt
proteinleri 12 alt aileye ayrilmaktadir (77). Yaklasik 350 aminoasit uzunlugunda ve 36-40
kDa agirligindaki Wnt proteinleri; hematopoietik hiicreler, epitel dokunun bazal hiicreleri,
beyin, karaciger, akciger gibi doku ve organlarda erigskin kok hiicreler tarafindan sentez
edilir. Fare Wnt3a proteini saflastirilan ve biyokimyasal olarak karakterize edilen ilk Wnt
proteinidir (78, 79). Glikoprotein yapisindaki Wnt proteinleri olduk¢a korunmus sisteince
zengin sinyal sekanslar1 igerir ve N-ucundaki bu korunmus sisteinlerin mutasyonu
durumunda Whnt aktivitesi ortadan kalkmaktadir (80). Sentezleri sirasinda endoplazmik
retikulumda yapilarina palmitoleik asit eklenir ve boylece Wnt proteinleri hidrofobik
yapiya kavusur. Endoplazmik retikulum transmembran proteini olan ve O-agil transferaz
bolgesi igeren Porcupine, Wnt proteinlerinin lipid modifikasyonunu katalize eder. Wnt
proteinlerinin lipit modifikasyounu aktiviteleri i¢in gereklidir (78, 80). Glikozillenmis ve
lipit eklenmis Wnt proteinleri Whntless proteini araciligiyla golgi cisimciginden plazma
membranina tagmir. Wnt proteinleri Wntless igeren endositik vezikiiller ile ekstraseliiler
matrikse saliverilir. Wntless, retromer kompleks tarafindan endozomdan alinir ve tekrar
kullanilmak iizere golgi cisimcigine taginir. Saliverilen olgun Wnt proteinleri ekstraseliiler
ortamda heparan siilfat proteoglikanlar1 ve lipoprotein partikiillerine baglanabilir veya

birbirleriyle multimer kompleksler olusturur (78).

Wnt proteinleri hiicre farklilagsmasi, proliferasyonu ve migrasyonu gibi temel
biyolojik siiregclerde rol oynayan olduk¢a korunmus glikoprotein yapili sinyal
molekiilleridir (77). Gilinlimiize kadar ti¢ farkli Wnt sinyal yolu tanimlanmistir: Wnt/B-
katenin sinyal yolu, hiicre polaritesinin saglanmasinda rol oynayan Wnt sinyal yolu ve
Wnt/Ca?* yolu. Bunlar igerisinde Wnt/B-katenin yolag1, biyolojik ve patolojik siireclerle

iliskisi en c¢ok arastirilan Wnt sinyal yolagidir ve kanonikal Wnt yolagi olarak
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adlandirilmaktadir (77, 80). Hiicre polaritesinin saglanmasinda rol oynayan Wnt sinyal
yolu ve Wnt/Ca?* yolu ise nonkanonikal yolaklar olarak tanimlanmustir. Wnt/B-katenin
sinyal yolagi; Frizzled (FZD) reseptorii, koreseptor olan diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptor iliskili proteinleri 5/6 (LRP-5/6) ve Wnt proteinlerini icermektedir. Nonkanonikal
yolaklarda Wnt proteinleri, FZD reseptorii ve diger alternatif reseptorler ile etkilesir (80,
81). Wnt proteinleri arasinda kanonikal ve nonkanonikal yolaklari tercihleri agisindan
farkliliklar oldugu gosterilmistir. Wntl, Wnt2, Wnt3a, Wnt7a, Wnt8b, Wnt10b daha ¢ok [3-
katenin bagimli kanonikal yolak ile iliskili iken; Wnt4, Wnt5a ve Wntl1 ise nonkanonikal
Whnt sinyal yolagi iizerinde etkilidir. Ayrica nonkanonikal Wnt yolaklarinin, B-katenin

bagimli kanonikal yolagi antagonize ettigi diistiniilmektedir (82, 83).

Yaklagik 500-700 aminoasit uzunlugunda ve 63-80 kDa agirhginda olan FDZ
reseptorleri, yedi transmembranal segmentli G proteini ile kenetli reseptor ailesinin bir
tiyesidir. FDZ geni, ilk kez 1996 yilinda Drosophila’nin epidermal hiicre polaritesi
aragtirmalar1 sirasinda kesfedilmistir. FDZ proteinleri ilkel metazoalar da dahil olmak
tizere hayvanlar aleminde eksprese edilmektedir; ancak bitkilerde ve tek hiicreli
okaryotlarda bulunmamaktadir (84, 85). Giiniimiize kadar memelilerde 10 adet FZD geni
tanimlanmis ve bunlar FZD1/27, FZDss, FZDgj10, FZDs ve FZD3s olmak iizere bes alt
gruba ayrilmistir. FZD reseptorlerinin ekstraseliiler alandaki N-terminal ucunda 10 adet
sistein rezidiisiinden olusan ve Wnt proteinlerinin baglandigr oldukc¢a korunmus bolge
bulunur. Intraseliiler alandaki C-terminal ucu ise sitoplazmik proteinlerle etkilesme
bolgesidir. FZD proteinlerinin fonksiyonlar1 genetik ¢alismalar ile  aydinlatilmaya
calistimistir. FZD2  geni silinmis farelerin yaklasik yarisinda yarik dudak gozlenmis,
yarisinda ise neonatal Olim gergeklesmistir. FZD7 geni silinmis farelerin yaklasik
%15’inde ventrikiiler septal defekt ve geri kalan yaklasik %85’inde biikiilmiis kuyruk
fenotipi goriilmiistiir. FZD5 geninin silinmesi gebeligin ortasinda plasental yetersizlige
bagl 6limlere neden olmustur. FZD4 geni silinmis farelerde ise retinal vaskiilarizasyonda
ciddi bozukluklar, progresif nitelikte duyma kaybi ve kan-beyin bariyerinin kaybi ile
iliskili olarak serebellar dejenerasyon goriilmektedir. insanlarda ise FZD4 genindeki
mutasyonlar ailevi eksudatif vitreoretinopati sendromu ile iliskilendirilmektedir (85, 86).
LRP-5/6 reseptorleri ise, lipoprotein reseptor ailesinin bir iiyesidir. Yaklagik 1600
aminoasit uzunlugunda ve 180 kDa agirhiginda olan LRP-5/6 reseptorleri; biiyiikk bir
ekstraseliiler bolge, bir transmembranal segment ve kisa bir sitoplazmik kuyruk igerir.

Whnt/B-katenin sinyal yolunda Wnt-FZD ikilisinin koreseptorii olarak gorev alir. LRP-5/6
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reseptoriiniin intraseliiler bolgesi fosforilasyon alanlari igerir. Bu alanlarin fosforilasyonu

Whnt/B-katenin sinyalinin transdiiksiyonunda oldukg¢a énemlidir (87).

Wnt/B-katenin yolaginin en Onemli hedefi p-katenin sitoplazmik seviyesinin
diizenlenmesidir. Wnt/B-katenin yolagi inaktif durumuda iken B-katenin axin, glikojen
sentaz kinaz 3p (GSK3p), kazein kinaz 1 (CKI) ve adenomatdz polipozis koli proteininden
(APC) olusan yikict kompleks tarafindan fosforillenir. B-katenin 6éncelikle CKI tarafindan
45. pozisyondaki Ser rezidiisiinden ve sonra GSK3p tarafindan 41. pozisyondaki treonin,
37. ve 33. pozisyonlardaki Ser rezidiilerinden fosforilasyona ugrar. Fosforile haldeki f-
katenin ubikutin-ligaz kompleksinin bir pargasi olan -transducin tasiyan protein
tarafindan taninir, ubikutinlenir ve proteozomal degradasyona ugrar (78). Wnt/B-katenin
sinyali Wnt proteinlerinin hiicre membraninda bulunan FZD ve FZD’nin koreseptorii olan
LRP-5/6 proteinine baglanmasi ile baslar. Wnt-FZD-LRP5/6 kompleksi, LRP5/6’nin
sitoplazmik kuyrugunun fosforilasyonuna neden olur. Sitozolde serbest halde bulunan
Dishevelled (Dvl) proteini, FZD’ye baglanir ve FZD-Dvl ikili kompleksi kurulur. Daha
sonra yikict komplekste bulunun axin, FZD-LRP5/6 reseptor kompleksine katilir ve f-
katenin yikict kompleksi inhibe olur. Sonug olarak sitozolde biriken defosforile haldeki
aktif B-katenin, niikleusa girerek T hiicresi faktorii/lenfoid artirici faktére (TCF/LEF)
baglanir (78, 80). TCF/LEF/B-katenin kompleksi, DNA’nin uygun bolgesine baglanarak
p300 ve cCAMP yanit eleman1 baglayici protein ko-aktivatorlerinin yardimiyla Wnt hedef
genlerinin transkripsiyonu baslatir (88) (Sekil 11). Hedef genlerin protein iriinleri hiicre

proliferasyonu, farklilasmasi, apoptoz gibi birgok biyolojik siirecte rol alir (75).
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Sekil 11. Wnt/B-katenin sinyal yolagi. Sol panel, sinyal yolag: inaktif.; Sag panel, sinyal
yolagi aktif (Wang’dan, 89). APC, adenomat6z polipozis koli; CK1, kazein
kinaz 1, Dvl, Dishevelled; FZD, frizzled reseptorleri, GSK3p, glikojen sentaz
kinaz 3fB; LRP5/6, disiik yogunluklu lipoprotein reseptor iliskili proteinleri 5/6;
TCF/LEF, T hiicresi faktorii/lenfoid artiric1 faktor; Ub, ubikuitin.

GSK3, hiicre biiylimesi ve farklilagmasinda rolii olan 6nemli bir Ser/treonin
kinazdir. Insiilin ve Wnt/B-katenin sinyal yolagmin énemli bir pargasini olusturan GSK3,
memelilerde a ve  olmak iizere iki izoformda bulunur (90). GSK3p, Wnt/p-katenin sinyal
yolaginin regiilasyonunda dual etki gostermektedir. Wnt proteinleri reseptorlerine
baglandiginda GSK3f, LRP5/6’nin sitoplazmik kuyrugunu fosforile edilerek yolagin
aktivasyonuna katkida bulunur. Diger taraftan GSK3p, B-katenin yikict kompleksinde yer
alan ve B-katenini fosforile ederek degredasyonuna aracilik eden kinazlardan biridir.
GSK3p tarafindan B-kateninin  fosforilasyonu Wnt/B-katenin  sinyal yolaginin
inhibisyonuna neden olmaktadir. Bu dual etkinin hiicrede iki farkli GSK3p havuzu
tarafindan yiiriitiildiigi diigiiniilmektedir. Plazma membranma baglt GSK3 LRP5/6’y1
fosforile ederek Wnt/B-katenin yolagimi aktive ederken, sitozolik GSK3p ise B-katenini
fosforile ederek Wnt/B-katenin yolagin1 antagonize eder (90, 91). Wnt/B-katenin sinyali
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varliginda Wnt-FZD-LRP-5/6 iclii kompleksinin olusmasit sonucu GSK3B, 9.
pozisyondaki Ser rezidiisiinden fosforile olur (GSK3p%¢) ve bdylece GSK3p inhibisyonu
gerceklesir. Bu durumda fosforile olamayan aktif B-katenin sitoplazmada birikir, niikleusa

transloke olur ve TCF/LEF-bagimli hedef genlerin transkripsiyonunu baslatir (92).

Wnt sinyal yolagt bir¢cok endojen protein tarafindan siki sekilde kontrol
edilmektedir. Salgilanmis Frizzled iliskili proteinler ve Wnt inhibitér protein, wnt sinyal
yolagini antagonize eder. Wnt inhibitor protein dogrudan Wnt proteinlerine, Salgilanmis
Frizzled iliskili proteinler ise dogrudan Wnt proteinlerine ve/veya FZD reseptorlerine
baglanarak inhibisyona neden olur (78). DKK proteinleri 6rnegin DKKI1, LRP-5/6
reseptorlerinin endojen antagonistidir ve Wnt yolagin1 inhibe eder. DKK1, LRP-5/6
reseptorlerinin internalizasyonunu indiikler ve Wnt yolagi inhibisyonuna neden olur (93).
WISE ve SOST proteinleri LRP-5/6 reseptorlerine baglanir ve FZD-LRP-5/6 kompleksinin
olusumunu onleyerek Wnt sinyalini inhibe ederler. Norrin ve R-spondin proteinleri Wnt/B-
katenin yolaginin agonistleridir. Norrin spesifik olarak FZDs reseptoriine, R-spondin ise

LRP-5/6 ve/veya FZD reseptorlerine baglanarak Wnt/p-katenin yolagini aktive eder (78).

Wnt/B-katenin yolagin1 asir1 aktivitesinin kolon kanseri basta olmak iizere ¢ok
sayida kanser tiiri, Wnt sinyali hipoaktivitesinin ise ¢ok sayida norodejeneratif hastalik ve
kemik malformasyonlar ile iligkili olugu gosterilmistir (94). Bu nedenle Wnt/B-katenin
yolaginin komponentlerini hedef olan c¢ok sayida inhibitér ve aktivator molekiil

gelistirilmistir ve halen gelistirilmeye devam etmektedir (Sekil 12).

24



DKK] ( SFRPS
OMP-18R5

Sklerostin y
Wnt Kremen R

Niklozamid
/< NSC668036

3280-5625

_I_ PYI"WI]JHIH XAVO30 J01-017a
TMEMSS

E7449
IWp A/ Sulindak
LGK974 BMD4702
— KY-02061
Sl Tankiraz KY-02327

Windorphen

~ L

B-katenin (RSN T
TCFLEF | 1.}

ICG-001

p-Katenin
7~ N\
Lityum Kloriir /

CHIR99021 LT
5B-216763 p-Katenin
BIO {inaktif)

PNU-74654 |

Sekil 12. Wnt/B-katenin yolagmi hedef alan molekiiller (Zheng, 88’den). APC,
adenomat6z polipozis koli; BCL9, B hiicreli CLL/lenfoma 9 proteini; CBP,
cAMP  yanit elemani baglayict protein; CK1, kazein kinaz 1, Dwvl,
Dishevelled; FZD, frizzled reseptorleri, GSK3f, glikojen sentaz kinaz 3p;
LRP5/6, diisiik yogunluklu lipoprotein reseptdr iligkili proteinleri 5/6;
TCF/LEF, T hiicresi faktorii/lenfoid artiric1 faktor; Ub, ubikuitin.

Bir FZD antikoru olan OMP-18R5 kodlu bilesik Wnt proteinlerinin FZD
reseptorlerine baglanir ve Wnt/B-katenin yolagini inhibe eder (95). Dvl protein ile FZD’nin
etkilesimi Wnt/B-katenin yolag: sinyal transdiiksiyonu i¢in gereklidir. NSC668036, KY-
02061, J01-017a gibi DvI-FZD etkilesimini gesitli mekanizmalarla etkileyen ¢ok sayida
inhibitor molekiil sentezlenmistir. Niklozamid (NZ) Dvl protein ekspresyonunu azaltarak,
bir non-steroidal antiinflamatuvar ilag olan sulindak ise spesifik olarak Dvl proteinin FZD
ile etkilesim bolgesine baglanarak Wnt/B-katenin sinyalini inhibe eder. Bir CK1 aktivatori
olan pyrvinium, B-katenin yikimina katkida bulunarak Wnt/B-katenin sinyalini antagonize
eder (88). Wnt proteinlerinin sekresyonu ve aktivitesi i¢in gerekli olan palmitulasyon
porcupine enzimi tarafindan katalize edilir (94). IWP, LGK974 gibi molekiiller enzim

aktivitesini inhibe ederek Wnt sinyalini inhibe ederler (88). Tankiraz enzimi axin
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proteininin degredasyonuna aracilik ederek [-katenin yikict kompleksini inhibe eder.
XAV939, E7449 gibi tankiraz enzim inhibitorleri axin ve yikict kompleksi stabilize eder,
boylece Wnt sinyal yolagi inhibe olur (80, 88). Bazi Wnt/B-katenin sinyal yolag
inhibitorleri, niikleer B-katenin aktivitesi iizerine etki gosterirler. ICG-001, cAMP yanit
eleman1 baglayici protein ile f-katenin arasindaki etkilesimi bloke eder. PNU-74654, -
kateninin TCF {izerindeki baglanma bolgesine afinite gosterir ve kompetitif inhibisyon
olusturur. Windorphen ise -katenin ile p300 arasindaki etkilesimi bloke ederek Wnt sinyal
yolagini inhibe eder (88).

Wnt/B-katenin sinyali hipoaktivitesi ile iliskili patolojik durumlarda gerekli
aktivasyonun saglanmasi i¢in 6nemli mekanizmalardan biri GSK3p inhibisyonudur. Bu
enzim inhibe edildiginde B-katenin fosforillenemez ve degrade olamayan defosforile
haldeki aktif B-katenin niikleusa transloke olur ve wnt sinyali gergeklesir (96). Lityum
kloriir, CHIR99021, SB-216763 ve BIO bir¢ok in vitro modelde Wnt/B-katenin sinyalini
aktive ettigi gosterilmis GSK3p inhibitorleridir (88).

2.3. 1. Wnt/p-katenin Yolag: ve Diyabet

Wnt/B-katenin sinyal yolaginin pankreatik [ hiicre proliferasyonu, lipit
metabolizmasi ve glukozla indiiklenen insiilin sekresyonunda rol aldigi ¢ok sayida in vitro
ve in vivo caligmada gosterilmistir (97). Wnt/B-katenin sinyal yolagi komponenti olan
transkripsiyon faktorii-7 benzeri 2 ve Wnt5a tek niikleotid polimorfizmlerinin tip 2
diyabetle iligkisi ortaya konmustur. LRP5 polimorfizmleri ise obez fenotiple iliskilidir.
Wnt sinyali embriyogenez boyunca pankreatik adaciklarinin gelisiminde ve yetigkin
donemde pankreas ve intestinal endokrin hiicre fonksiyonlarinda gérev alir (98). Glukagon
benzeri peptid-1’in (GLP-1) yetiskin fare pankreas adaciklarinda Wnt aktivitesini artirdigi
ve sigan pankreatik B hiicre serisinde GLP-1 ile indiiklenen proliferasyonun (-katenin
bagimli oldugu gosterilmistir (99). Kim ve arkadaslari, diyabetik sicanlara insiilin
reseptOriinii asir1 eksprese eden B hiicre transplantasyonunun Wnt sinyalini aktive ederek
hiperglisemiyi azalttigim ortaya koymuslardir. Insiilin tedavisi ile intestinal L hiicrelerinde
niikleer B-katenin birikimi gozlenmistir (100). Adiposit kaynakli Wnt proteinlerinin
hiicre proliferasyonunu ve insiilin sekresyonunu indiikledigi in vitro olarak gosterilmistir.
Insiilin ile aktive olan fosfotidilinozitol 3 kinaz, GSK3p’y1 fosforile ederek inhibisyonuna

neden olur. GSK3p’in inhibe olmasi sonucu B-katenin fosforillenemez ve niikleusa geger
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(101). Wnt sinyali ve insiilin arasindaki bu iligski preadipositlerde, iskelet kasi hiicrelerinde

ve intestinal hiicrelerde tanimlanmigtir (100).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, Wnt/B-katenin sinyal aktivitesindeki
anomaliliklerin diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir. Liu ve
arkadaglan fare diyabetik retinopati modelinde endojen Wnt antagonisti kallistatinin Wnt
sinyalini inhibe ederek anti-anjiojenik ve anti-néroinflamatuvar etki gosterdigini
bulmuslardir (102). Chen ve arkadaslari, diyabetik retinopati hastalarindan alinan retina
orneklerinde, immiinohistokimyasal boyama yontemi ile B-katenin dilizeyinin arttigini
gostermislerdir. Ayni c¢alismada, si@ir primer retinal kapiler endotel hiicrelerinde
hiperglisemik kosullarin B-katenin diizeyini artirdigi ve sican diyabetik retinopati
modelinde Wnt antagonisti DKK1 intravitreal uygulamasinin, retinal inflamasyonu ve
vaskiilarizasyonu azalttigi ortaya konmustur (103). Diyabetik nefropati patogenezinde
Whnt/B-katenin sinyal yolagmin dual etkili oldugu diisiiniilmektedir (7). Podosit hiicre
kiiltiirleriyle yapilan ¢alismalarda hiperglisemik kosullarin hiicrelerde Wnt/p-katenin
yolagini aktive ederek apoptoza yol agtigi gosterilmistir. Wnt antagonisti DKK1
uygulamasi ise podositlerdeki apoptozu azaltmustir (104). Podosit spesifik B-katenin geni
silinmis hayvanlarin podosit hasarina ve bdylece albiiminiiriye diregli olduklari
goriilmektedir. Ayrica yabanil tip hayvanlarda Wnt/B-katenin yolagmin farmakolojik
aktivasyonu ise albuminiiriye neden olmaktadir. Diger taraftan diyabetin Wnt/B-katenin
sinyal yolagini inhibe ederek mezengial hiicrelerde apoptoz ve fibrozisi indiikledigi
gosterilmistir (105). Lin ve arkadaslarmin yuriittigii bir ¢alismada Wnt/B-katenin yolagi
aktivasyonu, glomeriiler mezengial hiicreleri yiiksek konsantrasyon glukozla indiiklenen
apoptoz ve fibrozisten korumustur (7). In vitro ¢alismalarda glomeriiler mezengial
hiicrelerde yiiksek konsantrasyon glukozla indiiklenen apoptozun, niikleer defosforile
haldeki aktif B-katenin diizeyindeki azalmayla iliskili oldugu bulunmustur. Ayrica yiiksek
konsantrasyon glukoz varliginda fosforile GSK3f diizeyinde azalma tespit edilmistir, bu
durum GSK3B enzim aktivitesindeki artist ve dolayisiyla Wnt/B-katenin sinyali
inhibisyonunu gostermektedir (106). Hui Xi ve arkadaslari diyabetik sicanlarda Wnt/p-
katenin sinyal yolagi aktivasyonunun miyokardiyal hasara ve kardiyomiyosit apoptozuna
aracilik ettigini gostermistir (107). Resham ve arkadaslari yaptiklart bir g¢alismada
diyabetik sicanlara intratekal LGK974 (porcupine inhibitorii), NCS668036 (Dvl inhibitorii)
ve PNU-74654 (B-katenin inhibitorii) uygulamasi ile Wnt sinyali inhibisyonunun noropati

gelisimini azalttigin1 ve siyatik sinirde néron fonksiyonunu iyilestirdigini rapor etmislerdir
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(108). Wnt/B-katenin sinyal yolaginin diyabetik osteopeni patogenezinde de rol oynadigi
gosterilmigtir. Wnt/B-katenin sinyal yolagi osteoblast proliferasyonu, farklilagmasi ve
kemik remodelingi i¢in gereklidir (109). Tip 1 diyabette azalmis Wnt/B-katenin sinyalinin
osteoblast aktivitesini bozdugu birgok c¢alismada gosterilmistir (110). FK506’nin tip 1
diyabetik sican modelinde Wnt/B-katenin yolagin1 aktive ederek kemik kaybini azalttigi
gosterilmistir (111).

2.3.2. Niklozamid

Niklozamid (5-kloro-N-(2-kloro-nitrofenil)-2-hidroksibenzamid, NZ) 1953 yilinda
Bayer laboratuvarlarinda kesfedilmis ve 1959 yilinda sistozomiyazisin ara konagi
salyangozlar1 6ldiirmek igin zirai miicadelede kullanilmak tizere mollusisit olarak piyasaya
sunulmustur. Bayer bilim insanlar1 1960 yilinda NZ’nin insanlarda sestod enfeksiyonlarina
karsi etkili olduklarini ortaya koymus ve NZ 1962 yilinda Yomesan ticari adiyla insanlarda
antihelmintik olarak kullanilmaya baglanmistir (112, 113). Sestod enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanim1 1982 yilinda FDA tarafindan onaylanan NZ, Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan belirlenen temel ilag listesi igerisinde yer almaktadir (112). NZ yetiskinlerde
Taenia saginata, Diphyllobothrium latum ve Dipylidium caninum tedavisinde oral yildan
tek doz 2 g olarak kullanilir. Hymenolepis nana tedavisinde ise ayni doz NZ yedi giin
boyunca kullanilir. Antihelmintik etkisini duyarli organizmalarda mitokondriyal oksidatif

fosforilasyonu etkileyerek gerceklestirdigi diisiiniilmektedir (114).

NZ bir salisilik asit tlirevi olan salisilanilid smifi bilesiklerin bir iiyesidir ve
molekiil agirhg (MA) 327.12 g/moldiir (112, 115) (Sekil 13). Etanol, kloroform ve eterde
orta derecede c¢oOziiniir, suda ise c¢oziinmez. Soluk sar1 renkte kristal yapisindadir.
Higroskobik anhidr formu ile Ha ve Hg olmak iizere iki farkli monohidrat kristal formu
tanimlanmistir.  Kristal formuna gore NZ’nin erime noktast 228-230°C arasinda
degismektedir. NZ zayif asit yapisindadir ve kanda daha yiliksek oranda anyonik bolgeler
icerir (115). Biyofarmasdotik siniflandirma sistemine gore, ¢oziiniirliikk ve permeabilite oral
yoldan kullanilan bir ilacin absorpsiyonunu etkileyen iki Onemli faktordiir. Bu

siiflandirma sistemine gore NZ ¢oziiniirliigi diistik ilaglar arasindadir (116).

NZ’nin oral biyoyarlanimi diigiiktiir. Chang ve arkadaslarinin siganlarda NZ’nin
farmakokinetik 6zelliklerini arastirdig1 bir ¢alismada, si¢anlara oral yoldan 5 mg/kg dozda
NZ verildiginde biyoyararlanim yaklasik %10 ve yarilanma 6mrii ise yaklasik 6 saat olarak

saptanmistir (112). Osada ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada oral yoldan 200 mg/kg
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dozda NZ verilen farelerde de benzer farmakokinetik profil elde edilmistir (117). 2 g NZ
verilen goniilli insanlarda maksimum serum konsantrasyonu 0.25-6 pg/mL olarak tespit
edilmis ve NZ iki giinde elimine edilmistir. NZ’ nin yaklasik %25°i idararla, geri kalani ise
fegesle elimine edilmistir (118). NZ’nin diisiik ¢O6ziiniirlik ve dolayisiyla disiik
absorpsiyon profili gastrointestinal sistemde lokal etki gostermesi beklenen antihelmintik
amacglh kullaniminda bir problem olusturmamaktadir. Ancak, NZ’nin sistemik etki igin
kullanim1 amaglandiginda bu durum biiyiik engel teskil etmektedir (115). Son yillarda
NZ’nin basta kanser olma iizere, tip 2 diyabet gibi metabolik hastaliklar, endometriyozis,
noropatik agri, romatoid artrit ve sistemik sklerozis gibi hastaliklara karsi etkinligini
gosteren calismalar nedeniyle NZ’nin absorpsiyonunu artirarak sistemik kullanimina

olanak saglayacak formiilasyon ¢aligsmalari tiim hiziyla devam etmektedir (112).

HO
cl
H
N
cl
ol ., o)
el
I
o)

Sekil 13. NZ’nin kimyasal yapis1 (Barbaso’dan, 115)

Son yillarda NZ’nin 6zellikle kolon, meme, akciger, over basta olmak iizere bas ve
boyun kanseri, glioma ve 16semide in vitro ve in vivo antikanser etkinligini gosteren ¢ok
sayida ¢alisma rapor edilmistir (112). NZ’nin antikanser etkisi Wnt/pB-katenin sinyal
yolagi, rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi yolagi, sinyal ileticisi ve
transkripsiyon aktivatorii-3 yolagi, niikleer faktor kB ve Notch sinyal yolagi gibi hiicre igi
mekanizmalarin  inihibisyonu ile iliskilendirilmistir (115). NZ, Wnt/B-katenin sinyal
yolaginin bircok komponenti ile etkilesime girerek inhibitdr etkiye eden olmaktadir (Sekil
14) (114). Lu ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, prostat kanseri hiicre serisi olan PC-3
hiicrelerini 1.2 uM konsantrasyonda NZ ile 3, 6, 10 ve 24 saat inkiibe ettiklerinde NZ’nin
LRP6 degradasyonunu saglayarak Wnt/p-katenin yolagini inhibe ettigini gostermislerdir
(119). Ayrica NZ kolon kanseri hiicre serilerinde ve metastatik hastaligin cerrahi

rezeksiyonu ile izole edilen sporadik kolorektal kanser hiicrelerinde FZD reseptor
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endositozuna aracilik etme, Dvl ekspresyonunda ve TCF/LEF aktivitesinde azalma
mekanizmalartyla Wnt/B-katenin yolagini inhibe etmistir (104). Osada ve arkadaglar1 insan
kolorektal kanseri hiicre serilerinde 1, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarda 18 saatlik NZ
inkiibasyonun Dvl ekspresyonunu azalttigini géstermislerdir (117). Chen ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada, LEF/TCF promoter lusiferaz raportor sistemi kullanilarak NZ’nin
insan embriyonik bobrek 293 (HEK293) hiicre serisinde Wnt3a ile indiiklenen Wnt sinyali
tizerindeki inhibitor etkinligi degerlendirilmis ve maksimum inhibitér konsantrasyonun
yarist (ICso) 0.5+0.05 uM bulunmustur. Ayn1 ¢alisamada, insan kemik osteosarkom epitel
hiicre serisinde (U20S) NZ’nin 1-7.5 uM konsantrasyon araliginda Wnt3a ile indiiklenen
sitozolik B-katenin birikimini azalttig1 gosterilmis ve ICso degeri yaklasik 1 uM olarak
tespit edilmistir (120). Monin ve arkadaslar1 sican kolon adenokarsinoma hiicre serisinde
(CC531) LEF/TCF promoter lusiferaz raportor sistemi ile yaptiklari analizlerde 3, 10 ve
50 uM konsantrasyonlarda NZ ile 12 saatlik inkiibasyonun Wnt sinyali iizerine etkisini

arastirmig, 10 ve 50 pM NZ’nin Wnt sinyalini inhibe ettigini ortaya koymuslardir (121).

p-katenin

p-katenin

p-katenin

NZ

p-katenin *
| TCF/LEF | Hedef genler

Sekil 14. NZ’nin Wnt/B-katenin sinyal yolagindaki hedefleri (Li’den, 114)

30



2.3.3. XAV939

Tankiraz, hedef proteinlere ADP-riboz ekleyen Poli (ADP-Riboz) polimeraz enzim
ailesinin bir lyesidir. Wnt sinyali ile ilgili olarak tankiraz enzimi, p-katenin yikici
kompleksinde bulunan axin proteinine ADP-Riboz birimleri ekleyerek, axini degradasyonu
icin igaretler (82). Tiyopiranopirimidin yapisindaki XAV939 tankiraz enziminin selektif
inhibitoriidiir (Sekil 15). XAV939, tankiraz enzimini inhibe ederek axin degradasyonunu
onler, yikici kompleksin asir1 aktivitesine ve bodylece Wnt/B-katenin sinyal yolunun
inhibisyonuna neden olur (88). Yapilan ¢alismalarda tanrikaz 1 ve 2 enzimleri igin ICsg
degerleri sirastyla 0.0011 ve 0.004 puM olarak tespit edilmistir. XAV939’un tankiraz
enzimi disinda heniiz tanimlanmis baska bir hedef proteini bulunmamaktadir (122). Wnt/p-
katenin sinyal yolagi ile ilgili in vitro ve in vivo deneysel c¢alismalarda yolak inhibitorii

olarak yaygin kullanilmaktadir (80).

HO

F

Sekil 15. XAV939’un kimyasal yapist (Huang’dan 122)
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. GEREC

3.1.1. Kimyasallar
Amonyum persiilfat (APS)

Bromofenolblue

Clarity Western ECL Substrate

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) tetrasodyum

tuzu

Fosfataz inhibitor kokteyl 1
Fosfataz inhibitor kokteyl 2

Fosfat tamponlu salin tablet

Glukoz monohidrat
Gliserol

Glisin

HEPES

Hidroklorik asit (HCI)

Ketalar® (Ketamin HCI)

Magnezyum kloriir (MgCl2)

Metanol

Nevparin® enjektabl flakon 50001U/mL (Heparin)

Niklozamid

PMSF (Fenil metil siilfonil florid)

Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards

Ponceau S
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Marka/Kod
Bio-Rad, 161-0700
Biomatik, A2223
Bio-Rad, 1705061
Sigma, 276855
Sigma, 43815

ZAG Kimya, 10378-23-1

Sigma, P2850
Sigma, P5726
Sigma, P4417
Merck, 104074
Sigma, G5516
Sigma, G8898
Sigma, 54457
Sigma, 3203331
Pfizer

Sigma, M8266
Isolab, 67-56-1
Mustafa Nevzat Ilag

Bayer
Sigma, 78830

Bio-Rad, 1610374

Sigma, P7170



Proteaz inhibitor kokteyl
Rompun® %2 (Ksilazin)

Si1gir serum albiimin (BSA)
Sitrik asit

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum floriir (NaF)

Sodyum hidroksit (NaOH)
Sodyum kloriir (NaCl)

Sodyum orthovanadat (NaVan-NazVOa)
Sodyum sitrat

Streptozotosin

Stikroz

Tetrametiletilendiamin (TEMED)
Tris/Glycine/SDS Buffer 10x
Tris-Baz (C4H11NO3)

Triton X 100

Tween 20

Tween 80

XAV939

Yagsiz st tozu

-merkaptoetanol

3.1.2. Antikorlar
Anti-DKK1 antikoru
Anti-fibronektin antikoru

Anti-kaspaz-3 antikoru

Sigma, P8340

Bayer

Capricorn Scientific, BSA-1U
Sigma, 27109

Sigma, L3771

Sigma, S7920

Tekkim, 1318-79-2
Sigma, 71383

Sigma, S6508

Sigma, W302600

Sigma, S0130

Fisher Chemical, 57-50-1
Sigma, T9281

Bio-Rad, 161-0772
Sigma, T1503

Sigma, T8787

Sigma, P1379

Sigma, P1754

Sigma, X3004

Regilait

Merck, 8.057440.0250

Bioss, bs-2162R
Abcam, ab2413

Cell signaling, 9662

33



Anti-Lamin B1 antikoru
Anti-p-GSK3 (serin-9) antikoru
Anti-non-p-(aktif)-p-katenin antikoru
Anti-rabbit 1IgG HRP-linked antikoru

Anti-B-tiibiilin antikoru

3.1.3. Cihazlar

Buz makinesi

Buzdolab1 (+4 °C)

Chemidoc goriintiileme sistemi
Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)
Dikey elektroforez ve transfer sistemi
Deiyonize su cihazi

Elektriksel alan stimiilatorii
Elektroforez gii¢ kaynagi
Fosfat tamponlu salin tabletleri
Hassas analitik terazi
Homojenizator

Isitict

Kaba terazi

Kan glukozu 6l¢iim cihazi
Magnetik karistirict
Mikroplaka okuyucu
Minisantrifiij cihaz1

Otomatik Pipetler
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Abcam, ab194109

Cell signaling, 5558
Cell signaling, 8814
Cell signaling, 7074

Abcam, ab6046

Hoshaizaki, Japonya
Arcelik, Tiirkiye
Bio-Rad, ABD

Argelik, Tiirkiye
Thermo Scientific, ABD
Bio-Rad, ABD
Sartorius, Almanya
MAY, Tiirkiye
Bio-Rad, ABD

Sigma, P4417

Ohaus, ABD

Heidolph, Almanya
Witeg, Almanya
Premier, Tiirkiye
Accu-Chek® Active, Almanya
Witeg, Almanya
Thermo Scientific, ABD
Isolab, Tiirkiye

Eppendorf, ABD



pH metre Ohaus, ABD

Platin elektrod Grass Technologies, ABD
S1v1 azot tanki Isotherm, Tiirkiye
Sogutmali santrifiij Sigma, ABD

Sonikator Bandelin, Almanya
Ultrasonik banyo Elma Ultrasonics, Almanya
Veri kayit ve analiz sistemi MP35 BIOPAC, ABD
Vorteks Isolab, Tiirkiye

3.1.4. Kitler

BCA protein konsantrasyonu dl¢iim kiti Thermo scientific, 23225

TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, %10  Bio-Rad, 161-0183

3.1.5. Cozelti ve Tamponlar
3.1.5.1. Stok Cozelti ve Tamponlarin Hazirlanmasi

50 mM sodyum sitrat (pH:4.5) tamponu

1.47 g sodyum sitrat ve 1.05 g sitrik asit ayr1 balon jojelerde 100’er mL deiyonize
suda ¢oziildii. Daha sonra sitrik asit ¢ozeltisi tizerine pH 4.5 oluncaya kadar sodyum sitrat

¢ozeltisi ilave edildi. Hazirlanan ¢6zelti bir hafta boyunca +4°C’de saklandi.

1 M Tris-Cl (pH:7.4) tamponu

121.1 g Trizma baz (MA: 121.14 g/mol) 800 mL deiyonize su igerisinde ¢oziildii.
Derisik HCI ¢ozeltisi ile pH’s1 7.4’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda saklandi.

5 M NaCl cozeltisi

29.22 g NaCl (MA: 58.44 g/mol) 100 mL deiyonize suda ¢6ziildii. Hazirlanan

¢ozelti oda sicakliginda saklandi.

Triton-X 100 (%20) cozeltisi

20 mL Triton-X 100 80 mL deiyonize suda ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti +4°C’de

saklandi.
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0.5 M EDTA cozeltisi

20.81 g EDTA tetrasodyum tuzu (MA: 416.201 g/mol) bir miktar deiyonize su
iginde ¢oziildii. Derisik sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi ile pH 8.0’e¢ ayarlandi ve

toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti oda sicaklifinda saklandi.

50 mM Sodyum pirofosfat (NaPPi) cozeltisi

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

1 N NaOH Cozeltisi

4 g NaOH (MA: 40 g/mol) bir miktar deiyonize suda ¢6ziildii ve ¢ozelti deiyonize Su

ile 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda saklandi.

200 mM Sodyum ortovanadat (NaVan) cozeltisi

3.68 g NasVOs (MA: 183.91 g/mol) 90 mL deiyonize suda ¢o6ziildii ve 1N HCI
ilavesi ile pH 10.0’a ayarlandi. Sar1 renk alan ¢ozelti renksiz oluncaya kadar kaynatilip
sogutuldu ve tekrar pH kontrol edildi. Hazirlanan ¢ozelti 1.5 mL/2 mL’lik eppendorf
tiiplerde alikotland1 ve -20°C’de saklandi.

1 M Sodvyum floriir (NaF) cozeltisi

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

100 mM PMSF cozeltisi

0.174 g PMSF (MA: 174.19 g/mol) 10 mL etanol i¢inde ¢6ziildii. Hazirlanan ¢ozelti
1.5 mL/2 mL’lik eppendorf tiiplerde alikotland: ve -20°C’de saklandi.

0.5 M Tris-HCI tamponu (pH: 6.8)

6.057 g Trizma baz (MA: 121.14 g/mol) 90 mL deiyonize suda ¢oziildii. Hazirlanan
¢ozeltinin derisik HCI ile pH’1 6.8’e ayarland1 ve toplam hacim deiyonize suyla 100

mL’ye tamamladi. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda saklandi.

5X Yiikleme tamponu

10 mL ¢ozeltide 0.25 M Tris-Cl (pH:6.8), %10 SDS, %50 gliserol, %0.01
bromofenolblue olacak sekilde yilikleme tamponu hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti alikotland1

ve -20°C’de saklandi. Her bir alikota, calisma c¢ozeltisine seyreltilmeden 6nce son
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konsantrasyonu 0.5 M olacak sekilde DTT (MA: 154.25 g/mol) eklendi ve kullanima hazir
hale getirildi.

10X Tris-Glisin tamponu

30.3 g Trizma baz (MA: 121.14 g/mol) ve 144 g Glisin (MA: 75.07 g/mol) 1 L

deiyonize suda ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda saklandi.

10X TBS cozeltisi

29.71 g Trizma baz (MA: 121.14 g/mol) ve 110 g (MA: 58.44 g/mol) NaCl 800 mL
deiyonize suda ¢oziildii. Derisik HCI ile pH: 7.6’ya ayarlandi. Toplam hacim deiyonize

suyla 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda saklandi.

%20°lik Tween 20 cozeltisi

20 mL Tween 20, 80 mL deiyonize suda ¢oziildii. Hazirlanan c¢6zelti oda

sicakliginda saklandi.

%20’lik SDS cozeltisi

1 g SDS 5 mL deiyonize suda ¢oziildii. Hazirlanan ¢o6zelti oda sicakliginda

saklandi.
3.1.5.2. Calisma Céozeltileri ve Tamponlarin Hazirlanmasi

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
NaVan, 20 mM NaF, 1 mM PMSF olacak sekilde cozeltiler birlestirildi ve hacim
deiyonize su ile 50 mL’ye tamamlandi. Cozelti taze olarak hazirlandi ve deney boyunca

kuru buz igerisinde tutuldu.

S tamponu

Son konsantrasyonlar1 250 mM siikroz, 50 mM Tris-HCI (pH: 7.4), 5 mM MgCl, 1
mM EDTA pH: 7.0, 5 mM NaPPi, %1 proteaz inhibitér kokteyli, 2 mM NaVan, 20 mM
NaF, 1 mM PMSF olacak sekilde deiyonize su ilavesi ile 50 mL ¢ozelti hazirlandi. Cozelti

taze olarak hazirland1 ve deney boyunca kuru buz icerisinde tutuldu.
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N tamponu

Son konsantrasyonlar1 20 mM HEPES (pH: 7.4), 1.5 mM MgClz, 0.5 M NaCl, % 1 Triton
X-100, 0.2 mM EDTA, 5 mM NaPPi, 1X proteaz inhibitorii, %10 gliserol, 2 mM NaVan,
20 mM NaF, 1 mM PMSF olacak sekilde deiyonize su ilavesi ile 20 mL ¢ozelti hazirlandi.

Cozelti taze olarak hazirlandi ve deney boyunca kuru buz igerisinde tutuldu.

Tris-Glisin-SDS (TGS) viiriitme tamponu

100 mL 10X TGS ve 900 mL deiyonize su cam sisede karistirildi. Cozelti her

seferinde taze olarak hazirland.

Transfer tamponu

100 mL 10X Tris-Glisin tamponu ve 200 mL metanol balonda karistirildi ve
cozelti hacmi deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi. Cozelti her seferinde taze olarak

hazirland1 ve transfer islemine kadar +4°C’de sogumaya birakildu.

TBS-T cozeltisi

10X TBS stok ¢ozeltisinden 100 mL alinip 800 mL deiyonize suyla seyreltildi. Son
konsantrasyonu %0.05 olacak sekilde %20’lik Tween 20 ¢ozeltisinden 2.5 mL ¢ozeltiye
eklendi. Toplam ¢6zelti hacmi deiyonize suyla 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti oda

sicakliginda saklandi.

%0.1 Tween 20 iceren TBS cozeltisi

10X TBS ¢ozeltisi 1X olacak sekilde deiyonize suyla seyreltildi ve 100 pL Tween
20 1X TBS cozeltisiyle 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda

saklandi.

%3°liik S181r serum albiimini (BSA) cozeltisi

1.5 g BSA 50 mL %0.1 Tween 20 igeren TBS c¢ozeltisinde ¢oziildii. Hazirlanan
¢oOzelti +4°C’de saklandi.

% 5°lik siit tozu cozeltisi

2.5 g yagsiz siit tozu 50 mL %0.1 Tween 20 iceren TBS c¢ozeltisinde ¢oziildii.

Hazirlanan ¢6zelti +4°C’de saklandi.
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3.2. Yontem
3.2.1. Deney Hayvanlar

Calismada yaslarma gore eslestirilmis, 245-412 g agirhiginda Karadeniz Teknik
Universitesi (KTU) Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmis Sprague-
Dawley erkek sicanlar kullanildi. Siganlar, merkezin 12 saat aydinlik/12 saat karanlik
siklusu bulunan sicaklik ve nem kontrollii odalarinda barindirildi. Deney siiresince
siganlara ad libitum musluk suyu ve standart yem verildi. KTU Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul Bagkanligi’ndan etik kurul onay: ile deneylere baslandi (Dosya N0:2016/59,
Ek-1).

3.2.2. Tip 1 Diyabet Indiiksiyonu ve Deney Protokolii

Tip 1 diyabet indiiksiyonu, 16-18 saat a¢ birakilmis siganlara intraperitoneal (i.p)
yoldan 75 mg/kg dozda STZ uygulamasi ile yapildi. STZ, uygulamadan hemen 6nce sitrat
tamponu (50 mM, pH: 4.5) igerisinde c¢oziildii. Nondiyabetik deney gruplarindaki
hayvanlara i.p yoldan sitrat tamponu uygulandi. STZ uygulamasini takiben {i¢ giin boyunca
ani hipoglisemiye bagli 6lim riskini azaltmak i¢in sicanlarin igme suyuna %S5 oraninda
glukoz eklendi. Dordiincii giin 16-18 saat ag birakilmis siganlarin kuyruk veninden kan
ornegi aliarak Accu-Chek® Active kan glukozu 6l¢iim cihazi ve dlgiim stripleri ile kan
glukoz diizeyleri tespit edildi. Kan glukoz diizeyi 250 mg/dL’nin iizerinde olan si¢anlar
diyabetik olarak kabul edildi. Randomize olarak deney gruplarina ayrilan siganlarin
bilgileri tasarlanan bir etikete kaydedildi ve etiket kafeslere yerlestirildi (Resim 1). Kan
glukoz dl¢timii yedinci giin tekrarlandi. Diyabet indiiksiyonundan 8 hafta sonra, agagidaki
tabloda belirtilen tedavi gruplarina gore sicanlara 4 hafta siireyle ila¢ uygulamasi yapildi
(Tablo 1) (123). NZ ve selektif = Wnt/B-katenin yolagi inhibitori XAV939; %1
DMSO, %5 Tween 80 ve fosfat tamponlu salinden olusan tasiyici igerisinde verildi. Son
kan glukoz o6l¢iimii, 12.hafta sonunda in vivo deneyler 6ncesinde yapildi. Tedavi siiresinin
sonunda diyabetik ED’de tedaviye bagl iyilesme olup olmadigi fonksiyonel olarak in vivo
intrakavernozal basm¢ (IKB) olgiimii ile degerlendirildi. Deney hayvanlarinda IKB,
sistemik kan basmncia gore degerlendirildigi i¢in IKB ile es zamanl olarak ortalama
arteriyel kan basinct (OAB) dlgiildii. Hayvanlarin viicut agirliklart her hafta dlgiildi ve
kaydedildi. Kan basinci verileri, sol karotid artere yerlestirilen kaniil sonras1 60 sn’lik
stiredeki OAB hesaplanarak kaydedildi. Fonksiyonel 6l¢iimler sonunda siganlarin penis ve

MPG dokular1 western blot analizleri i¢in toplandi ve -80°C’de saklandi.
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Anabilim dali/Fakdilte: Etik kurul protokol no:#

Sorumlu aragtirmact: iletigim :

Tarih: Tar: Cinsiyet: Grup:

0?2 od

o Ozel bakim uyarilar:

e Aciklamalar:

Proje no:#

Resim 1. Deney hayvanlarina ait bilgi kayd: i¢in tasarlanmig kafes etiketi

Tablo 1. Deney gruplari

Deney Gruplari Hayvan sayisi (n)
Nondiyabetik+Tastyici 7
Diyabetik+Tastyici 6
Diyabetik+NZ (10 mg/kg) 6
Diyabetik+NZ (25 mg/kg) 7
Diyabetik+XAV939 (1 mg/kg) 6
Nondiyabetik+ NZ (10 mg/kg) 5
Nondiyabetik+ NZ (25mg/kg) 6
Nondiyabetik+XAV939 (1 mg/kg) 5

Toplam 48

3.2.3. In vivo OAB Ol¢iimii

Ketamin/ksilazin (80 mg/kg, 5 mg/kg i.p.) anestezisi altinda spin pozisyonunda
yatirilan si¢anlarin ekstremiteleri ve ¢eneleri sabitlendi. Boyun bolgesi tras edildi ve boyun
insizyonu ile kas tabakalar1 dikkatlice ayrilarak trakeanin komsulugundaki sol karotid arter

tespit edildi (Resim 2a ve 2b). Karotid arter, ¢evredeki sinir liflerine zarar vermeden vagus
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sinirinden ayrild1 ve arterin kraniyal ucu ipek iplik yardimiyla baglanarak cerrahi pens
yardimiyla askiya alindi (Resim 2c). Arterin kardiyak ucu klemp ile sikistirildi ve bdylece
kan akiminin durduruldugu yaklasik bir cm’lik alanin iple bagli ucuna yakin bir noktaya
ince bir damar makasi ile kesi atildi. Bu kesiden diger ucu basing transdiiserine bagli olan
ucu agilt olarak kesilmis 250 U/mL heparin igeren polietilen 50 (PE-50) kaniil yerlestirildi
(Resim 2d).

N
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Resim 2. In vivo OAB é&l¢iimii. (a) Boyun insizyonu, (b) Sol karotid arterin tespiti, (c)

Karotid arterin iki ucunun sikistirilmasi ve arterin askiya alinmasi, (d) PE-50
kantiliin karotid artere yerlestirilmesi.

”
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3.2.4. in vivo IKB ol¢iimii

Sicanlarda MPG ve buradan ¢ikan kaverndz sinir, penisin periferik inervasyonunda
oldukca énemlidir (Resim 3) (124). IKB 6l¢iimiinde ereksiyon kaverndz sinirin elektriksel

uyarimi ile olusturuldu. Anestezi altinda spin pozisyonunda yatirilmig ve sabitlenmis
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siganlarin vertikal abdominal orta hat insizyonuyla mesaneleri tesipt edildi. Mesane klemp
yardimiyla laterale yatirildi ve sabitlendi. Testisler yukar1 retrakte edildi ve tist abdomen
icine yerlestirildi. Prostat bezinin dorsolateralinde bulunan sag MPG ve kavern6z sinir
cevre dokulara zarar vermeden tespit edildi. Ardindan alt abdominal bir kesiyle devam
edilerek penis tamamen disekte edildi ve serbestlestirildi. Sag korpus ince bir damar
makasiyla iskiokavernoz kastan izole edildi (Resim 4a). Ucunda 27-G igne bulunan ve diger
ucu basing transdiiserine bagli 250 U/mL heparin i¢eren PE-50 kaniil sag korpusa tek
hamlede yerlestirildi (Resim 4b). Kaniil yardimiyla korpus i¢ine heparinli serum fizyolojik
gonderilerek sizdirma kontrolii yapildi ve kaniiliin yerlesimi dogrulandi. Deney siiresince
basing transdiiserinin bagli oldugu veri kayit sistemi (BIOPAC MP35) aracilig ile IKB
(mmHg) ol¢iimii saglandi. Kaniil yerlestirildikten sonra ardindan kavernéz sinir bir pens
yardimiyla platin  bipolar elektrodlarin (Grass Technologies, NC0578021) iizerine
yerlestirildi (Resim 4c). Elektrodlar kablo ile stimiilatore (MAY ST95PT) bagland1 ve
stimiilasyon parametreleri 16 Hz, 1 ms duration, 1-4 ve 8 volt, 60 sn boyunca olacak sekilde
ayarlandi. Her bir elektriksel stimiilasyon uygulamasi arasinda ticer dk’lik interval birakildi.
Her hayvan igin 1,4 ve 8 volt degerlerine ait maksimum IKB/OAB (miKB/OAB) ve IKB
egri altinda kalan alan/OAB (total IKB/OAB) oranlar1 hesapland: ve erektil fonksiyonun
gostergesi olarak kabul edildi.

=

Resim 3.  MPG ve kaverndz sinirin (a) sematik gosterimi (Piao’dan, 125) ve (b)
sicanlarda anatomik yerlesimi
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Resim 4. In vivo IKB &lgiimii. (a) Sag korpusun tespiti, (b) Korpusa kaniiliin
yerlestirilmesi, (c) Bipolar platin elektrod ile kavernéz sinirin elektriksel
stimiilasyonu.

Fonksiyonel Ol¢iimler tamamlandiktan sonra yaklasik 30-60 sn iginde sag ve sol
MPG, 1-3 dk arasinda ise penis dokular ¢ikarildi ve sivi azotta hizlica donduruldu. Western

blot ¢alismalari i¢in -80°C’de saklandi.
3.2.5. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi
3.2.5.1. Total Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Deney hayvanindan izole edilmis ve -80°C’de saklanmis penis buz fizerine
yerlestirilmis tiip i¢ine aktarildi ve lizerine 1 mL homojenizasyon tamponu ilave edildi.
Cerrahi makas yardimiyla penis kii¢iik pargalara ayrildi. Ardindan homojenat igeren tiip, buz
ile doldurulmis kap igerisine yerlestirildi ve homojenizator ile 20 000 rpm’de 5 kez 5 sn

araliklarla 10 sn homojenize edildi. Bu islemden sonra homojenatlar 10 000xg’de +4°C’de
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30 dk santrifiij edildi. Sitipernatant yeni bir tiipe alindi ve kiigiik hacimlerde alikotlanarak

analiz glinline kadar -80°C’de saklandi.

Deney hayvanindan izole edilmis ve -80 °C’de saklanmis her bir siganin sag ve sol
MPG dokular1 buz {izerine yerlestirilmis tiip icerisinde birlestirildi ve iizerine 100 pL
homojenizasyon tamponu ilave edildi. MPG, cerrahi makas yardimiyla pargalandi. Ardindan
homojenat igeren tiip, buz ile doldurulmis kap igerisine yerlestirildi ve sonikator ile 20 kHz
frekansta 3 kez 5 sn araliklarla homojenize edildi. Bu islemden sonra homojenatlar
10 000xg’de +4°C’de 30 dk santrifiij edildi. Siipernatant yeni bir tiipe alind1 ve kiigiik

hacimlerde alikotlanarak analiz giiniine kadar -80°C’de saklandi.
3.2.5.2. Sitozolik ve Niikleer Fraksiyon i¢cin Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Sitozolik ve niikleer fraksiyonlarina ayirma islemi Dimaura ve arkadaglarinin
yontemi kullanilarak yapildi (109). Nondiyabetik+Tasiyici1 ve Diyabetik+Tasiyici gruplarina
ait penis dokular1 ayr1 ayr1 buz igerisine yerlestirilmis tiiplere aktarildi ve tizerlerine 800 uL
S tamponu ilave edildi. Cerrahi makas yardimiyla penis kii¢iik pargalara ayrildi. Homojenat
30 dk buz igerisinde bekletildi ve ardindan 15 sn vortekslendi. 800xg’de +4°C’de 15 dk
santrifiij edildi. Siipernatant yeni bir tiipe alindi, sitozolik fraksiyon olarak isaretlendi ve
alikotlanarak analiz giiniine kadar -80°C’de saklandi. Pellet iizerine S tamponu eklendi,
vorteklendi ve 500xg’de +4°C’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pellet tizerinde
ayni iglem tekrarlandi. Pellet {izerine S tamponu eklenerek 1000xg’de 15 dk +4°C’de
santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Pellet {izerine 200 pL N tamponu eklenerek resiispande
edildi, 15 sn vortekslendi ve sonra 30 dk buzda bekletildi. Sonikatér ile 20 kHz frekansta 3
kez 10 sn homojenize edildi. Ardindan 9000xg’de +4°C’de 30 dk santrifiij edildi.

Nondiyabetik+Tastyic1 ve Diyabetik+Tasiyict gruplarina ait her bir siganin sag ve sol
MPG dokular1 buz lizerine yerlestirilmis tiip icerisinde birlestirildi ve {lizerine 100 pL S
tamponu ilave edildi. MPG, cerrahi makas yardimiyla pargalandi. Homojenat 30 dk buz
icerisinde bekletildi ve ardindan 15 sn vortekslendi. 800xg’de +4°C’de 15 dk santrifiij
edildi. Siipernatant yeni bir tiipe alindi, sitozolik frakasiyon olarak isaretlendi ve
alikotlanarak analiz giiniine kadar -80°C’de saklandi. Pellet iizerine S tamponu eklendi,
vorteklendi ve 500xg’de +4°C’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pellet {izerinde
ayni islem tekrarlandi. Pellet {izerine S tamponu eklenerek 1000xg’de 15 dk +4°C’de
santrifiij edildi. Siipernatant atild1. Pellet tizerine 50 uLL NT tamponu eklenerek resiispande
edildi, 15 sn vortekslendi ve sonra 30 dk buzda bekletildi. Sonikatér ile 20 kHz frekansta 3
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kez 10 sn  homojenize edildi. Ardindan 9000xg’de +4°C’de 30 dk santrifiij edildi.
Stipernanat yeni bir tiipe alindi, niikleer fraksiyon olarak isaretlendi ve kiigiik hacimlerde

alikotlanarak analiz giiniine kadar -80 °C’de saklandi.
3.2.6. Total Protein Tayini

Doku homojenatlarinin total protein konsantrasyonu, BCA protein konsantrasyonu
Olgtim kiti (Thermo Scientific) kullanilarak firmanin 6nerdigi sekilde dlgiildii. Stok BSA (2
mg/mL) ¢ozeltisinden hareketle 0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 ve 2000 pg/mL’lik
BSA standart ¢o6zeltileri hazirlandi. Kitte bulunan Soliisyon A ve Soliisyon B 50:1 oraninda
karistirilarak  galisma ¢ozeltisi  hazirlandi. BSA  standartlar1 ile birlikte protein
konsantrasyonu belirlenmek istenen homojenatlardan 25 pL ¢ift tekrar olacak sekilde
mikroplaka kuyucuklaria eklendi. Orneklerin iizerine 200 pL ¢alisma ¢ozeltisi ilave edildi.
Mikroplaka kapatilarak hafifce calkalandi ve 37°C su banyosunda 30 dk inkiibe edildi. Bu
sirada yesil renk olan ¢alisma soliisyonu protein varliginda zamanla mora donmektedir. Bu
renk degisimi absorbansi 562 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda 6l¢iildii ve BSA
standartlarinin absorbanslarindan yararlanilarak konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izildi ve
grafik denklemi belirlendi. Orneklerin absorbanslar1 grafik denklemine yerlestirildi ve her

bir d6rnek i¢in total protein miktart mg/mL cinsinden hesaplandi.
3.2.7. Western Blot Yontemi
3.2.7.1. Jellerin Hazirlanmasi

Jel dokme camlar1 jel standina yerlestirildi ve jel igerigi TGX Stain-Free FastCast
%10 Acrylamide Kit kullanilarak hazirlandi. Ayirma jelinin hazirlanmasi igin kit
igerisindeki resolver A ve B soliisyonlarinda 3’er mL alinip tiipte karistirildi. Bu karigima
30 uL %10’luk APS ¢ozeltisi ve 3 pL TEMED ilave edildi. Ayirma jeli karigimi jel
dokme camlar1 arasina iist kistmdan 2 cm kalana kadar dokiildi. Yiikleme jelinin
hazirlanmasi igin kit icerisinde bulunan stacker A ve B soliisyonlarindan 1’er mL alinip
tiipte karigtirildi. Bu karisima 10 pL %10°luk APS ¢ozeltisi ve 2 uL. TEMED ilave edildi.
Hazirlanan yiikleme jeli kisa camin iizerine ¢ikacak sekilde dokiildi (Resim 5). Ardindan
camlar arasina her bir kuyucugu 50 pL hacimli 10 kuyucuklu tarak yerlestirildi.

Polimerizasyon islemi i¢in jeller 30 dk stantta bekletildi.
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Resim 5. Jel dokme isleminin gosterimi

3.2.7.2. Orneklerin Hazirlanmasi

-80°C’den ¢ikarilan ve buz {izerinde muhafaza edilen penis ve MPG
homojenatlarindan jeldeki her bir kuyucuga esit miktarda 30 pg protein yiikleyebilmek
icin gerekli hesaplamalar yapildi. Hesaplanan hacimde mikrosantrifiij tiiplerine alinan
homojenatlar iizerine 5X yiikleme tamponundan eklendi ve son hacim 30 pL olacak
sekilde 1X’e deiyonize su ile seyreltildi. Ornekler vortekslendi ve ardindan 2-3 sn
santrifiijlendi. Ardindan protein denatiirasyonu i¢in Ornekler kaynamakta olan suyun
tzerine konuldu ve 5 dk bekletildi. Bu siirenin sonunda Ornekler vorteklendi, 2-3 sn

santrifiijlendi ve yliklemeye hazir hale getirildi.
3.2.7.3. Elektroforez

Hazirlanan jeller deiyonize suyla yikandi ve yiiklemeyi kolaylagtirmak igin
kuyucuklarin dipleri asetat kalemiyle isaretlendi. Ardindan jeller elektroforez tankina
yerlestirildi ve jeller arasina yiiriitme tamponu dokiilerek sizdirma kontrolii yapildi. Tank
gerekli seviyeye kadar yliriitme tamponu ile dolduruldu. Jellerin taraklar1 ¢ikarildi ve
kuyucuklarin iizerini ortecek sekilde yiiriitme tamponu ilave edildi. Her jelin ilk
kuyucuguna 3 pL molekiil agirlik markorii ve diger kuyucuklara 30 pL’lik 6rnekler
yiiklendi. Yiikleme iglemi tamamlandiktan sonra tank gii¢ kaynagina baglandi ve 80 volta

ayarlanarak elektroforez baslatildi. Yiikleme tamponu ile mavi renk alan Orneklerin
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elektroforez sirasinda jeldeki siiriiklenmeleri izlendi ve uygun noktada elektroforez

sonlandirildi. (Resim 6).

Resim 6. Elektroforez isleminin gosterimi

3.2.7.4. Jelden Membrana Transfer Islemi

Jeldeki oOrneklerin transferi i¢in poliviniliden floriir (PVDF) membranlar
kullanilarak 1slak transfer yontemi uygulandi. PVDF membranlar uygun boyutta kesildi ve
5-10 dk metanol igerisinde orbital ¢alkalayicida bekletildi ve transfere hazir hale getirildi.
Metanolden ¢ikarilan membranlar soguk transfer tamponu igerisinde 15 dk 60 rpm devirde
orbital calkalayicida bekletilerek doygunluga ulasmasi saglandi. Elektroforez sonrasinda
jeller tanktan ¢ikarildi, deiyonize suyla yikandi ve kisa cam altta kalacak sekilde temiz bir
yere birakildi. Ince bir spatula yardimiyla camlar birbirinden dikkatlice ayrildi. Jel
tizerindeki fazlalik bolgeler temiz bir jilet yardimiyla kesildi ve jel soguk transfer
tamponuyla doldurulmus bir kaba aktarildi. i¢inde soguk transfer tamponu bulunan baska
bir kaba transfer kaseti yerlestirildi. Kasetin siyah yiizeyine sirasiyla iki adet transfer
tamponuyla 1slatilmg transfer siingeri ve bir adet whatmann kagidi yerlestirildi. Bir adet
1slak whatmann kagid1 yardimiyla jel alinarak kaset iistiindeki whatmann kagidinin {izerine
yerlestirildi ve ardindan PVDF membran hava kabarcig1 kalmayacak sekilde jelin iizerine
yerlestirildi. Son olarak membran {izerine transfer tamponuyla 1slatilmis iki adet whatmann

kagid1 ve transfer siingeri konularak kaset i¢erigi tamamlandi. Kasetler, transfer tamponu
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ile dolu tankin igerisine siyah yiizeyi anota, seffaf ylizeyi katota gelecek sekilde
yerlestirildi. Buz akiisii ve balik konulan tank , manyetik karigtirict tizerindeki buz dolu bir
kap igerisinde 80 voltta 2 saat transfer islemine birakildi (Resim 7a). Transfer sonrasinda,
transfer isleminin dogrulugunun kontrolii i¢i membranlar Ponceau S ¢ozeltisiyle boyandi
(Resim 7b). Membranda protein bantlar1 goriintir hale geldiginde membranlar deiyonize
suyla yikanarak Ponceau S ¢ozeltisi uzaklastirildi. Ardindan membranlar metanolle 5-10
sn yikandi ve oda sicakliginda 15 dk kurumaya birakildi. Membranlar kuruduktan

metanolle 1slatildi ve 3 kere 10’ar dk TBS-T ¢ozeltisiyle yikandi.

Resim 7. Jelden membrana transfer islemi (@) Islak transfer islemi gosterimi, (b) Transfer
isleminden sonra Ponceau S ile boyanan PVDF membran goriintiisii

3.2.7.5. Bloklama

Membranlar, TBS-T ile yikama isleminin ardindan spesifik olmayan baglanti
bolgelerini kapatmak icin %0.1 Tween 20 iceren TBS ¢dzeltisi iginde hazirlanan %5°lik
yagsiz siit tozu iginde istli kapali olacak sekilde ¢alkalayicida 90 dk bloklama iglemine
tabi tutuldu.

3.2.7.6. Antikorla isaretleme

Primer antikorlar, %0.1 Tween 20 igeren TBS c¢ozeltisi i¢inde hazirlanan %3’liik
BSA igerisinde kullanim kilavuzlarinda 6nerilen konsantrasyonlarda hazirlandi. Diliisyon
oranlart parantez igerisinde belirtilmistir. Membranlar, DKKZ1 (1:500), fibronektin
(1:1000), kaspaz-3 (1:1000), Lamin B1 (1:5000), fosforile GSK3p (1:1500), non-
fosforile- (aktif)-p-katenin (1:2000), B-tiibiilin (1:3000) primer antikorlar1 ile +4°C’de 20
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rpm devirde orbital galkalayicida gece boyunca inkiibasyona birakildi. B-tiibiilin yiikleme
kontrolii olarak kullandi. Lamin B1 ise niikleer fraksiyonda yapilan ¢aligmalarda yiikleme

kontroli olarak kullanildi.

Primer antikorla inkiibasyondan sonra membranlar oda sicakliginda 3 kez 10 dk
TBS-T ¢ozeltisi ile yikandi. Yikamanin ardindan membranlar Anti-rabbit IgG HRP-linked
sekonder antikoru (1:5000) ile 20 rpm devirde orbital ¢alkalayicida 1 saat inkiibasyona
birakildi. Sekonder antikor ¢ozeltisi  %0.1 Tween 20 iceren TBS c¢ozeltisi iginde

hazirlanan %5°lik yagsiz siit tozu igerisinde hazirland.
3.2.7.7. Goriintiileme

Sekonder antikor inkiibasyonu tamamlandiktan sonra membranlar 3 kez 10 dk
TBS-T c¢ozeltisi ile yikandi. Yikamanin ardindan membran temiz bir pens yardimiyla bir
kaba alindi ve ardindan 0.8 mL Clarity Western ECL Substrate soliisyonu (ECL
soliisyonlarinin 1:1 oranindaki karigimi) ile muamele edildi. Membran iizerindeki protein
bantlar1 Bio-Rad ChemiDoc™ MP gériintiileme cihaziyla goriintiilendi. Islemin ardindan
membranlar 3 kez 10 dk TBS-T ile oda sicakliginda 60 rpm devirde orbital ¢alkalayicida
yikandi. Yikamanin ardindan membranlar TBS-T ile islatildi, stre¢ filme sarilarak

saklandi.
3.3. istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar ‘ortalama + ortalamanin Standart hatasi’ olarak
ifade edildi. Istatistiksel analizler GraphPad Prism (Siiriim 5.01; Graphpad Yazilimi, San
Diego, CA, ABD) kullanilarak yapildi. Viicut agirliklari, kan glukoz diizeyleri ve kan
basinct verileri tek yonli ANOVA analizinin ardindan post-hoc Bonferroni testi ile
degerlendirildi. Western blot sonuglar1 gériintii analiz programi kullanarak (Image J, NIH,
ABD) densitometrik olarak degerlendirildi ve ilgili proteinin bant yogunlugu ayni
membran stiindeki p-tiibiilin bant yogunlugu ile oranlanip Nondiyabetik+Tasiyici
grubuna gore normalize edildi. Sitozolik ve niikleer fraksiyonlardan elde edilen western
blot sonuclar ise sitozolik fraskiyonlar igin B-tiibiilin ile niikleer fraksiyonlar i¢in ise
Lamin B1 ile oranlandi. Fonksiyonel verilerin (IKB, OAB) ve protein ekspresyonlarinin
degerlendirilmesinde gruplar arasindaki karsilagtirmalar icin student t-testi kullanildi.
Deney gruplarindaki hayvan sayist (0.8-0.85 gii¢ ve 0.05 oraninda tip 1 hata olasiligina
gore) n=b-7/grup olarak belirlendi. p<0.05 istatistiksel olarak kabul edildi.
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*Nondiyabetik+Tastyic1 grubundan, *Diyabetik+Tasiyic1 grubundan istatistiksel olarak

anlamh farki ifade etmektedir.
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4. BULGULAR
4.1. Viicut Agirhklari, Kan Glukoz Diizeyi ve Kan Basinc1 Verileri

Siganlar deney gruplarina randomize olarak dagitildi ve deney gruplarinin baslangi¢
(0. hafta) viicut agirliklar1 ortalamalar1 arasinda fark bulunmadi (Tablo 2). Deney
protokolii boyunca sicanlarin viicut agirligi haftalik olarak kaydedildi ve deney gruplarinin
haftalara gore viicut agirliklar ortalamalar1 Sekil 16a’da verildi. Diyabetik siganlarin kilo
alim hizlan1 diisiik oldugundan 12. haftanin sonunda tiim diyabetik sigcanlarin (tedavi
edilen veya edilmeyen) viicut agirliklar1 ortalamasi Nondiyabetik+Tasiyict grubu ile
karsilastirildiginda anlamli diigiik bulundu. Siganlarin kan glukoz diizeyleri aylik olarak
kuyruk venlerinden alinan kan orneklerinde glukometre cihazi ile tespit edildi. STZ
uygulamast ile (1. hafta) kan glukoz diizeyinde anlamli artis gozlendi (Sekil 16b). NZ ve
XAV939 tedavilerinin bu parametreler lizerine etkisi olmadi (Sekil 16a ve Sekil 16b).
Deney protokiiliiniin ilk 4 haftas1 icerisinde diyabetik si¢anlarda yaklasik %53 oraninda
olim gergeklesti. Kayip durumunda diyabetik gruplara yeni sicanlar ilave edildi.

Nondiyabetik gruplarda deney protokolii boyunca 6liim gézlemlenmedi.

Tablo 2. Deney gruplarina ait baslangig¢ (0. hafta) viicut agirliklar1 ortalamalart (p>0.05)

Deney gruplar Baslangig viicut agirhg (g) Hayvan sayisi (n)
Nondiyabetik+Tastyici 260.7248.15 7
Diyabetik+Tastyici 259.53+6.72 6
Diyabetik+NZ10 278.35+12.61 6
Diyabetik+NZ25 295.76+20.32 7
Diyabetik+XAV939 270.22+20.33 6
Nondiyabetik+NZ10 324.244+22.23 5
Nondiyabetik+NZ25 318.01+9.54 6
Nondiyabetik+XAV939 285.82+17.80 5
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Sekil 16. Haftalara gore deney gruplarina ait (a) viicut agirhig ve (b) kan glukoz diizeyi ortalamalari. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05
Nondiyabetik+Tasiyici grubu ile karsilagtirildiginda anlamli farka ifade etmektedir (n=5-7).
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4.2. Erektil Fonksiyon Sonug¢lari

Deney protokoliine gore 12. haftanin sonunda sicanlarin erektil fonksiyonu,
kaverndz sinirin 1, 4 ve 8 voltluk elektriksel stimiilasyonu ile IKB &l¢iimii ve bu
dlgiimlerden hesaplanan miKB/OAB ve total IKB/OAB oranlar ile degerlendirildi. Deney
gruplaria ait OAB degerleri arasinda fark bulunmadi (Tablo 3). Kavernoz sinirin 1 voltluk
elektriksel stimiilasyonu ile elde edilen miKB/OAB ve total IKB/OAB oranlar1 gruplar
arasinda fark gostermedi (Sekil 17).

Tablo 3. Deney gruplarina ait OAB degerleri (p>0.05)

Deney gruplar OAB (mmHg) Hayvan sayisi (n)
Nondiyabetik+Tastyici 83.95+6.28 7
Diyabetik+Tastyic1 89.74+6.17 6
Diyabetik+NZ10 83.89+6.82 6
Diyabetik+NZ25 100.20£7.41 7
Diyabetik+XAV939 97.42+3.72 6
Nondiyabetik+NZ10 106.80+3.03 5
Nondiyabetik+NZ25 89.30+9.31 6
Nondiyabetik+XAV939 90.48+4.41 5

53



a 1.04
0.8+
)
S 0.6-
g
2 .41
= I
0.2- T o BB
' i i E i ] Nondiyabetik+Tas1yici
0.0 ki e B Diyvabetik+Tasiyici
1 volt Diyabetik+NZ10
b B8 Diyabetik+NZ25
2.0 E3A Diyabetik+XAV939
) £ Nondivabetik+NZ10
= i [ Nondivabetik+NZ25
5 = T Nondiyabetik+XAV939
= 5 T 'l-
w I 1.0
- B
= E
= Z
= 0.5
0.0
1 volt

Sekil 17. Kavernoz sinirin 1 voltluk elektriksel stimiilasyonu ile elde edilen (a)
mIKB/OAB ve (b) total IKB/OAB degerleri. p>0.05 (n=5-7).

Kavernoz sinirin 1 voltluk stimiilasyonu ile elde edilen miKB/OAB ve total

IKB/OAB oranlarmin gruplar arasi karsilastirilmas1 Tablo 4°te verildi.

Tablo 4. 1 voltluk stimiilasyona ait mIKB/OAB ve total IKB/OAB degerlerinin gruplar
arasi karsilastirilmasi

miKB/OAB

Deney gruplan p degeri
Nondiyabetik+Tag1yic1 — Diyabetik+Tas1yict 0.0615
Nondiyabetik+Tastyict — Diyabetik+NZ10 0.1179
Nondiyabetik+Tastyict — Diyabetik+NZ25 0.0696
Nondiyabetik+Tasiyic1 — Diyabetik+XAV939 0.1938
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Tablo 4. (Devami)

Nondiyabetik+Tastyict — Nondiyabetik+NZ10 0.3733
Nondiyabetik+Tas1yic1 — Nondiyabetik+NZ25 0.1747
Nondiyabetik+Tasiyic1 — Nondiyabetik+XAV939 0.5251
Diyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+NZ10 0.6680
Diyabetik+Tas1yict — Diyabetik+NZ25 0.8635
Diyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+XAV939 0.4319
Total IKB/OAB
Deney gruplan p degeri

Nondiyabetik+Tastyic1 — Diyabetik+Tastyici 0.0805
Nondiyabetik+Tastyict — Diyabetik+NZ10 0.0542
Nondiyabetik+Tastyict — Diyabetik+NZ25 0.1766
Nondiyabetik+Tastyict — Diyabetik+XAV939 0.4478
Nondiyabetik+Tas1yict — Nondiyabetik+NZ10 0.3028
Nondiyabetik+Tas1yict — Nondiyabetik+NZ25 0.1293
Nondiyabetik+Tas1yic1 — Nondiyabetik+XAV939 0.2115
Diyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+NZ10 0.6931
Diyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+NZ25 0.6745
Diyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+XAV939 0.2153

4 ve 8 voltluk stimiilasyonlardaki mIKB/OAB ve total IKB/OAB degerleri ise,
Diyabetik+Tas1yic1 grubunda Nondiyabetik+Tastyic1 grubu ile karsilastirildiginda anlamli
azaldi. Yiksek doz NZ (25 mg/kg) ve XAV939 tedavileri, diyabet nedeniyle azalan
mIKB/OAB ve total IKB/OAB degerlerinde diizelmeye neden olmadi (Sekil 18 ve Sekil
19). Ancak, diisiik doz NZ (10 mg/kg) ile tedavi edilen diyabetik siganlarda miIKB/OAB
ve total IKB/OAB degerleri, Diyabetik+Tasiyic1 grubu ile karsilastirildiginda anlamli

olarak artt1 (Sekil 18, Sekil 19 ve Sekil 20).
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Sekil 18. Kaverndz sinirin 4 voltluk elektriksel stimiilasyonu ile elde edilen
(@) miIKB/OAB ve (b) total IKB/OAB degerleri. ~p<0.01,"p<0.05
Nondiyabetik+Tas1yict grubu ile karsilagtirildiginda; #p<0.05
Diyabetik+Tasiyict  grubu ile karsilastirildiginda anlamli  farki ifade
etmektedir (n=5-7).

Kaverndz sinirin 4 voltluk stimiilasyonu ile elde edilen miKB/OAB ve total

IKB/OAB degerlerinin gruplar aras karsilastirilmasi Tablo 5°te verildi.

Tablo 5. 4 voltluk stimiilasyona ait mIKB/OAB ve total IKB/OAB degerlerinin gruplar
arasi karsilastirilmasi

miKB/OAB

Deney gruplan p degeri
Nondiyabetik+Tastyic1 — Diyabetik+Tas1yict 0.0015
Nondiyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+NZ10 0.3613
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Tablo 5. (Devami)

Nondiyabetik+Tasiyic1 — Diyabetik+NZ25 0.0108
Nondiyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+XAV939 0.1272
Nondiyabetik+Tas1yic1 — Nondiyabetik+NZ10 0.2182
Nondiyabetik+Tastyict — Nondiyabetik+NZ25 0.0644
Nondiyabetik+Tastyict — Nondiyabetik+XAV939 0.7537
Diyabetik+Tasiyic1 — Diyabetik+NZ10 0.0101
Diyabetik+Tasiyic1 — Diyabetik+NZ25 0.7767
Diyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+XAV939 0.2666
Total IKB/OAB
Deney gruplan p degeri

Nondiyabetik+Tastyic1 — Diyabetik+Tastyict 0.0179
Nondiyabetik+Tasiyic1 — Diyabetik+NZ10 0.8629
Nondiyabetik+Tasiyic1 — Diyabetik+NZ25 0.1269
Nondiyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+XAV939 0.4524
Nondiyabetik+Tas1yic1 — Nondiyabetik+NZ10 0.4029
Nondiyabetik+Tastyict — Nondiyabetik+NZ25 0.0630
Nondiyabetik+Tas1yict — Nondiyabetik+XAV939 0.9286
Diyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+NZ10 0.0462
Diyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+NZ25 0.4977
Diyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+XAV939 0.3795
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Sekil 19. Kavernoz sinirin 8 voltluk elektriksel stimiilasyonu ile elde edilen (a)
miKB/OAB ve (b) total IKB/OAB degerleri. ~p<0.001, “p<0.01, "p<0.05
Nondiyabetik+Tas1yict grubu ile karsilagtirildiginda; #p<0.05
Diyabetik+Tasiyic1 grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir
(n=5-7).

Kaverndz sinirin 8 voltluk stimiilasyonu ile elde edilen miKB/OAB ve total

IKB/OAB degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmas: Tablo 6°da verildi.

Tablo 6. 8 voltluk stimiilasyona ait mIKB/OAB ve total IKB/OAB degerlerinin gruplar
arast karsilastirilmasi

miKB/OAB

Deney gruplan p degeri

Nondiyabetik+Tag1tyic1 — Diyabetik+Tas1yict 0.0002
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Tablo 6. (Devami)

Nondiyabetik+Tasiyic1 — Diyabetik+NZ10 0.0671
Nondiyabetik+Tasiyic1 — Diyabetik+NZ25 0.0023
Nondiyabetik+Tasiyic1 — Diyabetik+XAV939 0.0163
Nondiyabetik+Tastyict — Nondiyabetik+NZ10 0.2034
Nondiyabetik+Tastyict — Nondiyabetik+NZ25 0.0543
Nondiyabetik+Tastyict — Nondiyabetik+XAV939 0.1316
Diyabetik+Tasiyic1 — Diyabetik+NZ10 0.0071
Diyabetik+Tastyic1 — Diyabetik+NZ25 0.7822
Diyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+XAV939 0.2573
Total IKB/OAB
Deney gruplan p degeri

Nondiyabetik+Tastyic1 — Diyabetik+Tas1tyici 0.0007
Nondiyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+NZ10 0.6002
Nondiyabetik+Tastyic1 — Diyabetik+NZ25 0.1807
Nondiyabetik+Tastyict — Diyabetik+XAV939 0.3756
Nondiyabetik+Tastyict — Nondiyabetik+NZ10 0.4865
Nondiyabetik+Tas1yict — Nondiyabetik+NZ25 0.0212
Nondiyabetik+Tas1yict — Nondiyabetik+XAV939 0.2316
Diyabetik+Tastyic1 — Diyabetik+NZ10 0.0234
Diyabetik+Tas1yic1 — Diyabetik+NZ25 0.2676
Diyabetik+Tasiyic1 — Diyabetik+XAV939 0.0804
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Sekil 20. (a) Nondiyabetik+Tasiyici, (b) Diyabetik+Tasiyic1 ve (c) Diyabetik+NZ10
gruplarma ait kaverndz sinirin 8 voltluk elektriksel stimiilasyonu sirasinda
kaydedilen IKB ve kan basinci veri kayit 6rnekleri

4.3. Penil Dokuda Protein Ekspresyonu Sonuglari

Fonksiyonel Ol¢timlerin ardindan siganlardan toplanan penis dokularinda Wnt/p-
katenin sinyal yolagindaki DKK1 (endojen Wnt yolag1 ‘upstream’ antagonisti), GSK3p%"
(B-katenin yikici kompleksinin kinaz enzimi), B-katenin (Wnt yolagi ‘downstream’
mediyatorii) ile fibronektin (fibr6z protein) proteinlerinin ekspresyonu western blot
yontemi ile yar1 kantitatif olarak analiz edildi ve karsilastirildi. Hazirlanan total doku
homojenatlarinda yapilan 6n ¢alismalarda, B-tiibiilin (sitozolik protein) ve lamin BI
(niikleer protein) ekspresyonlari degerlendirildi ve homojenatlarin sitozolik ve niikleer

fraksiyonlari igerdigi gosterildi (Sekil 21).
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Sekil 21. Total penis homojenatlarinda B-tiibiilin ve lamin B1 ekspresyonlarini gosteren
temsili memran goriintiisii

4.3.1. Penil Dokuda DKK1 Protein Ekspresyonu

Penil doku homojenatlarinda Wnt yolagi endojen inhibitoérii olan DKKI1
ekspresyonu arastirildi. DKK1 ekspresyonu gruplar arasinda anlamli bir fark gostermedi

(Sekil 22).
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Sekil 22. Peniste DKK1 (29 kDa) ekspresyonu. (a) Temsili membran goriintiisii. (b)
Densitometrik analiz sonuglari. p>0.05 (n=3).

4.3.2. Penil Dokuda GSK3B%¢™ Protein Ekspresyonu

Penil doku homojenatlarinda sitoplazmik B-katenin yikici kompleksinin kinaz
enzimi olan GSK3f’nin, 9. pozisyonundaki serin aminoasit rezidiisiinden fosforillenmis
inaktif formunun ekspresyonu arastirildi. Diyabetik+Tastyic1 grubunda GSK3pSe™
ekspresyonu Nondiyabetik+Tastyict grubu ile karsilastirildiginda anlamhi azaldi. NZ ve
XAV939 tedavilerinin bir etkisi gozlenmedi (Sekil 23).
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Sekil 23. Peniste GSK3pS® (inaktif GSK3B, 46 kDa) ekspresyonu. (a) Temsili
membran goriintiisii. (b) Densitometrik analiz sonuglari.  *p<0.05
Nondiyabetik+Tasiyict grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark: ifade
etmektedir (n=3-4).

4.3.3. Penil Dokuda p-katenin Protein Ekspresyonu

Penil doku homojenatlarinda Wnt/p-katenin sinyal yolaginin hedef proteini olan f3-
kateninin, defosforile haldeki aktif formunun ekspresyonu arastirildi. Diyabetik+Tas1yici
grubunda [B-katenin ekspresyonu Nondiyabetik+Tasiyic1 grubu ile karsilastirildiginda
anlamli azaldi. NZ ve XAV939 tedavileri, diyabetik gruptaki azalma {izerine etki
gostermedi. Nondiyabetik+NZ25 grubunda B-katenin ekspresyonu, Nondiyabetik+Tastyict
ile karsilastirildiginda anlaml diisiik bulundu (Sekil 24).
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Sekil 24. Peniste B-katenin (defosforile haldeki aktif form; 92 kDa) ekspresyonu. (a)
Temsili membran goriintiisii. (b) Densitometrik analiz sonuglari. **p<0.01,
*p<0.05 Nondiyabetik+Tastyic1 grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark:
ifade etmektedir (n=3-4).

4.3.4. Sitozolik ve Niikleer Fraksiyonlarina Ayrilmis Penil Homojenatlarda p-katenin

Protein Ekspresyonu

Wnt/B-kateninin yolag1 aktivitesi sonucu sitoplazmada biriken defosforile haldeki
aktif B-kateninin niikleusa gecer ve hedef genlerin transkripsiyonuna aracilik eder. Bu
nedenle calismamizda penil homojenatlarin  sitozolik ve niikleer fraksiyonlarindaki -
katenin ekspresyonu da degerlendirildi. Sinirli sayida homojenat ile yiiriitilen
caligmalarda, Diyabetik+Tagiyici grubuna ait sitozolik ve niikleer fraksiyonlardaki -
katenin ekspresyonunda Nondiyabetik+Tasiyict grubu ile karsilagtirildiginda azalma
egilimi gorildi (Sekil 25).
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Sekil 25.  Penil homojenatlarin sitozolik ve niikleer fraksiyonlarinda B-katenin (defosforile aktif form; 92 kDa) ekspresyonu. (a) Temsili

membran goriintiileri. (b) Densitometrik analiz sonuglar1 (n=2).
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4.3.5. Penil Dokuda Fibronektin Protein Ekspresyonu

Penil doku homojenatlarinda fibroz protein olan fibronektinin ekspresyonu
arastirildi. Diyabetik+Tasiyic1 grubunda penisteki fibronektin protein ekspresyonu,
Nondiyabetik+Tasiyic1 gruba gore anlamli artti. Diisiik doz NZ (10 mg/kg) tedavisi ise
diyabete bagli fibronektin artigini azaltti (Sekil 26).
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Sekil 26. Peniste fibronektin (262 kDa) ekspresyonu. (a) Temsili membran goriintiisii.
(b) Densitometrik analiz sonuglari. *p<0.05 Nondiyabetik+Tas1yic1 grubu
ile karsilastirildiginda;  #p<0.05  Diyabetik+Tasiyict  grubu ile
karsilastirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir (n=3-4).

4.4. MPG’de Protein Ekspresyonu Sonuclari

Fonksiyonel 6lgiimlerin ardindan siganlardan toplanan MPG dokularinda Wnt/B-

katenin sinyal yolagindaki DKK1 (endojen Wnt yolag1 ‘upstream’ antagonisti), GSK3p%®
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(B-katenin yikici kompleksinin kinaz enzimi), B-katenin (Wnt yolagi ‘downstream’
mediyatorii) ile prokaspaz-3 (apoptoz berlirteci) proteinlerinin ekspresyonu western blot

yontemi ile yar1 kantitatif olarak analiz edildi ve karsilastirildi.
4.4.1. MPG’de DKK1 Protein Ekspresyonu

MPG homojenatlarinda Wnt yolagi endojen inhibitorii olan DKK1 ekspresyonu
arastirildi. DKK1 ekspresyonu gruplar arasinda anlamli bir fark gostermedi (Sekil 27).
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Sekil 27. MPG’de DKK1 (29 kDa) ekspresyonu. (a) Temsili membran goriintiisii. (b)
Densitometrik analiz sonuglari. p>0.05 (n=3).

4.4.2. MPG’de GSK3B%e™ Protein Ekspresyonu

MPG homojenatlarinda sitoplazmik B-katenin yikici kompleksinin kinaz enzimi
olan GSK3f’nin, 9. pozisyondaki Ser rezidiisiinden fosforillenmis inaktif formunun

ekspresyonu arastirildi. Deney gruplari arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 28).
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Sekil 28. MPG’de GSK3p%® (inaktif GSK3p, 46 kDa) ekspresyonu. (a) Temsili
membran goriintiisii. (b) Densitometrik analiz sonuglari. p>0.05 (n=3).

4.4.3. MPG’de B-katenin Protein Ekspresyonu

MPG homojenatlarinda Wnt/B-katenin sinyal yolagmin hedef proteini olan f-
kateninin, defosforile haldeki aktif formunun ekspresyonu arastirildi. Deney gruplari
arasinda  anlamli  bir fark  bulunmadi. Ancak  Diyabetik+Tasiyict  grubu
Nondiyabetik+Tastyict grubu ile karsilasirildiginda B-katenin ekspresyonunda azalma
egilimi gozlendi (Sekil 29).
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Sekil 29. MPG’de B-katenin (defosforile aktif form; 92 kDa) ekspresyonu. (a) Temsili
membran goriintiisii. (b) Densitometrik analiz sonuglar1. p>0.05 (n=3-4).

4.4.4. Sitozolik ve Niikleer Fraksiyonlarina Ayrilmis MPG Homojenatlarinda

B-katenin Protein Ekspresyonu

Wnt/B-kateninin yolag: aktivitesi sonucu sitoplazmada biriken defosforile haldeki
aktif B-katenin niikleusa gegmekte ve Wnt bagimli genlerin transkripsiyonuna aracilik
etmektedir. Bu nedenle c¢alismamizda MPG dokularindaki f-katenin ekspresyonun
sitozolik ve niikleer fraksiyonlarindaki dagilimi da degerlendirildi. Sinirli sayida
homojenat ile yiiriitiilen ¢aligsmalarda, Diyabetik+Tastyic1 grubuna ait sitozolik ve niikleer
fraksiyonlardaki  f-katenin  ekspresyonunda  Nondiyabetik+Tasiyict  grubu ile
karsilastirildiginda azalma egilimi goriildii. Ancak bu azalma egilimi penil dokudaki kadar

belirgin degildi (Sekil 30).
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4.4.5. MPG’de Prokaspaz-3 Protein Ekspresyonu

MPG dokularinda apoptoz belirteci olan prokaspaz-3 ekspresyonu arastirildi.
Deney gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 31).
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Sekil 31. MPG’de prokaspaz-3 (35 kDa) ekspresyonu. (a) Temsili membran goriintiisii.
(b) Densitometrik analiz sonuglari. p>0.05 (n=3-4).
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5. TARTISMA ve SONUC

Insiilin iiretimi ve/veya insiilin etkisindeki bozukluk nedeniyle gelisen kronik
hiperglisemi ile karakterize diyabet, diinya genelinde prevalansi giderek artan gliniimiiziin
en yaygin kronik metabolik hastaliklardan biridir. Hastanin yasam kalitesini olumsuz
etkileyen, morbidite ve mortaliteye neden olan ve saglik harcamalarinda ciddi artisa yol
acan mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlara yol agmasi, diyabeti énemli bir halk
sagligi problemi haline getirmektedir (1, 2). Erektil disfonksiyon (ED), diyabetik
erkeklerde oldukca yaygin goriilen ve yasam kalitesini olumsuz etkileyen Onemli
komplikasyonlardan biridir. Diyabetik ED patogenezinde ndoropati ve endotelyal hasara
bagli olarak gelisen NO etkinligindeki azalmanin ve kavernéz dokudaki fibrotik siire¢lerin
onemli rol oynadigi bilinmekle beraber bu siireclerin mekanizmast tam olarak
aydinlatilamamigtir (3, 4). Giiniimizde ED tedavisinde mevcut tedavi segeneklerinin
diyabetik ED’de etkinliginin kisitli olmas1 ve/veya yan etkileri, yeni tedavi alternatiflerinin

gelistirilmesini gerekli kilmaktadir (40, 70).

Calismamizda diyabetik sicanlarda gelisen ED’de Wnt/B-katenin sinyal yolaginin
rolii ve in vivo IKB 6l¢iimii metotu ile klinikte antihelmintik olarak kullanilan ve bu sinyal
yolagini inhibe ettigi gosterilmis olan NZ ve bu yolagin selektif inhibitériic XAV939’un
diyabetik ED’de terapotik etkisi arastirilmistir.

Calismamizda diyabet, tek doz STZ uygulamasi ile indiiklendi. Pankreas f3
hiicrelerini harap ederek insiilin sekresyonunu azaltan STZ, sicanlarda deneysel tip 1
diyabet geliimine neden olarak diyabet arastirmalaridna yaygin kullanilan bir modeldir
(110). STZ ve alloksan gibi kimyasal ajanla indiiklenen diyabet modelleri, diger transgenik
hayvanlar ve genetik calismalarla elde edilen diyabetik hayvan modellerine gére basit,
uygulamasi kolay ve ekonomiktir. STZ, tekrarlanabilirliginin daha yiiksek ve daha az
toksik olmasi nedeniyle alloksana tercih edilmektedir (126). Calismamizda Sezen ve
arkadaslarinin kullandigr STZ ile indiiklenen tip 1 diyabet modeli ve deney protokolii
uyguland1 (123). Protokole gore; STZ (75 mg/kg;i.p) uygulamasinin ardindan 4. giin
siganlarin kuyruk venlerinden alinan kan 6rneklerinden kan glukoz diizeyleri tespit edildi.
Diyabet oldugu saptanan siganlar (kan glukoz diizeyi>250 mg/dL) komplikasyonlarin
gelisimi i¢in 8 hafta bekletildi. 8. haftanin sonunda ise 4 hafta siire ile deney gruplarina
gore tastyici, NZ (10 ve 25 mg/kg) ve XAV939 (1 mg/kg) uygulamasi yapildi. 12. haftanin

sonunda si¢anlarin erektil fonksiyonu, kavernéz sinirin elektriksel stimiilasyonu ile
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gerceklestirilen in vivo IKB olciimii ile degerlendirildi. Deney protokoliimiiziin
fonksiyonel verilerini olusturan miIKB/OAB ve total IKB/OAB degerleri, kaverndz sinirin
1 voltluk elektriksel stimiilasyonu sonucu gruplar arasinda bir fark géstermedi. Ancak 4 ve
8 voltluk uyarilarda bu iki oran Diyabetik+Tasiyic1 grubunda, Nondiyabetik+Tastyict
grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak azaldi. Bu durum deney modelimizde diyabetik
siganlarda ED’nin basarili bir sekilde indiiklendigini gostermektedir. Literatiirde benzer
sekilde cok sayida calismada, siganlarda farkli deneysel diyabet modellerinde kaverndz
sinirin farkli parametrelerde elektriksel stimiilasyonu ile IKB degerlerinde azalma ve ED
olusumu rapor edilmistir (127-129). Chen ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada, 30
mg/kg dozda i.p STZ uygulamasi1 ve yiiksek yagh diyet ile indiiklenenen tip 2 diyabet
modelinde, diyabetik sicanlarda kavernz sinirin 5 voltluk elektriksel stimiilasyonu ile elde
edilen mIKB/OAB degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli azaldig gdsterilmistir (130).
40 mg/kg dozda i.p STZ uygulamas: ile indiiklenen tip 1 diyabet modelinde, kavernoz
sinirin 7.5 voltluk elektriksel stimiilasyonu ile elde edilen miKB/OAB degerlerinin
diyabetik siganlarda anlamli azaldigr bulunmustur (131). Carneiro ve arkadaslari obez
olmayan spontan tip 2 diyabet Goto-Kakizaki si¢anlarda, kavernoz sinirin 0.2-20 Hz arasi
farkli frekanslarda 6 voltluk elektriksel stimiilasyonu ile elde edilen miKB/OAB
degerlerini kontrol Wistar siganlarinkinden anlamli diisiik bulmustur (132). Calismamizda
klinikte antihelmintik olarak kulanilan ve Wnt/B-katenin sinyal yolagini inhibe ettigi
bilinen NZ’nin ve bu yolagin selektif inhibitérii XAV939’un in vivo IKB 6lgiimii ile
sicanlarda erektil fonksiyon iizerine etkileri aragtirildi. Literatiirde NZ’nin Wnt/B-katenin
sinyali inhibitor etkinligi daha ¢ok in vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda gésterilmistir. in
vivo deney modellerinde NZ’nin Wnt sinyali inhibitor etkinligini gosteren ¢alismalar
kisithdir. Osada ve arkadaslari tarafindan insan kolorektal kanser hiicresi implante edilmis
farelerde, 2-3 hafta boyunca giinde 100 ve 200 mg/kg dozlarda oral gavaj ile uygulanan
NZ tedavilerinin Wnt/B-katenin sinyal yolagii inhibe ederek tiimor hacmini kiiciilttiigii
gosterilmistir (117). Morin ve arkadaslari, bleomisin ile indiiklenen sistemik sklerozis
modelinde, farelere 6 hafta siireyle haftada 5 giin 10 mg/kg dozda i.p uygulanan NZ
tedavisinin akciger ve deride fibroz gelisimini dnledigini ve bu etkinin Wnt/B-katenin
sinyal yolagi inhibisyonu ile iligkili oldugunu gostermistir (133). Ayni arastirmact grubu,
5 hafta siireyle haftada 5 giin 10 mg/kg dozda i.p uygulanan NZ tedavisinin farelerde Graft
versus host hastaligit modelindeki iyilestirici etkisinde NZ’nin Wnt/p-katenin sinyali

tizerindeki inhbitor etkisinin rol oynadigint géstermistir (134) Bu ¢alismalar g6z oniiniinde
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bulundurularak ¢alismamizda NZ dozlar olarak 10 mg/kg ve daha yiiksek bir doz olan 25
mg/Kg segilmistir. NZ’nin oral yaralaniminin diisiik olmast nedeniyle i.p uygulama tercih
edildi. NZ’yi i.p uygulamaya elverisli tasiyici ¢6zeltinin belirlenmesi i¢in 6n ¢aligmalar
yapildi. %1 DMSO, %5 Tween 80 ve fosfat tamponlu salinden olusan ¢ozelti tasiyici
olarak belirlendi, gelistirilen bu ¢ozelti ile NZ’nin i.p uygulamasina uygun yeni bir tasiyici
literatlire kazandirilmis oldu. Deney gruplarina gére NZ, 10 ve 25 mg/kg dozlarda 4 hafta
boyunca tasiyici igerisinde i.p olarak uygulandi. NZ tedavileri boyunca hayvanlarda 6liim
veya herhangi makroskobik bir toksisite bulgusuna rastlanmadi. Sonuglarimza gore,
yiiksek doz NZ (25 mg/kg) ve XAV939 (1 mg/kg) tedavileri diyabete bagli miKB/OAB
ve total IKB/OAB degerlerindeki azalmalar iizerinde etki gostermedi. Ancak, diisiik doz
NZ (10 mg/kg) uygulamasi ise mIKB/OAB ve total IKB/OAB degerlerindeki diyabete
bagl disiisti azaltti. Fonksiyonel veriler 4 hafta siire ile 10 mg/kg dozda uygulanan NZ
tedavisinin siganlarda diyabetik ED’de koruyucu etkisini gostermektedir. Selektif inhibitor
olan XAV939 ile tedavinin etkili olmamasi, 10 mg/kg dozda NZ tedavisi ile erektil
fonksiyonda go6zlemlenen iyilestirici etkinin Wnt/B-katenin sinyali inhibisyonundan

bagimsiz oldugunu diisiindiirmektedir.

Wnt/B-katenin sinyal yolag1 embriyonik gelisim ve yetiskin doku homeostazisinde
hiicre farklilagmasi, proliferasyonu ve migrasyonu gibi temel biyolojik siireclerin
yiriitiilmesinde 6nemlidir (77). Bu sinyal yolag: glikoprotein yapili sisteince zengin Wnt
proteinlerinin FZD ve koreseptor olan LRP-5/6 proteinine baglanmasi ile aktive olur. Wnt-
FZD-LRP5/6 kompleksi, sitoplazmada bulunan Dvl proteinin FZD’ye baglanmasina ve
boylece axin, GSK3p, CKIve APC’den olusan yikici kompleksin inhibisyonuna yol agar.
Bu durumda yikict kompleksin fosforilasyonundan ve ardindan protozomal
degradasyondan kurtulan defosforile haldeki aktif B-katenin sitoplazmada birikir, niikleusa
girerek TCF/LEF1 transkripsiyon faktoriine baglanir ve onu aktive eder. TCF/LEF1-§-
katenin kompleksi, DNA’nin uygun bolgesine baglanarak hiicre proliferasyonu,
farklilagsmasi, apoptoz gibi birgok biyolojik siiregte rol alan Wnt hedef genlerinin
transkripsiyonuna aracilik eder (78, 80). Son yillarda yapilan ¢alismalar, Wnt/B-katenin
sinyal yolag1 aktivitesindeki bozukluklarin kanser ve norodejeneratif hastaliklar disinda

diyabetik komplikasyonlara da aracilik ettigini gostermistir (94, 103, 107, 109).

Diyabetik ED gelisiminde ve diisik doz NZ tedavisinde goriillen fonksiyonel

diizelmede Wnt/B-katenin sinyal yolaginin roliinii ve mekanizmasini aydinlatmak amaciyla
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MPG (DKK1, defosforile haldeki aktif B-katenin, GSKSB>®™® ve prokaspaz-3) ve penis
dokularinda (DKK 1, defosforile haldeki aktif p-katenin, GSKSB®¢® ve fibronektin) protein

ekspresyonlar1 western blot yontemi ile degerlendirildi.

Western blot sonuglarimza gore; MPG ve peniste endojen Wnt/B-katenin yolagi
inhibitorii olan ve bu yolak ilgili ¢alismalarda yolagin negatif regiilatorii olarak en gok
arastirilan DKK1 proteini ekspresyonlarinda gruplar arasinda fark gézlenmedi. Literatiirde
diyabetik durumlarda serum DKKI1 diizeyinin arttigini gosteren raporlar bulunmaktadir.
Martin ve arkadaslar1 kardiyovaskiiler hastalig1 bulunan tip 2 diyabetlilerde serum DKK1
seviyesini yliksek bulmuslardir ve tip 2 diyabet hastalarinda serum DKKI1 seviyesindeki
her 28 pg/mL'lik yiikselmenin kardiyovaskiiler hastalik riskinde % 6.2'lik artisa yol
actigint bildirmislerdir (135). Baska bir calismada, cocuk ve yetiskin tip 1 diyabet
hastalarinda serum DKKI1 diizeyi yiiksek bulunmus ve DKK1’in hastalarda osteoblast
aktivitesini azaltarak ve osteoklast aktivitesini artirarak tip 1 diyabete bagli osteopeniye
katkida bulundugu gosterilmistir (136). Shen ve arkdaslari, STZ ile tip 1 diyabet
olusturulmus siganlarin hipokampusunda DKKI1 ekspresyonun arttigini ve ghrelin
tedavisinin bu artis1 Onleyerek oOgrenme ve bellegi olumlu yonde etkiledigini

gostermiglerdir (137).

GSK3p, B-katenin yikict kompleksinde yer alan bir Ser/treonin kinazdir. GSK3p3,
Wnt/B-katenin sinyali inaktif iken yikic1 kompleksteki diger bir kinaz olan CKI1 ile [-
kateninin fosforilasyonuna ve degradasyonuna aracilik eder. Ancak, yolak aktive
oldugunda GSK3p 9. pozisyondaki Ser rezisiidiinden fosforillenir (GSKSB®®) ve inhibe
olur, B-katenin fosforillenemez ve defosforile haldeki aktif B-katenin sitoplazmada birikir.
Ardindan niikleusa transloke olan B-katenin, Wnt hedef genlerinin transkripsiyonunu uyarir
(90, 92). Birgok deneysel caligmada Wnt/B-katenin sinyal yolagi aktivitesi, f-katenin ve
GSK3p protein ekspresyonlarinin birlikte arastirilmasi ile degerlendirilmektedir. Dokuda
velveya hiicrede inaktif form olan GSKSPS®® ve B-katenin ekspresyonlarinda azalma
Whnt/p-katenin sinyal yolagi inhibisyonuna; GSKSB®"® ve B-katenin ekspresyonlarinda
artma ise Wnt/p-katenin sinyal yolagi aktivasyonuna isaret etmektedir (138-140). Penil
dokudaki western blot Ssonuclarimiza goére; Nondiyabetik+Tasiyict grubu ile
karsilastirildiginda Diyabetik+Tastyic1 grubunda defosforile haldeki aktif p-katenin ve
GSKSB®"™ protein ekspresyon diizeyleri anlamli azaldi. Ayrica smirli sayida penis

dokusunun sitozolik ve niikleer fraksiyonlarinda yapilan western blot analizlerinde de aktif
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B-katenin diizeyinin Diyabetik+Tasiyic1 grubunda azalma egiliminde oldugu goriildi. Bu
sonuglar, diyabetik siganlarin penislerinde Wnt/B-katenin sinyal yolagi aktivitesinin
azaldigim1 gostermektedir. MPG dokularinda yapilan analizlerde ise aktif B-katenin ve
GSKSB®™ protein ekspresyonlarinda Diyabetik+Tasiyici grubunda Nondiyabetik+Tastyici
grubuna gore azalma egilimi goriildii; ancak gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi.
Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde diyabetin Wnt/B-katenin sinyal aktivitesi
tizerindeki etkisinin dokuya gore degiskenlik gosterdigi goriilmektedir. Hsu ve arkadaslari
yaptiklar1 bir ¢alismada; diyabetik sican bobreklerinde defosforile haldeki aktif f-katenin
ekspresyonunun kontrol grubuna gore azaldigini ve NO donorleri ile tedavinin Wnt/pB-
katenin sinyalini artirarak apoptoz ve fibrozisi engelledigini gostermislerdir (141). Ni ve
arkadaslar1 da diyabetik si¢anlarin kemik dokusunda niikleer B-katenin diizeyinin kontrol
grubuna gore azaldigini, Wnt/B-katenin sinyali hipoaktivitesinin osteogenez ve adipogenez
arasindaki dengeyi olumsuz etkileyerek kemik kaybma neden oldugunu bildirmislerdir
(111). Zhonag ve arkdaglari sican diyabetik noropati modelinde, diyabetik sicanlarin
spinal kordlarinda Wnt10a ve B-katenin ekspresyonlarinin arttigini gostermislerdir (142).
Benzer sekilde Resham ve arkdaglari da sican diyabetik periferal noropati modelinde
diyabetik si¢anlarin siyatik sinirlerinde, arka kok gangliyonlarinda ve spinal kordlarinda f3-
katenin ekspresyonunun arttigini tespit etmislerdir (108). Sonuglarimza gére Nondiyabetik
siganlarin yiiksek doz NZ (25 mg/kg) ile tedavisi, Nondiyabetik+Tasiyic1 grubu ile
karsilastirildiginda penil dokuda aktif B-katenin ekspresyonunda anlamli azalmaya neden
oldu, bu sonu¢ 25 mg/kg dozda NZ’nin Wnt/B-katenin yolagini inhibe ettigini
gostermektedir. Wnt/B-katenin yolaginin selektif inhibitorii olan XAV939 hem penis hem
de MPG dokularinda aktif B-katenin diizeyinde azalmaya neden olmadi. Bunun nedeni
caligmamizda kullanilan XAV939 dozu (1 mg/kg) ile iliskili olabilir. Literatiirde
XAV939’un c¢esitli dozlarda in vivo Wnt/B-katenin inhibisyonu yaptigini gdsteren
caligmalar bulunmaktadir. 0.1, 5 ve 10 mg/kg gibi dozlarda ¢esitli in vivo deney
modellerinde XAV939’un Wnt/B-katenin yolagi inhibisyonu olusturdugu gosterilmistir
(143, 144, 145). Western blot sonuglarimiz, diyabetik siganlarin penislerinde Wnt/p-
katenin yolaginin inhibe oldugunu ve yolak proteinlerinin diyabete bagli ekspresyon
degisikliklerinin peniste MPG’ye kiyasla daha belirgin oldugunu gosterdi. Elde edilen bu
verilerden yola ¢ikilarak Wnt/B-katenin  yolagi inhibisyonunun diyabetik ED
patofizyolojisinde noronal siireglerden ¢ok diiz kastaki olaylar ile iligkili olabilecegini

distindiirmektedir.
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Penil fibrozis diyabetik ED patogenezinde 6nemli yer alir (34). Wnt/B-katenin
sinyal yolaginin fibrotik siireclerde rol oynadigi gosterilmistir. Hepatik fibrozis
olusumunda, hepatik uydu hiicrelerinde Wnt/pB-katenin sinyal yolaginin aktive oldugu ve
profibrotik proteinlerin ekspresyonuna aracilik ettigi bulunmustur (146). Chen ve
arkadaslar1 bleomisin ile indiiklenen pulmoner fibrozis modelinde, bleomisin tedavisinin
in vitro ve in vivo olarak Wnt/B-katenin sinyalini aktive ettigini gostermislerdir. Wnt/j-
katenin sinyal yolagmin selektif inhibitérii XAV939, TGF-B1 ve fibroblast biiyiime
faktorii-2 ekspresyonunu azaltarak bleomisin ile indiiklenen pulmoner fibrozisi azaltmistir
(147). Diger taraftan Wnt/B-katenin yolagi aktivasyonun, glomeriiler mezengial hiicreleri
yiiksek konsantrasyon glukozla indiiklenen fibrozisten korudugu gosterilmistir (105). Bir
ekstraselliiler matriks proteini olan fibronektin kolajen, biiyiime faktorleri ve hiicre yilizeyi
integrinlerine baglanarak fonksiyonlarini meydana getirir. Tiimdr gelisimi, doku onarimi
stireclerinde 6nemli rolii olan fibronektin, deneysel ¢aligmalarda fibrozis belirteci olarak
kullanilmaktadir (148, 149). Calismamizda western blot yontemi ile penil dokuda
fibronektin protein ekspresyon diizeyi degerlendirildi. Nondiyabetik+Tastyict grubu ile
karsilastirildiginda Diyabetik+Tasiyict grubunda penil fibronektin ekspresyon diizeyi,
anlamli olarak artti. Sonuglarimiza benzer sekilde STZ ile indiiklenen diyabet modelinde
diyabetik sigan penislerinde fibronektin ekspresyonlarinda artma gosterilmistir (150).
Diisiik doz NZ (10 mg/kg) uygulamasi ise diyabete bagl fibronektin artisin1 anlamli olarak
azaltti. Bu sonuglar, 10 mg/kg dozda NZ tedavisinin peniste diyabete bagli fibrozisi
azaltigini gostermektedir. Boyapally ve arkadaslari yaptiklari bir ¢alismada farelerde
bleomisin ile indiiklenen pulmoner fibrozis modelinde, 10 mg/kg dozda NZ tedavisinin
akciger dokusunda TGF-Bl/smad yolagi ve fibronektin proteinlerinin ekspresyonunu

azaltarak fibrozisi engelledigini rapor etmiglerdir (151).

Diyabetik noropatiye bagli olarak gelisen apoptoz ve sonucunda noéronal NO
etkinligindeki azalma diyabetik ED’nin 6nemli mekanizmalarindan biridir (30). Wnt/B-
katenin sinyal yolaginin apoptoz ile iliskisini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. Diyabetik
sicanlarda kanonikal Wnt sinyal yolagi aktivasyonunun miyokardiyal hasara ve
kardiyomiyosit apoptozuna aracilik ettigi gosterilmistir. Podosit hiicre kiiltiirleriyle yapilan
caligmalarda hiperglisemik kosullarin hiicrelerde kanonikal Wnt yolagini aktive ederek
apoptoza yol agtigr bulunmustur. Wnt antagonisti DKK1 uygulamasi ise podositlerde
gozlemlenen apoptozu azaltmistir (104). Diger taratfan siganlarda spinal kord hasari

modelinde rapamisinin Wnt/p-katenin yolagi aktivasyonu ile kaspaz-3 ekspresyonunu ve
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apaoptozu azalttig1 gosterilmistir (152). GSK-3[ antagonistleri olan LiCl ve SB216763,
Wnt/B-katenin yolagin1 aktive ederek dopaminerjik ndronlarda rotenon ile indiiklenen
apoptozu engellemistir (153). Bir sistein proteaz olan kaspaz-3 apoptozda gorev alan
onemli proteinlerden biridir. Hiicrede inaktiftir ve prokaspaz seklinde bulunur. Kaspaz-3
aktivasyonu, prokaskapaz-3’iin proteolitik olarak pargalanmasi ile gergeklesir. Aktif
kaspaz-3 ise DNA fragmantasyonu sonucu apoptoza neden olur (154, 155). Calismamizda
diyabete bagli noronal apoptozu ve ilag tedavilerinin noronal apoptoz lizerine etkisini
arastirmak i¢cin MPG dokularinda prokaspaz-3 protein ekspresyon diizeyleri western blot
yontemi ile degerlendirildi. Apoptotik belirteglerden biri olan prokaspaz-3 ekspresyonu

gruplar arasinda fark gostermedi.

Sonug olarak bu ¢aligmada tip 1 diyabet olusturulmus siganlarda gelisen ED’de bir
Wnt/B-katenin yolagi inhibitérii NZ ile 10 mg/kg dozda uygulanan tedavinin koruyucu
etkinligi ortaya konmustur. Caligma kapsaminda diyabetik ED’de MPG ve penis
dokularinda Wnt/B-katenin yolagi proteinlerinin ekspresyonlar1 ilk kez degerlendirilmistir.
Molekiiler ¢aligma verilerimize gore, diyabetik ED’de penil dokuda Wnt/B-katenin
yolaginin inhibe oldugu goriiliirken, MPG de ise inhibisyona egilim goriilmekle birlikte
anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Fonksiyonel diizelme gosteren diisik doz NZ
tedavisinin diyabette goriilen fibroziste etkili oldugu bulunmustur. Bu veriler 1s1ginda,
diyabetik ED’de Wnt/B-katenin yolagi inhibisyonunun agirlikli olarak diiz kaslarla iliskili
oldugu ve NZ’nin de Wnt/B-katenin yolagi inhibisyonundan bagimsiz olarak ve nispeten
antifibrotik bir mekanizma ile fonksiyonel iyilesme sagladig diisiiniilmektedir. NZ’nin etki
mekanizmasimin aydinlatilmasina yonelik ¢alismalar gereklidir. Ileri calismalar ile klinikte
kullanilan ucuz bir ilag olan NZ’nin diyabetik ED tedavisinde maliyet etkin bir terapotik

alternatif olma potansiyeli ayrintili degerlendirilmelidir.
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