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ÖZET 

Kavernöz Sinir Hasarıyla Ġndüklenen Erektil Disfonksiyonda Riluzolün 

Nöroprotektif Etkisinin Ġncelenmesi 

Periferik nöropati; metabolik hastalıklar, travmalar ve ilaçlar gibi birçok farklı 

nedenle periferik nöronlarda ve destek hücrelerinde meydana gelen ciddi bir 

disfonksiyondur. Radikal prostatektomi, periferik nöropati kaynaklı olduğu kabul edilen, 

ameliyat sonrası komplikasyonların sık görüldüğü cerrahi bir iĢlemdir. Cerrahi iĢlem 

sırasında öngörülmeyen nöronal hasardan kaynaklanan erektil disfonksiyon (ED) 

mekanizmaları tam olarak aydınlatılamamıĢ önemli bir komplikasyondur. Bu çalıĢmada 

amiyotrofik lateral sklerozis (ALS)’nin tedavisinde kullanılan ilk ilaç olan riluzolün, ilaç 

yeniden amaçlandırma/yeniden konumlandırılması kapsamında sıçan bilateral kavernöz 

sinir hasarı modeli (BKSH) sonucu geliĢen ED’ye etkisi ve bu etkiye aracılık ettiğini 

düĢündüğümüz PKC β ve glutamat taĢıyıcılarıyla (GT) iliĢkisi incelendi.  

YetiĢkin Sprague-Dawley erkek sıçanlara (275-400 g) sham operasyonu veya 

BKSH hasarı sonrası 1, 7 ve 15 günlük riluzol (8 mg/kg/gün; i.p.) veya taĢıyıcı tedavisi 

uygulandı (n=5-7/grup). In vivo erektil fonksiyon maksimum intrakavernöz basınç 

(mĠKB)/ortalama arteriyel basıncı (OAB) ve total ĠKB/OAB oranları olarak değerlendirildi. 

Belirlenen yolaklara iliĢkin protein ekspresyonlarındaki değiĢiklikler western blot 

tekniğiyle incelendi. BKSH sonrası 7 ve 15. günde mĠKB/OAB ve total ĠKB/OAB oranları 

anlamlı olarak azalırken 1 gün sonrasında herhangi bir değiĢiklik saptanmadı. BKSH 

sonrası 7 günlük riluzol tedavisi erektil fonksiyondaki azalmayı önleyemezken 15 günlük 

riluzol tedavisi erektil fonksiyondaki azalmayı önledi. 7 ve 15 günlük riluzol tedavisi alan 

sıçanların önemli bir kısmında spontan ĠKB artıĢı gözlendi. BKSH sonrası peniste p-PKC β 

II ekspresyonu azalırken 15 günlük riluzol tedavisi azalmayı önledi. BKSH sonrası majör 

pelvik gangliyonda (MPG) GT ekspresyonları azalırken 15 günlük riluzol tedavisi eksitatör 

aminoasid taĢıyıcısı-2 (EAAT-2) ekspresyonunda gözlenen azalmayı önledi. Sonuç olarak, 

riluzol tedavisinin beklenmedik Ģekilde spontan ereksiyonlara neden olduğu ve uzun 

dönem riluzol tedavisinin sinir hasarı sonucu geliĢen erektil fonksiyondaki azalmayı 

önlediği görüldü. Riluzolün bu terapötik etkisinden fosfo-PKC β II ve GT’lerden EAAT-2 

ekspresyonunda meydana getirdiği değiĢikliklerin sorumlu olduğu düĢünülmektedir. 

Anahtar Sözcükler: Glutamat taĢıyıcısı, Ġntrakavernöz basınç, Majör pelvik gangliyon, 

Protein kinaz C beta, Sıçan  
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ABSTRACT 

Investigation of Riluzole Neuroprotective Effect on Erectile Dysfunction Following 

Cavernous Nerve Injury 

Peripheral neuropathy is a serious dysfunction of peripheral neurons and supporting 

cells caused by various factors such as metabolic diseases, trauma and drugs. Erectile 

dysfunction (ED) is the impairment of erectile capacity which is a highly prevalent 

complication after radical prostatectomy and the underlying mechanisms remain 

incompletely defined. In this study, we aimed to evaluate the potential use of riluzole 

which is the first clinically approved drug used for the treatment of amyotrophic lateral 

sclerosis (ALS), in the context of drug repurposing/repositioning by investigating the 

effects of riluzole in a rat model of bilateral cavernous nerve injury (BCNI) and to clarify 

the potential role of PKC-β and glutamate transporters (GT) pathways. 

Male Sprague-Dawley rats (275-400 g) underwent BCNI or sham injury. Rats were 

then divided into vehicle or riluzole (8mg/kg/day, i.p.) treatment groups for 1, 7 or 15 days 

(n=5-7/group). In vivo erectile function was evaluated using maximum intracavernous 

pressure (mICP)/mean arterial pressure (MAP) and total ICP/MAP ratios. Protein 

expression levels were examined by western blot technique. mICP/MAP and total 

ICP/MAP were lower in BCNI groups compared with sham groups at 7 and 15 days 

without a change at 1 day post-injury. Riluzole treatment for 15 days prevented the 

decrease in erectile function compared with vehicle treatment following BCNI although 

erectile function was not different with 7-days riluzole treatment. Spontaneous ICP 

increases were observed in most of rats receiving riluzole treatment for 7 or 15 days. 

phospho-PKC β II expression was significantly reduced after 7 and 15 days post-injury in 

the penis that was prevented by 15-days of riluzole treatment. While GT protein expression 

decreased in major pelvic ganglion (MPG) post-injury, 15-days riluzole treatment 

prevented the decrease in EAAT-2 expression. In conclusion, long-term riluzole treatment 

has been shown to prevent a decrease in erectile function and unexpectedly 7 and 15-days 

riluzole treatment caused spontaneous erections. Changes in protein expressions of EAAT-

2 and phospho-PKC β II appear to be responsible for the therapeutic effects of riluzole. 

Keywords: Glutamate transporter, Intracavernous pressure, Major pelvic ganglia, Protein 

kinase C beta, Rat                
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1. GĠRĠġ ve AMAÇ 

Metabolik hastalıklar, toksinler, enfeksiyonlar, ilaçlar ve özellikle travmalar baĢta 

olmak üzere birçok çeĢitli nedenle periferik sinir sistemi nöronları ve destek hücrelerinde 

geliĢen disfonksiyon olarak tanımlanan periferik nöropati, radikal prostatektomi sonrası 

gözlenen komplikasyonların da ana nedenini oluĢturmaktadır. Prostat kanseri Amerika 

BirleĢik Devletleri’nde (ABD) erkek yetiĢkin bireyler arasında en sık rastlanan kanser 

tipidir (1, 2). Tüm dünyada her yıl yaklaĢık 900.000 kiĢi prostat kanseri tanısı almaktadır 

ve tanı alan hastaların önemli bir kısmı radikal prostatektomi operasyonu geçirmektedir (3). 

Bu operasyon sırasında; mesane, prostat, penis ve diğer alt üriner sistemi inerve eden 

sinirlerin zarar görmesini engelleyici, sinirlerin korunduğu tekniklerin geliĢtirilmesine 

rağmen günümüzde hala radikal prostatektomi geçiren bireylerde %14-90 arasında ED 

geliĢtiği gözlenmiĢtir (4). Radikal prostatektomi ile indüklenen baĢta ED olmak üzere 

üriner inkontinas ve benzeri ürogenital komplikasyonların etkin tedavi edilememesi 

hastaların yaĢam kalitelerini önemli oranda azaltan klinik problemlerdir.  

Erektil fonksiyon santral ve periferik nöronal mekanizmaların stimülasyonuyla 

korpus kavernozum düz kasının kasılma ve gevĢemesinin kontrol edildiği kompleks 

nörovasküler bir olaydır (5). Penil doku otonomik (sempatik-parasempatik) ve somatik 

(duyusal-motor) nöronlarla inerve edilir. Spinal kord ve periferik gangliyondan çıkan 

sempatik ve parasempatik sinir lifleri KS’leri oluĢturarak korporal düz kas dokusuna 

yayılır. Korpus kavernozum ve korpus spongiozum erektil cevabın safhalarındaki 

nörovasküler olaylardan sorumludurlar. Bu nedenle beyin, spinal kord ve bu inervasyonu 

etkileyen herhangi bir hastalık ve/veya travma bu kompleks yapıyı ve nörovasküler 

fonksiyonu etkileyerek ED’ye neden olacaktır (6). Özellikle KS’lere yakın komĢulukta 

bulunan pelvik organlara yapılacak bir cerrahi müdahale, bası, çekme hareketi veya 

koagülasyona bağlı geliĢecek olan nöropraksi; sinir lifi dejenerasyonuna, nokturnal erektil 

fonksiyon kaybına neden olarak ED ve inkontinans geliĢimi ile sonuçlanabilmektedir (7). 

Radikal prostatektomi sonucu geliĢen ED’nin esas olarak dokuların inervasyonunu 

sağlayan sinirlerin hasarı/dejenerasyonu kaynaklı olduğu düĢünülse de altında yatan 

komplike bir patofizyolojik durum ve halen aydınlatılamamıĢ birçok mekanizma olduğu 

tartıĢılmaktadır (8). Ġnervasyonu sağlayan pelvik sinir lifleri hasarlanmaya bağlı olarak 

dejenerasyona uğrarken, penis dokusunda bu süreçte azalan inervasyon ve tam olarak 
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bilinmeyen faktörlere bağlı vasküler yetersizlikler korporal düz kas dokusunun müsküler 

özelliklerini kaybetmesine, inflamatuvar ve fibrotik değiĢikliklere yol açmaktadır (7, 8).  

Organ ve dokuları inerve eden periferik sinirlerin travmatik veya endokrin 

hastalıklar nedeniyle hasar görmesi, gerek sinirlerde gerekse dokularda geri dönüĢümlü 

veya geri dönüĢümsüz yapısal ve fonksiyonel bozukluklara yol açmaktadır. Mevcut tedavi 

Ģekilleri bu değiĢiklikleri önleme veya düzeltmede yeterli etkinlikte değildir ve bu nedenle 

periferik nöropati patofizyolojisinde rol oynayan yeni mekanizmaların anlaĢılması, 

nörorejeneratif/nöroprotektif etkiyi hedefleyen yeni muhtemel terapötik ajanların 

bulunması ve geliĢtirilmesi önemlidir. 

Riluzol (2-amino-6-(triflorometoksi) benzotiazol), ilk olarak antikonvulsan, 

anksiyolitik ve anestezik özellikleriyle keĢfedilmesine rağmen günümüzde nörodejeneratif 

bir hastalık olan ALS' nin tedavisinde kullanılan etkisi kanıtlanmıĢ ilk ilaç olup, 1996 

yılında ALS tedavisi için FDA (Food and Drug Administration) tarafından onaylanmıĢtır 

(9, 10). Riluzolün ALS hastalığındaki etkinliğinin nöron koruyucu etkisine bağlı olduğu 

düĢünülmektedir (11). Riluzolün nöron koruyucu etkisinin mekanizması kesin olarak 

bilinmemekle birlikte çeĢitli hücresel hedefler ve yolaklar önerilmiĢtir. Farklı çalıĢmalarda 

riluzolün hacme-duyarlı klorür kanallarını (12), voltaj-bağımlı kalsiyum kanallarını (13), 

N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptör aracılı kanalları inhibe ettiği ileri sürülmüĢtür (14). 

Bir baĢka çalıĢmada ise riluzolün sitozolik fosfolipaz A2 (cPLA2)'yi inhibe ederek 

araĢidonik asit oluĢumunu azalttığı ve bu Ģekilde antioksidatif etki gösterdiği ifade 

edilmiĢtir (15). Bu etkilerinin yanında riluzolün nöronal ölümün önemli 

mekanizmalarından biri olan glutamerjik eksitotoksisiteyi GT’leri aktive ederek önlediği, 

bu etkinin de nöroprotektif mekanizmalarından biri olduğu diğer çalıĢmalarda öne 

sürülmüĢtür (16, 17). Ayrıca riluzolün oksidatif nöronal hasar oluĢumunda rol oyanayan 

PKC β  inhibitörü etkinliği de bilinmekte ve bu konudaki araĢtırmalar devam etmektedir 

(18). Özellikle periferik sinir hasarı ve diyabet sonucu periferik nöropati geliĢimini takiben 

PKC-β II alt tipinin aktive olduğu ve riluzol tedavisinin bu alt tipi inhibe ederek 

nöroprotektif etki gösterdiği saptanmıĢtır (19–21).  

Sonuç olarak mevcut durumda riluzol, klinikte ALS gibi nörodejeneratif temelli bir 

hastalığın tedavisinde ispatlanmıĢ terapötik etkinliği ve tolere edilebilir yan etkileri 

sebebiyle güvenle kullanılmakta olan bir ajandır. Güvenli doz aralıklarının ve 

farmakokinetik profilinin ayrıntılı olarak belirlenmiĢ olması farklı endikasyonlarla 
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kullanılabilmesinin önünü açmaktadır. Günümüzde, bu Ģekilde klinik kullanımı olan 

ilaçların yeni klinik endikasyonlar için araĢtırılması olarak tanımlanan yeniden 

amaçlandırma/ yeniden konumlandırma, (drug repurposing and repositioning) ilaç 

araĢtırma ve geliĢtirilmesinde güncel ve önemli bir yaklaĢımdır. Bu sebeple, bu çalıĢma 

kapsamında nörodejenerasyonun temel etken olarak karĢımıza çıktığı radikal prostatektomi 

sonucu geliĢen ED modeli olarak kullanılan sıçan BKSH modelinde riluzolün etkinliği ve 

bu etkide PKC β II ve GT’lerin rolü incelenmiĢtir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Erektil Fonksiyon 

2.1.1. Penisin Anatomik Yapısı 

Ġnsanda penis; bölünmüĢ iki adet korpus kavernozum ve ventral kısımda yerleĢmiĢ 

korpus spongiozum yapısından oluĢmaktadır. Korpus spongiouzum üretrayı içine alır ve 

distalde glans penisle birleĢir. Korpus kavernozum ve spongiozum tunika albuginea adı 

verilen fibröz bir kılıfla çevrilidir. Ġki korpus kavernozum arasında bir arada çalıĢmalarına 

engel olmayacak Ģekilde iki yapıyı kısmen ayıran septal bir tabaka bulunmaktadır (Resim 1) 

(22–24). 

 

Resim 1. Ġnsan penis dokusunun enine kesiti (Dwyer’den, 24) 

Tunika albuginea tabakasının dıĢında korpora dokularını saran iki ayrı fibröz tabaka, 

Buck’s ve Colles fasiaları bulunmaktadır. Bu fibröz tabakaları ise penis derisi 

çevrelemektedir (23). 
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Korpus kavernozum tunika albugineayla çevrili arteriyel sinuzoidlerden ve düz 

kastan oluĢan iki süngerimsi yapı olarak tanımlanmaktadır. Korpus kavernozumu saran 

tunika albuginea tabakası yaklaĢık 2-3 mm kalınlığında olup çoğunlukla kollajen liflerden 

oluĢmaktadır. Korpus spongiozumun yapısı da histolojik olarak korpus kavernozuma 

benzer olup daha büyük sinozoidal yapılar içermektedir. Ancak korpus kavernozumdan 

farklı olarak korpus spongiozumu saran tunika albuginea tabakası daha incedir ve kollajen 

lifler yerine daha çok elastik lifler içerir (25). Glans penis, penisin distal bölümünü 

oluĢturur ve korpus spongiozum tabakasının devamı Ģeklindedir. Albuginea tabakası 

bulundurmaz ve oldukça ince bir deri tabakasıyla çevrilidir (22). 

 

Resim 2. Sıçan penis dokusunun enine kesitinin histolojik görüntüsü (Seyam’dan, 26) 

 Ürogenital sistem üzerine yapılan deneysel çalıĢmalarda sıklıkla tercih edilen 

rodentler insanlardan farklı olarak penisin distalinde baĢlayan ve glans peniste fibröz 

kıkırdak dokusuna dönüĢen os penis adı verilen kemik dokusuna sahiptir. Rodentlerde tüm 

penis dokusu prepisyum dokusuyla kaplıdır. Ayrıca insanda görüldüğü gibi iki korpus 

kavernozum yapısı arasında bir septum bulunmamaktadır. Ġnsana benzer Ģekilde penis 

proksimalinde korpus kavernozum ve üretrayı saran korpus spongiozum vasküler erektil 

yapıları bulunmaktadır (Resim 2) (26, 27).  
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2.1.2. Penisin Kan DolaĢımı 

Penis internal iliak arterin bir dalı olan internal pudental arter aracılığıyla 

beslenmektedir. Ġnternal pudental artere ek olarak eksternal iliak, vezikal ve femoral arter 

dallarının da penil dokunun beslenmesine katkıda bulunduğu bilinmektedir (22, 28). Penil 

arter temel olarak kavernöz, dorsal, üretral ve bulbar arterler olmak üzere 4 ana daldan 

oluĢmaktadır. Her bir kavernöz arter kavernozal tunika tabakasını geçerek penil kururaya 

girer ve korpus kavernozumda birçok dal vererek erektil kan akımının düzenlenmesine 

katkıda bulunur. Dorsal arter ise ereksiyon sırasında glans penisin kanlanmasından 

sorumludur (23). Korporal dokulardan çıkan kavernöz venler ise birleĢerek emisser veni 

oluĢturarak tunika tabakasını aĢıp penisin proksimal kısmında kavernöz vene direne olup 

internal pudental vene boĢalır (29). 

2.1.3. Penisin Ġnervasyonu 

Penis karmaĢık nörovasküler olayların eĢlik ettiği; parasempatik, sempatik ve 

somatik efferentlerden inervasyon alan bir dokudur. Penis dokusunun periferik 

inervasyonu vasküler olaylara aracılık eden nöronal ve lokal faktörlerin kontrolünde 

gerçekleĢmektedir (30, 31). Ġnsanlarda spinal kordun sakral (S2-S4) kısmından çıkan lifler 

pelvik sinir aracılığıyla pelvik pleksusa ulaĢır. Pelvik pleksusta sinaps yaptıktan sonra 

postgangliyonik parasempatik lifler KS’yi oluĢturur (32). Pelvik pleksustan orjin alan ve 

sempatik-parasempatik lifler içeren KS prostat kapsülünde prostatın dorsolateralinden 

ilerler. KS’ler daha sonra iki ayrı sinir lifi grubuna ayrılarak pelvisten çıkarlar. Bunlardan 

biri üretral sfinktere ilerleyerek üriner fonksiyonlardan sorumlu olur; diğeri ise dorsal 

sinirle de bağlantılar kurarak penise ilerleyip erektil fonksiyona katkıda bulunur (33). 

Temel olarak tümesans ve detümesanstan oluĢan erektil yanıtta KS’ler sorumludur (Resim 

3) (34). 
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Resim 3. Penisin inervasyonu (Auffenber’den, 23) 

Sıçan ve farelerde ise ürogenital organların uyarılmasından sempatik ve 

parasempatik postgangliyonik inervasyona aracılık eden prostat bezinin dorsolateralinde 

yerleĢim gösteren majör pelvik gangliyon (MPG) sorumludur. MPG hipogastrik sinir 

aracılığıyla sempatik uyarı da alan parasempatik bir gangliyon olarak tanımlanmaktadır 

(ġekil 1) (35, 36). Otonomik sempatik ve parasempatik nöronlardan oluĢan ve rodentlerde 

bilateral yerleĢim gösteren MPG alt üriner sistem, barsaklar ve ürogenital organların 

inervasyonuna aracılık etmektedir (37). Pelvik organlara ait patofizyolojik olayların 

mekanizmalarının incelenmesinde rodentlerin tercih edilmesinin nedenini de tüm bu 

organların inervasyonundan tek bir yapının, MPG’nin,  sorumlu olmasıdır (38). 
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ġekil 1. Sıçan MPG inervasyonu. S: sempatik; P: parasempatik (Keast’ten, 36) 

Erektil fonksiyon periferik mekanizmaların haricinde santral mekanizmalarla da 

kontrol edilmektedir. Sorumlu temel serebral yapılar medial preoptik alan (MPOA) ve 

hipotalamustaki paraventriküler nükleustur (PVN). Santral kontrolünden sorumlu ana 

nörotransmitter ise dopamindir. Dopamin, MPOA ve PVN’deki oksitosinerjik nöronları 

uyararak ereksiyona neden olmaktadır (31). 

Erektil fonksiyondan sorumlu korpus kavernozumu oluĢturan düz kas ve vasküler 

endotelin fonksiyonu adrenerjik, kolinerjik ve nonadrenerjik-nonkolinerjik (NANK) 

nöronların kontrolünde düzenlenmektedir. Ereksiyon temel olarak vazokonstriksüyona 

neden olan sempatik tonusla inhibe olurken dopaminle aktive olan oksitosinerjik nöronlar 

aracılığıyla uyarılan parasempatik tonusla indüklenmektedir. Bu stimülasyondan da temel 

olarak asetilkolin (ACh) ve nitrik oksitin (NO) sorumlu olduğu bilinmektedir (31). 

Penil düz kasında sempatik sistem aktivasyonuyla salıverilen noradrenalin (NA) 

adrenerjik reseptörlere bağlanarak korpus kavernozumun kontraksiyonuna neden olur. 

Yapılan çalıĢmalar penil dokuda α adrenerjik reseptörlerin β reseptörlere göre 10 kat daha 

fazla bulunduğunu ve kontraktil etkiden özellikle α1 alt tipinin sorumlu olduğunu 

göstermiĢtir (39). NA yanı sıra endotelin, nöropeptid Y, prostanoidler (PGF2α) ve 

tromboksan A2’nin de vasküler endotelden ve nöronlardan salınarak detümesansa aracılık 

ettiği gösterilmiĢtir (40). 
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Arka hipofizden salgılanarak kan dolaĢımına salıverilen oksitosinin de penil 

ereksiyonun oluĢmasına aracılık eden bir hormon olduğu bilinmektedir. Yapılan çalıĢmalar 

insanlarda seksüel stimülasyon sonucu plazma oksitosin düzeyinin arttığını göstermiĢtir. 

Oksitosinle indüklenen penil ereksiyona ise Ca
++

 aracılık etmektedir (41). 

Penil düz kas gevĢemesi ve ereksiyonun gerçekleĢmesinden majör sorumlu 

nörotransmitter NO’dur. NO harici ACh de bu etkiye aracılık ettiği bilinmektedir. ACh’nin 

de korpus kavernozum vasküler endotelinden NO salıverdirterek vazodilatör etki 

oluĢturduğu saptanmıĢtır (40). NO parasempatik sinir uçlarından ve düz kas endotelinden 

L-argininden NO sentaz (NOS) aracılığıyla sentezlenir. NOS’un nöronal (nNOS), 

endotelyal (eNOS) ve indüklenebilir (iNOS) olmak üzere üç farklı izoformu bulunmaktadır 

ve üç izoform da penil dokuda eksprese olmaktadır. Ancak temel olarak penil NO 

üretiminden nNOS ve eNOS’un sorumlu olduğu bilinmektedir (42). nNOS kaynaklı 

NO’nun ereksiyonun baĢlamasından eNOS kaynaklı NO’nun ise ereksiyon sırasındaki 

penil rijiditenin sürdürülmesinden sorumlu olduğu düĢünülmektedir (40). NO ve ACh 

dıĢında parasempatik sinir uçlarından ve endotelden salınan vazoaktif intestinal polipeptid 

(VIP), kalsitonin gen iliĢkili peptid (CGRP) ve prostaglandin E’ler (PGE1, PGE2) de 

korpus kavernozum gevĢemesine neden olmaktadır (43).  

2.1.4. Fizyolojisi 

Ereksiyonun hemodinamik düzenlenmesi sırasında seksüel stimülasyon sonucu KS 

terminallerinden salınan nörotransmitterler korporal düz kasta gevĢemeye sebep olarak 

tümesans olaylar kaskadını baĢlatır. Ġlk olarak arter ve arteriyollerin dilatasyonuyla kan 

akımı artar, bunun sonucu kanla dolarak geniĢleyen sinüzoidler sebebiyle subtunikal 

venüllere bası oluĢur ve kan akımı kesilir. Tunika albuginea ve periferal sinüzoidler 

arasında kalan subtunikal venüler pleksusun sıkıĢmasıyla venöz drenaj azalır. Tunika 

gerilme kapasitesine ulaĢtığında ereksiyon fazı gerçekleĢir ve intrakavernöz basınç (ĠKB) 

maksimuma ulaĢır (6). Seksüel aktivite boyunca penis rijiditesini sürdürür. Seksüel 

stimülasyon sona erdiğinde antierektil nöronal sinyaller aracılığıyla penil arterlerin 

kontraksiyonunu takiben düz kas kontraksiyonu gerçekleĢir ve arteriyel kan akımı azalır. 

Arteriyel kan akımının azalmasından sonra venüller üzerindeki bası kalkar ve venöz 

drenajın artmasıyla penis rijit tonusunu kaybederek detümesans fazına geçer (44). 

Erektil fonksiyonun moleküler mekanizmaları incelendiğinde sempatik sistemin 

aktivasyonu sonucu salınan nörotransmitterler G-protein kenetli reseptörlerine bağlanarak 
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inositol trifosfat (IP3) ve diaçilgliserol (DAG) ikincil ulaklarının aracılığıyla iyon 

kanallarının açılmasına veya intrasellüler depolardan Ca
++ 

salıverilmesi sonucu intraselüler 

Ca
++

’un artmasına neden olur. Artan Ca
++ 

kalmoduline bağlanarak miyozin hafif zincir 

kinazı (MHZK) aktive eder. MHZK aktivasyonu sonucu fosforillenen miyozin hafif 

zincirleri düz kas kasılmasına neden olur (6, 34). Penil düz kas kasılmasına Ca
++

 yanı sıra 

RhoA/Rho kinaz yolağının aktivasyonu da aracılık etmektedir. ÇeĢitli faktörler sonucu G-

protein kenetli reseptörlerin uyarılmasıyla RhoA aktive olur. Aktive olan RhoA’nın Rho 

kinazı aktivasyonu sonucu düz kasta miyozin fosfataz inhibe olur. Bu inhibisyon düz kas 

miyofilamentlerinin defosforile olmasını engelleyerek kontraktil tonusun sürdürülmesine 

aracılık eder (45, 46). Literatürde tavĢan korpus kavernozum dokusunda RhoA 

ekspresyonunun diğer vasküler düz kas dokularına kıyasla 17 kat daha fazla olduğu ifade 

edilerek ereksiyon fizyolojisindeki önemi gösterilmiĢtir (23). 

Erektil cevabın düzenlenmesinde intraselüler Ca
++

 düzeyindeki azalma korporal 

düz kasın gevĢemesine neden olur. Bu etkiden NANK nöron terminallerinden ve endotel 

tabakasından salınan NO’nun çözünebilir guanilat siklazı (sGC) aktive etmesi sorumludur. 

Aktive olan sGC ikincil ulak siklik guanozin monofosfat (cGMP) üretimine neden olarak 

protein kinaz G (PKG)’yi aktive eder. AktifleĢen PKG çeĢitli intraselüler proteinleri 

fosforile ederek Ca
++

 influksunu inhibe ederken K
+
 kanallarının açılmasına ve 

hiperpolarizasyona neden olur. Sonuçta MHZK inaktive olarak düz kas gevĢemesi 

gerçekleĢir (47). cGMP gibi bir ikincil ulak olan siklik adenozin monofosfat (cAMP) da 

birtakım protein kinaz ve iyon kanallarını aktive ederek hiperpolarizasyona ve Ca
++

 

kanallarının inhibisyonuna neden olarak düz kas gevĢemesine aracılık eder (41). 

Düz kas kontraksiyonu ve gevĢemesi arasındaki dengenin sağlanmasında cGMP ve 

cAMP’yi hidroliz ederek dengenin kontraksiyona kaymasını sağlayan fosfodiesteraz enzim 

(PDE)  ailesi önemli role sahiptir (23). PDE ailesinin 11 farklı alt tipi bulunmaktadır. PDE 

6 haricindeki bütün alt tiplerin korpus kavernozumda eksprese edildiği bilinmektedir. PDE 

5 alt tipi temel olarak cGMP’ nin hidrolizinden sorumluyken PDE 2, 3 ve 4 cAMP’nin 

etkilerinin sonlanmasından sorumludur (48). 

2.2. ED 

2.2.1. Tanımı ve Epidemiyolojisi 

 ED bireyleri ve partnerlerini psikososyal açıdan etkileyen ve klinik 

komorbiditelerle iliĢkilendirilen yüksek prevalansa sahip önemli bir halk sağlığı 
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problemidir. Ulusal Sağlık Enstitüsü ED’yi; erkek bireyde seksüel stimülasyon sonucu 

yeterli ereksiyonun sağlanamaması ve sürdürülememesi olarak tanımlamaktadır (49). 

ABD’de yapılan araĢtırmalara göre 40-70 yaĢ aralığında bulunan yaklaĢık 18 milyon 

bireyin ED ile karĢı karĢıya olduğunu ve her yıl bu sayıya %0.26’lık bir insidansla yeni 

vakaların eklendiğini göstermekte olup 2025 yılında dünya çapında ED’den etkilenen birey 

sayısının 322 milyonu bulacağı tahmin edilmektedir (41). Ülkemizde AkkuĢ ve 

arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmaya göre ise 40 yaĢ üstü bireylerde ED görülme 

prevalansının %69.2 olduğu saptanmıĢtır (50). 

2.2.2. Risk Faktörleri 

Birçok epidemiyolojik çalıĢmada ED iliĢkili komorbiditeler de incelenmiĢ ve 

kardiyovasküler hastalıklar, pelvik travmalar, nörolojik hastalık/hasarlar ve yaĢlanmanın en 

sık gözlenen risk faktörleri olduğu saptanmıĢtır. Özellikle diyabet, hipertansiyon, 

ateroskleroz, hiperlipidemi ve birtakım vasküler hastalıklar gibi kronik hastalıklar ED 

geliĢimini tetiklemektedir (51). Bu kronik hastalıklar vasküler yapıya zarar vererek 

aterosklerotik plak oluĢumuna ve vasküler endotel tabakası bütünlüğünün bozulmasına 

neden olur. Sonuç olarak ereksiyon sırasındaki kan akımı, NOS aktivitesinin azalması 

sonucu endotel tabakadan sentezlenen NO miktarı azalırken kontraktil etkili tromboksan ve 

prostaglandinlerin miktarı artarak korporal düz kasın gevĢemesi engellenmiĢ olur. 

Böylelikle sağlıklı ereksiyon sağlanamaz. Yapılan çalıĢmalar kronik hastalıkların neden 

olduğu vasküler remodelling sonucu hipoksiyle indüklenen fibrotik süreçlerin aktive 

olduğunu ve penil vasküler yapının bozularak ED geliĢimine yol açtığını göstermiĢtir (52). 

Kardiyovasküler hastalıkların neden olduğu RhoA/Rho kinaz yolağının aĢırı 

aktivasyonu ED’nin bir diğer mekanizması olarak tanımlanmıĢtır. Yapılan çalıĢmalar 

hipertansif sıçanların korporal düz kaslarında RhoA/Rho kinaz ekspresyonunun arttığını 

göstermiĢtir (53, 54). Ayrıca hipertansiyon ve hiperlipidemisi olan hastalarda endotelin-1 

seviyelerinin de arttığı saptanmıĢtır (53, 55, 56).  

Diyabet; vasküler ve korpus kavernozum düz kasını, nöropatiyi tetiklediği için 

KS’leri etkileyen ve neden olduğu endotel disfonksiyonu sonucu ED geliĢimine sıklıkla 

neden olan kronik bir hastalıktır (34, 57). Massachusetts Erkek YaĢlanma ÇalıĢması, 

diyabeti olan erkeklerin %75' inin yaĢam boyu ED geliĢme riski olduğunu bildirmiĢtir (53). 

Diyabetik periferik nöropatinin kolinerjik ve NANK sinir liflerini etkilediği bilinmektedir. 
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Bu nedenle nNOS ve eNOS aktivitesini inhibe ederek NO düzeyini azaltmakta ve ED 

geliĢimine neden olmaktadır (34, 57, 58). 

Kronik vasküler hastalıklar dıĢında alt üriner sistem komplikasyonları, mesane 

obstriksüyonu ve benign prostat hiperplazisi (BPH) gibi patolojilerin de ED ile yakından 

iliĢkili olduğu bilinmektedir (51). Yapılan çalıĢmalar özellikle ilerleyen yaĢ ve metabolik 

sendromla beraber alt üriner sistem semptomları ve ED gözlenmesi arasında bir korelasyon 

olduğunu göstermektedir (59, 60). Özellikle BPH’si olan orta ve ağır derecede alt üriner 

sistem semptomları gözlenen bireylerde %50’yi aĢkın oranda ED geliĢtiği gözlenmiĢtir 

(60). 

Patolojik durumlara ek olarak ED için bir diğer risk faktörü de ilaçlardır. Özellikle 

diüretikler ve β-blokörler baĢta olmak üzere birtakım antihipertansif ilaç grupları, hormon 

preparatları, proteaz inhibitörleri, sitotoksik ajanlar, H2 reseptör antagonistleri ED ile 

iliĢkilendirilmektedir (61–67). Seksüel aktivitenin santral kontrolünden sorumlu 

serotonerjik, noradrenerjik ve dopaminerjik yolakları etkileyen antipsikotikler ve 

antidepresanların da ED geliĢimine sıklıkla neden olduğu bilinmektedir (63). Tüm bu 

faktörlere ek olarak bireylerin hareketsiz bir yaĢam tarzı sürmeleri, obezite, alkol ve tütün 

ürünleri kullanımı da ED’yi tetiklemektedir  (68). 

Kardiyovasküler hastalıklar ve ED artan yaĢ, sigara kullanımı, obezite ve diyabet 

gibi ortak risk faktörleri barındırmaları sebebiyle aralarında iliĢki olduğu düĢünülen ve 

araĢtırılan patolojiler olarak karĢımıza çıkmaktadır. Her iki durumda da altta endotelyal 

disfonksiyon, inflamasyon ve düĢük testosteron düzeyleri gibi mekanizmaların yattığı 

bilinmektedir (69). Ancak birtakım çalıĢmalar tüm ortak risk faktörleri ve mekanizmalara 

rağmen ED’nin kardiyovasküler hastalıkların geliĢiminde bağımsız bir risk faktörü 

olduğunu tanımlamıĢtır (70–75). Farklı çalıĢmalar kardiyovasküler semptomların ortaya 

çıkmasından 2-5 yıl önce ED semptomlarının görüldüğünü ifade etmektedir (76–79). ED’si 

olan 40 yaĢ altı bireylerde aterosklerotik kardiyovasküler hastalık görülme riskinin normal 

bireylere oranla 7 kat daha fazla olduğu saptanmıĢtır. Günümüzde ED geliĢiminin 

kardiyovasküler hastalıkların erken dönem bulgusu olarak değerlendirilmesi gerektiği ifade 

edilmektedir (80).  

2.2.3. Sınıflandırılması 

1960’lı yıllarda ED’nin yalnızca psikojenik temelli olduğu düĢünülürken 20. yy’ın 

sonlarına doğru ereksiyonun çeĢitli mekanizmalarının aydınlatılmasıyla ED’nin psikojenik 
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temelli olmasının dıĢında vasküler, endokrin, hücresel ve nöronal birçok nedenin 

olabileceği anlaĢılmıĢtır. ED’nin sınıflandırılmasında birçok farklı sınıflandırma 

bulunmasına karĢın Uluslararası Impotans AraĢtırma Topluluğu ED’yi temel olarak 

organik ve psikojenik ED olmak üzere iki ana sınıfa ayırmaktadır (Tablo 1) (81).  

Tablo 1. ED’nin sınıflandırılması 

1. Organik    

 a. Vaskülojenik  

  I. Arteriyel 

  II. Kavernozal 

  III. Arteriyel+Kavernozal 

 b. Nörojenik  

 c. Anatomik  

 d. Endokrinolojik  

2. Psikojenik    

 a. Genel  

 b. Durumsal  

Organik ED, travmanın neden olduğu durumlar haricinde hafif baĢlayıp ilerleyici 

nitelikte seyreden seksüel fonksiyon bozukluğu olarak tanımlanmaktadır (51). Organik 

ED’yi kendi içinde vaskülojenik, nörojenik, anatomik ve endokrinolojik olarak alt gruplara 

ayırmak mümkündür. Vaskülojenik ED’de penil ereksiyonun sağlanmasından sorumlu 

hipogastrik-kavernöz-helisin arter dallarındaki herhangi bir tıkanma veya veno-oklüzif 

disfonksiyon geliĢimi kan akıĢını bozar ve sinuzoidlere yeterli kan dolamadığından penil 

rijidite sağlanamaz. Anatomik ve endokrinolojik ED insidansları daha düĢük olan alt tipler 

olup bireysel anatomik farklılıklardan ve hipogonadizmin eĢlik ettiği durumlardan 

kaynaklanmaktadır. Seksüel fonksiyondan sorumlu testosteron seviyesindeki azalmalar 

libido kaybına ve ED’ye neden olmaktadır (6). ED vakalarının %10-19’unun nörojenik 

kaynaklı olduğu bilinmektedir. Ereksiyonun nörovasküler bir olay olması ve beyin, spinal 

kord, kavernöz-pudental sinirleri etkileyecek herhangi bir travma veya disfonksiyonun 

ED’yi indüklemesi bu insidansı arttırmaktadır. Alzheimer, Parkinson, inme ve epilepsi gibi 

nörodejeneratif hastalıklar da ED ile yakından iliĢkilidir. Dopaminerjik nöron kaybıyla 
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karakterize Parkinsonda ereksiyonun santral regülasyonundan sorumlu MPOA’da bulunan 

dopaminerjik nöronların kaybı ED geliĢimini tetiklemektedir (22). Epileptik nöbetlerin de 

prolaktin seviyesini artırıp, testosteron seviyesini azaltarak ED’ye yol açtığı gözlenmiĢtir 

(82).  

ED’nin nedenleri incelendiğinde erkek bireyler arasında en sık gözlenen kanser 

tiplerinden biri olan prostat kanserinin ED ile yakından iliĢkili olduğu görülmektedir. 

Yalnızca prostat kanserinin geliĢimi ED’ye neden olmasının yanında pelvik organların 

KS’lerle yakın komĢulukta olmaları nedeniyle prostat kanseri tedavisinde tercih edilen 

radikal prostatektominin ve hormonal terapilerin de ED insidansını arttırdığı bilinmektedir 

(6, 83). 20.yy ortalarına kadar pelvik operasyon geçiren erkek bireylerde seksüel 

disfonksiyon oranı %90’lara yaklaĢırken Dr. Walsh and Donker tarafından geliĢtirilen 

KS’lerin korunduğu operasyon tekniklerine rağmen günümüzde hala radikal prostatektomi 

operasyonu geçiren bireylerde %14-90 arasında ED geliĢtiği bilinmektedir (4, 34). Radikal 

prostatektomi sonucu geliĢen ED’nin fizyopatolojisi incelendiğinde intraoperatif sinir 

hasarının yanında geliĢen termal, iskemik hasarın ve lokal inflamatuvar proseslerin etkili 

olduğu görülmektedir. Bu nedenle özellikle prostat kanseri saptanan hastalarda erektil 

fonksiyonun korunması hastaların yaĢam kalitesinin sürdürülmesi açısından oldukça 

önemlidir (83). 

Psikojenik ED ise ani baĢlayan seksüel fonksiyon kaybı olarak tanımlanmaktadır. 

Psikojenik ED’ye temel olarak ereksiyonun santral merkezlerden inhibisyonunun veya 

korporal düz kas kontraksiyonuna aracılık eden aĢırı katekolamin miktarının neden olduğu 

düĢünülmektedir (84). Psikojenik ED performans anksiyetesi olarak da tanımlanmakta olup 

bu bireylerde genellikle nokturnal ereksiyonlar gözlenmektedir (81). 

2.2.4. Tedavisi 

ED tedavisi için etkin ve güvenilir yeni terapötik ajanların arayıĢı tüm hızıyla 

devam etmektedir. Günümüzde farklı nedenlerle geliĢen ED’nin tedavisinde oral olarak 

PDE 5 inhibitörleri kullanılmaktadır. Sildenafil FDA tarafından 1998 yılında ED 

tedavisinde kullanılmak üzere onaylanmıĢ ilk PDE 5 inhibitörü ajan olup onu takiben 

benzer terapötik etkinliğe sahip tadalafil, vardenafil ve avanafil onay almıĢtır. Tüm PDE 5 

inhibitörü ajanlar cGMP’nin yıkımını engelleyerek korpus kavernozumda gevĢeme 

yaratarak etkinlik göstermektedir. PDE 5 inhibitörleri erektil cevabı arttırmakta ancak 

cevabın oluĢumunu baĢlatmamaktadır. Klinikte sıklıkla tercih edilen PDE 5 inhibitörlerinin 
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etkinlik gösterebilmesi için sinir uçlarından veya vasküler endotelyumdan NO salınmalıdır. 

Bu nedenle PDE 5 inhibitörlerinin parasempatik sinir uçlarını etkileyecek herhangi bir 

travma, diyabetik nöropati veya pelvik operasyonlar sırasında oluĢan KS hasarıyla 

indüklenen ED’de etkinlikleri düĢüktür (41). 

PDE 5 inhibitörleri dıĢında birincil basamak tedavi yöntemlerinden biri de androjen 

replasman tedavisidir. Androjen replasman tedavisi seksüel fonksiyonu iyileĢtirmenin yanı 

sıra androjen seviyesindeki düĢüklükten kaynaklı letarji, depresyon ve osteoporozu da 

düzeltmektedir. Ancak prostat hastalıkları riskini arttırdığı bilinmektedir. Bu nedenle ED 

tedavisinde kullanılacaksa yarar/zarar iliĢkisi göz önünde bulundurulmalıdır (51). 

Uzun yıllardır afrodizyak etkinliği olduğu belirtilen presinaptik α2 reseptör 

antagonisti yohimbin de ED tedavisinde oral yolla kullanılan bir ajandır. Yohimbin santral 

yoldan NA salıverilmesini artırarak seksüel isteği arttırırken periferik olarak NA 

salıverilmesini inhibe ederek korpus kavernozumun kasılmasını inhibe eder (85, 86). 

Yapılan çalıĢmalar yohimbinin özellikle psikojenik ED tedavisinde oldukça etkinken 

organik ED tedavisinde etkinliğinin kısıtlı olduğunu göstermektedir (87). 

Fentolamin, α1 ve α2 reseptör antagonisti, NA’nın α reseptörlerine bağlanmasını 

engelleyerek korpus kavernozum kasılmasını inhibe eder. Yapılan çalıĢmalar orta ve ağır 

ED tedavisinde oral fentolaminin güvenli, iyi tolere edilebilen bir ajan olduğunu 

göstermektedir (88, 89). 

Melanokortin reseptör agonistlerinin ED’deki terapötik etkinlikleri araĢtırılırken, 

intravenöz melanotanın ereksiyonu indüklediği ancak hastalarda bulantı, esneme benzeri 

yan etkiler görülmesi üzerine melanotanın aktif metaboliti olan intranazal formlu PT-141 

geliĢtirilmiĢtir. PT-141’in etkisi melanotana kıyasla daha kısa sürede baĢlamakta olup daha 

güvenli bir yan etki profiline sahiptir (90, 91). 

Parkinson tedavisinde kullanılan dopamin reseptör agonisti apomorfinin oral 

biyoyararlanımı düĢük olmasına rağmen ağız mukozasından emildiğinde erektojenik 

etkileri olduğu görülmüĢtür. Bu nedenle yapılan klinik çalıĢmalar sonucu birçok ülkede 

sublingual formu ED tedavisinde kullanımı onaylanmıĢtı. Ancak PDE 5 inhibitörlerinin 

daha potent ajanlar olması dolayısıyla Avrupa ve Amerika’da piyasadan çekilmiĢtir (86, 

92). 
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ED tedavisinde PDE 5 inhibitörlerine yanıt vermeyen veya kullanımlarının 

kontrendike olduğu durumlarda kullanımı basit, güvenli, etkin ve noninvazif bir yöntem 

olan topikal terapiler denenmeye baĢlanmıĢtır. ED’de topikal terapinin ilk öncüsü PGE1 

analoğu alprostadildir. Yapılan araĢtırmalarda topikal alprostadilin ereksiyonu uyardığı, 

özellikle PDE 5 inhibitörlerinin yanında adjuvan bir ajan olarak kullanılabileceği 

saptanmıĢ ve Kanada’da kullanımı onaylanmıĢtır (41). Alprostadil topikal kullanım 

haricinde intrakavernöz enjeksiyon veya üretraya yerleĢtirme gibi çeĢitli yöntemlerle de 

kullanılmaktadır  (51). 

ED fizyopatolojisi incelendiğinden sGC aktivatörleri ve RhoA/Rho kinaz 

inhibitörlerinin ED tedavisinde etkin ajanlar olabileceği öngörülmüĢtür. Bu kapsamda NO 

yolağınında önemli rolü olan GC aktivatörü BAY 60-4552 ilgili yapılan deneysel 

çalıĢmalarda özellikle radikal prostatektomi sonucu geliĢen ED ve diyabetik ED’de umut 

verici sonuçlar elde edilmiĢ ve çalıĢma faz aĢamalarına taĢınmıĢtır. Ancak bilinmeyen 

nedenlerle çalıĢma Faz II aĢamasında durdurulmuĢtur (93, 94). Benzer Ģekilde deneysel 

çalıĢmalarda etkinliği ispatlanmıĢ RhoA/Rho kinaz inhibitörü SAR407899 ile ilgili 

araĢtırmalar da Faz II aĢamasında durdurulmuĢtur (95). 

ED tedavisinde non-farmakolojik yaklaĢımlar da uzun süredir denenen tedavi 

seçenekleridir. Bu kapsamda mekanik olarak kan akımının penise doğru artmasını sağlayan 

ve sistemik yan etkileri bulunmayan vakum cihazları kullanılmaktadır. Oral ve enjektabl 

tedavi seçeneklerinin baĢarısız olduğu durumlarda ise penil protez operasyonları 

denenmektedir. Ancak oldukça pahalı bir alternatif olması kullanımını kısıtlamaktadır (51). 

Son yıllarda klinik ve preklinik olarak çeĢitli büyüme faktörleri, nöroinflamatuvar 

ajanlar, peptidler, antifibrotik ajanlar ve gen terapilerinin ED tedavisindeki etkinlikleri 

araĢtırılmaktadır (96–101). 

2.3. Periferik Nöropati 

2.3.1. Tanımı 

Periferik nöropati toplumlarda oldukça sık gözlenen, birçok farklı nedenle ortaya 

çıkabilen ve periferik sinir sistemini hedef alan nörolojik komplikasyonlara verilen genel 

bir isimdir (102, 103). En sık görülen periferik nöropati nedenleri; travmalar (spinal kord 

hasarı, cerrahiye bağlı hasarlar), genetik etkenler, diyabet, alkolizm, vitamin eksiklikleri 

(tiyamin, B12 vitamini), enfeksiyonlar (HIV vb.), çeĢitli kanser türleri (lenfoma, multiple 
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myelom vb.), otoimmün hastalıklar (sistemik lupus eritamozus, romatoid artrit vb.), ilaçlar 

(sitotoksik ajanlar, statinler vb.) ve toksinler olarak karĢımıza çıkmaktadır (104, 105). 

Yapılan çalıĢmalar periferik nöropati prevalansının yaklaĢık %2-3 civarında olduğunu ve 

bu prevalansın artan yaĢla %8’lere yükseldiğini göstermektedir (102). Periferik nöropatinin 

klinik belirtileri bireysel farklılıklar göstermekte olup, hastalar genel olarak duyusal 

değiĢiklikler, ağrı, güçsüzlük ve otonomik bir takım semptomlardan Ģikayet etmektedirler. 

Bu nedenle periferik nöropatili bir hastaya tanı koymak oldukça güçtür (106). 

2.3.2. Patofizyolojisi 

Periferik nöropati patogenezinden metabolik yolaklardaki değiĢiklikler, kovalent 

modifikasyonlar, organel fonksiyonlardaki farklılaĢmalar, reaktif oksijen türlerinin 

oluĢumu, değiĢmiĢ hücre içi inflamatuvar sinyalizasyon, aksonal taĢımada bozulmalar ve 

iyon kanalları aktivitesindeki değiĢikliklerin sorumlu olduğu düĢünülmektedir. Ancak tüm 

mekanizmalar tamamen aydınlatılamamıĢtır. Aydınlatılan mekanizmaların tümü, aksonal 

fonksiyon bozukluğuna ve nöropatik semptomlara yol açmaktadır (107). Periferik nöropati 

patogenezinde nöron dejenerasyonunun yanı sıra aksonal taĢımada oldukça önemli rollere 

sahip nöron destek hücrelerinin de hasarı söz konusudur. Özellikle travmatik nöropatilerde 

sinir liflerini saran Schwann ve miyelin hücreleri hasarı ön plandadır (108). 

2.3.3. Travmatik Nöropatiler  

Travmatik nöropatiler 1942 yılında Seddon tarafından aksonal hasar derecesi esas 

alınarak nöropraksi, aksonotmezis ve nörotmezis olarak üç ana grupta sınıflandırılmıĢtır 

(109). Nöropraksi, en hafif sinir hasarı olup aksonal hasarın belirginleĢmediği fokal 

demiyelinizasyonla karakterizedir. Nöroprakside çeĢitli nedenlerle sinirin sıkıĢtırılması 

sonucu aksonal iletim hızında azalma görülür. Aksonotmezis ise fokal demiyelinizasyonu 

takiben direkt akson hasarı ile karakterize olup akson bütünlüğü henüz bozulmamıĢtır. En 

ağır sinir hasarı olan nörotmezis de ise akson ve çevre dokuların bütünlüğü bozulmuĢtur 

(110). Yapılan bu sınıflama 1951 yılında Sunderland tarafından aksonotmezis ve 

nörotmezisin kendi içinde derecelendirilmesiyle güncellenmiĢtir (111). 

Travmatik nöropatilerin önemli kısmını oluĢturan sıkıĢtırma hasarı genellikle sinir 

lifinin bütünlüğünün bozulmadan klemp gibi künt bir alet ile sıkıĢtırılması ile oluĢan 

yaralanmalardır. Travmaya bağlı uç organ hasarı geliĢen durumlarda sinirin yeniden 

uyarılabilirliği iki Ģekilde sağlanmaktadır. Birincisi intakt aksondan çıkan kollateral 

dallanmalar sayesinde, ikincisi ise hasarlanan aksonun yenilenmesi Ģeklindedir (110, 112). 



 

18 

 

Aksonal hasarın %20-30 civarı olduğu durumlarda ilk olarak kollateral dallanma 

mekanizması aktifleĢir. Bu süreç hasarı takiben ilk dört gün içinde baĢlayıp ve altı aya 

kadar devam etmektedir. Hedef organı uyarabilmek için birçok aksonal dallanma 

oluĢmaktadır. ĠyileĢmenin sağlanmasının ardından nörotrofik sinyaller alamayan fazlalık 

aksonal dallar dejenere olmaktadır (110, 113). Ağır aksonal hasarın hakim olduğu 

durumlarda ise rejenerasyon wallerian dejenerasyonu, aksonal rejenerasyon ve uç organ 

reinervasyonu olmak üzere üç ana süreçten oluĢmaktadır (110). Wallerian dejenerasyonu, 

hasarlanan sinir lifinin tekrar uyarılabilir hale gelebilmesi için hasarın baĢlangıcından 

itibaren ilk hafta içinde baĢlayan ve hasarlanan alanın distalinden lezyon bölgesine doğru 

geliĢen moleküler ve hücresel değiĢiklikleri ifade etmektedir (114). 

Periferik sinir lifleri genel olarak akson, aksonları saran schwann hücreleri ve 

miyelin kılıf, vasküler tabakayla sinir liflerinin arasında yerleĢen fibroblast destek 

hücrelerinden oluĢmaktadır. Sinir lifi travma yoluyla ani Ģekilde hasarlandığında lezyon 

bölgesinin distalinde wallerian dejeneresyonu baĢlar ve akson ile miyelin kılıf parçalanır. 

Ardından makrofajlar ve schwann hücreleri parçalanan akson ve miyelin kılıf kalıntılarını 

temizler (114). Sinir hasarını takiben hasar bölgesinin distalinde yeni aksonun oluĢması 

için özellikle Ca
++

 and Na
+
 iyon düzeylerinde meydana gelen değiĢikliklerle hasarlı bölge 

apoptoza sürüklenmektedir. Hasarın proksimal kısmında ise apoptoz ilk ranvier boğuma 

kadar gerçekleĢmektedir. Eğer hasar nöron gövdesine çok yakın bi yerde meydana 

gelmiĢse tüm nöron apoptoza gitmektedir (115, 116). 

Ağır hasarın eĢlik ettiği durumlarda wallerian dejenerasyonu tamamlandıktan sonra 

nöron rejenerasyon fazına geçer ve büyüme iliĢkili protein-43 (growth-associated protein, 

GAP-43), tübülin ve aktin gibi büyüme iliĢkili proteinler upregüle olurken, akson çapının 

korunmasına aracılık eden nörofilamentler ise downregüle olmaktadır (117, 118). 

Hasarlı aksonun temizlenmesinin ardından aksonal rejenerasyon baĢlamaktadır. 

Rejenerasyon fazına geçen nöron büyüme konisi oluĢturur. Hasardan saatler sonra büyüme 

konisi filapodia adı verilen uzantılar verir ve hücre gövdesinde aktin miyozin üretimi artar 

(119, 120). Eğer hasarı takiben bir skar dokusu oluĢmuĢsa büyüme konisi proteazlar 

salgılayarak skar dokusunu eritir ve istenmeyen hücreler arası etkileĢimleri de ortadan 

kaldırır (110, 121). Bu aĢamada aksonal rejenerasyon için gerekli nörotrofik faktörlerin ana 

kaynaklarında schwann hücreleri önemli roller üstlenmektedir (110). Nörotrofik faktörler 

akson geliĢmesi, sinaps oluĢumu ve nöronal canlılıkta önemli rolleri olan peptidlerdir. 
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Etkilerini sinir uçlarında yer alan kendine özgü reseptörlerine bağlanarak gösterirler. 

wallerian dejenereasyonunu baĢlamasıyla özellikle sinir büyüme faktörü (nerve growth 

factor, NGF), beyin kaynaklı nörotrofik faktör (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) 

ve Nörotrofin-4 (NT-4)’ün üretiminin arttığı bilinmektedir (114, 122–124). NGF sağlıklı 

nöronda az miktarda eksprese olurken Schwann hücresi harabiyetini takiben upregüle 

olmakta ve schwann hücrelerinin büyümesini, proliferasyonunu arttırmaktadır (125). 

Büyüme konisi endonöral tüpe ulaĢtığında remiyelinizasyon ve aksonal geniĢleme 

baĢlar, sonuçta foksiyonel olarak yeniden uyarılabilirlik gerçekleĢir ve rejenerasyon fazı 

tamamlanmıĢ olur (126). 

2.3.4. Periferik Nöropati ve PKC Yolağı ĠliĢkisi  

PKC yaklaĢık kırk yıl önce yapısı aydınlatılmıĢ,  birçok farklı proteini serin 

(ser)/treonin(Thr) rezidülerinden fosforile eden kinaz enzim ailesinin bir üyesidir. Diğer 

kinazlara benzer Ģekilde N-terminalinde regülatör ve C-terminalinde kinaz domainlerden 

oluĢur. Yapısında ATP ve substrat bağlanma bölgeleri içermektedir (127).  PKC genel 

olarak konvansiyonel/klasik PKC alt tipleri (PKC α, β I, β II, γ), yeni PKC alt tipleri (PKC 

δ, ε, ε) ve atipik PKC alt tipleri (PKC δ, λ/ι) olmak üzere 3 ana grup altında 

sınıflandırılmaktadır (128). PKC; düz kas hücreleri, kalp, karaciğer, beyin, dalak, testis, 

akciğer ve nöronlar baĢta olmak üzere birçok farklı doku/hücrede eksprese olmakta ve 

farklı alt tipleri aynı dokuda birlikte bulunabilmektedir (129). PKC adrenalin, anjiyotensin, 

çeĢitli hormonlar, büyüme faktörleri, dopamin ve endorfin gibi nörotransmitterlerin 

kendine özgü reseptörlerine bağlanarak membranal fosfolipaz C’yi (PLC) uyararak DAG 

ikincil ulağı aracılığıyla sitozolden membrana transloke olarak aktive olmaktadır. Yeni 

PKC alt tipleri aktive olmak için yalnızca DAG’a ihtiyaç duyarken konvansiyonel 

izozimler DAG’ın yanı sıra Ca
++

 varlığına da ihtiyaç duymaktadırlar. PKC aktivasyonu bir 

agonist aracılığıyla olabileceği gibi fizyolojik ve patofiyolojik koĢullarda oluĢan hücre içi 

Ca
++ 

düzeyindeki artıĢ ve çeĢitli post-translasyonel modifikasyonların varlığıyla da 

olabilmektedir. ÇeĢitli hücre tiplerinde dağılım gösteren PKC izozimlerinin fizyolojik ve 

patolojik durumlarda uyaranlara bağlı olarak farklı etkilere neden olabildiği bildirilmiĢtir 

(127). Düz kastaki etkileri incelendiğinde çeĢitli uyaranla aktive olan PLC, DAG ve IP3 

oluĢumuna neden olmakta, DAG ise PKC’yi aktive etmektedir. Aktive olan PKC potent 

miyozin fosfataz inhibitörü olan CPI-17’yi fosforile ederek kontraktilitenin sürdürülmesine 

aracılık eder (130). Aktive olan PKC’nin ayrıca Raf/Mitojenle aktive olan protein kinaz 
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(mitogen-activated protein kinase, MAPK) kinaz (MEK)/MAPK yolağını aktive ederek 

aktin-bağlayıcı protein kaldesmonu fosforile ettiği ve direkt olarak baĢka bir aktin-

bağlayıcı protein olan calponini de fosforile ederek kontraksiyonu arttırdığı da 

bilinmektedir (128).  

PKC’nin fizyolojik koĢullarda nöronal fonksiyonları incelendiğinde beyinde 

oldukça yaygın olarak bulunduğu nöronal eksitabiliteye, nörotransmitter salımına ve 

nöronal plastisiteye katkıda bulunduğu bilinmektedir (131). Ayrıca periferik sinir 

rejenerasyonu incelendiğinde diğer protein kinaz aileleri arasında PKC’nin dikkat çektiği 

görülmektedir (132). ÇeĢitli PKC alt tiplerinin diyabet, kronik kalp hastalıkları, otoimmün 

hastalıklar, psöriazis, kanser ve özellikle Alzheimer, Parkinson gibi çeĢitli nörodejeneratif 

hastalıklarda ve periferik nöropatilerde rol aldığı gösterilmiĢtir (127). Paklitaksel ile 

indüklenen periferik nöropatide özellikle PKC β II ve PKC δ alt tiplerinin 

ekspresyonlarının değiĢtiği ve ağrı oluĢumuna katkıda bulunduğu saptanmıĢtır (133). 

Borghini ve ark. yaptıkları çalıĢmada siyatik sinirde PKC α, β II ve δ alt tiplerinin schwann 

hücrelerinde; ε ve β I alt tiplerinin de genel olarak nöronun aksonal kısmında 

bulunduklarını rapor etmiĢlerdir (134). AraĢtırmalar non-selektif PKC inhibitörlerinin 

diyabetik koĢullarda azalan kan akımını ve motor nöron iletim hızını iyileĢtirdiğini ve bu 

yaklaĢımın periferik nöropatilerin önemli kısmını oluĢturan diyabetik nöropatilerde umut 

verici olduğunu göstermektedir. Özellikle diyabetik nöropatilerde oluĢan motor nöron 

iletim hızı ve kan akımındaki azalmanın PKC β alt tipi aktivasyonundan kaynaklandığı 

ileri sürülmektedir (135). Diğer çalıĢmalarda da hiperglisemik koĢullarda özellikle PKC β 

II alt tipinin aktive olup vazokonstriksiyona neden olarak endonöral kan akımın azalttığı ve 

böylece nöronal disfonksiyona neden olduğu gösterilmiĢtir. Bu nedenle PKC β II alt tipinin 

inhibisyonuyla periferik nöropati geliĢiminin önlenmesinin, nöroprotektif etkili ilaç 

araĢtırmalarında yeni bir strateji olabileceği düĢünülmektedir (136). 

2.3.5. Periferik Nöropati ve GT ĠliĢkisi 

Glutamat, santral sinir sistemi ana eksitatör nörotransmitteridir. Glutamerjik 

sistemin aĢırı aktivasyonu sonucu sinaptik aĢırımı artan glutamat, eksitotoksisite sonucu 

nöron hasarı ve hücre ölümüne neden olmaktadır. Bu nedenle presinaptik uçtan salıverilen 

glutamat presinaptik uçta veya glialarda yerleĢim gösteren transmembranal Na
+
 bağımlı 

eksitatör aminoasid taĢıyıcıları (EAAT) aracılığıyla hücrelere geri alınır (137). EAAT’lerin 

beĢ farklı alt tipi bulunmaktadır. Bunlardan EAAT-1 (GLAST) ve EAAT-2 (GLT-1) genel 
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olarak glialarda bulunmakta ve EAAT-2’nin glutamat geri alımının yaklaĢık %90’ından 

sorumlu ana GT olduğu bilinmektedir. EAAT-3, EAAT-4 ve EAAT-5 ise genel olarak 

nöronlarda yerleĢim göstermekte; EAAT-4 daha çok serebellumda, EAAT-5 ise retinada 

bulunmaktadır (138). Glutamerjik nörotransmisyonun kontrolünde glutamatın glial 

metabolizması önemli yer tutmaktadır. Dolayısıyla özellikle glial yerleĢim gösteren 

EAAT-1 ve EAAT-2 eksitotoksisite sonucu oluĢan nöronal hasarın önlenmesinde oldukça 

önemlidir (137). ÇeĢitli patolojik durumlarda GT ekspresyon ve aktivitelerinde meydana 

gelen değiĢimler otoimmün ensefalomiyelit, nöropatik ağrı, ALS, epilepsi, iskemi gibi 

durumların geliĢmesine neden olmaktadır. Ancak periferik sinir sistemindeki yerleĢimleri 

ve fizyolojik/patofizyolojik durumlardaki ekspresyon düzeylerine iliĢkin bilgiler kısıtlıdır. 

Glutamerjik sistemin periferik sinir sistemindeki rolleri hakkında kısıtlı bilgiler 

bulunmasına rağmen özellikle nöromüsküler junction’larda ve schwann hücrelerinde 

GT’lerin varlığının saptanması bu konudaki çalıĢmalara hız kazandırmıĢtır (139). Choi ve 

ark. tarafından EAAT-1, EAAT-2 ve EAAT-3’ün optik sinirde eksprese edildiği ve optik 

sinir hasarı sonucu özellikle EAAT-1 ekspresyon düzeyinin azaldığını raporlamıĢ, 

dolayısıyla glial GT’lerin optik sinir nörotoksisitesine karĢı koruyucu etkinlik gösterdikleri 

ileri sürülmüĢtür (140). Ayrıca ağrının iletiminde rol oynayan nosiseptif afferent sinir 

liflerinde, dorsal kök gangliyon ve spinal kord hücrelerinde GT’lerin eksprese edildiği 

gösterilmiĢ ve siyatik sinir hasarı sonucu geliĢen nöropatik ağrıda spinal korddaki EAAT-1 

ve EAAT-2 ekspresyonlarında meydana gelen azalmanın rol oynadığı ifade edilmiĢtir 

(141). 

2.3.6. Periferik Nöropati ve Ürogenital Sistem ĠliĢkisi 

Herhangi bir nedenle geliĢen periferik nöropati, mesane ve seks organlarının 

inervasyonunu bozarak ürogenital disfoksiyon geliĢimine neden olmaktadır. Ancak bu 

durumun çoğu zaman baĢlangıçta asemptomatik olması tanı koyulmasını zorlaĢtırmaktadır 

(142). Özellikle periferik nöropati prevalansının oldukça yüksek olduğu diyabet 

hastalarında sıklıkla diyabetik sistopati, detrusor overaktivitesi ve üriner inkontinans 

problemleri ortaya çıkmaktadır. Birçok hastada mesane disfonksiyonu erken dönemlerde 

saptanamamaktadır (143). 

Diyabetik hastalarda mesane disfonksiyonunun yanı sıra seksüel disfonksiyonun da 

sıklıkla geliĢtiği bilinmektedir. Yapılan araĢtırmalar diyabetik erkeklerde ED geliĢiminin 
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normal erkek bireylere göre üç kat daha fazla olduğunu göstermekte bu duruma da 

diyabetle indüklenen nöropatilerin ve vasküler hasarın neden olduğu bilinmektedir (144). 

Diyabet haricinde özellikle travmaya bağlı nöropatilerin önemli bir kısmını 

oluĢturan radikal prostatektomi sonucu üriner inkontinans ve ED yüksek oranda 

geliĢebilmektedir (145, 146). Radikal prostatektomi sırasında sinir koruyucu (nerve-

sparing) tekniklerin geliĢmesine rağmen prostatın mesaneye yakın komĢulukta olması, 

mesane ve seksüel organları uyaran pelvik pleksus, hipogastrik ve KS’lerin prostata olan 

yakın yerleĢimleri sebebiyle üriner inkontinans, detrusor hipo veya overaktivitesi ve ED 

kaçınılmaz hale gelmektedir (146, 147). Travmatik periferik nöropatiye bağlı ürogenital 

bozukluklarda direkt nöronal hasara ek olarak travmaya bağlı geliĢen inflamasyon ve 

iskeminin de sinir liflerine zarar verdiği, uç organda apoptotik/fibrotik süreçlerin 

oluĢumuna aracılık ettiği saptanmıĢtır (148). 

Kemoterapiyle indüklenen periferik nöropatilerde de dizüri ve üriner inkontinans 

gibi alt idrar yolu semptomlarının ve ED’nin sıklıkla görüldüğü rapor edilmiĢtir (149). 

2.4. ED’de Deneysel Hayvan Modelleri 

ED’nin ilerleyen yaĢın yanında radikal prostatektomi, diyabet ve kemoterapi gibi 

nedenlerle insidansının hızla artması ve dolayısıyla hastaların yaĢam kalitesini ciddi oranda 

etkilemesi; ayrıca günümüzde kardiyovasküler hastalıklar açısından ciddi bir risk faktörü 

olarak kabul edilmesi fizyopatolojisinin anlaĢılmasında ve tedavisinde yeni yaklaĢımların 

araĢtırılması gereklidir. Tüm bu çalıĢmaların etik olarak insanlarda yapılamaması deneysel 

hayvan modellerinin geliĢtirilmesine neden olmuĢtur (150). 

ED’de uzun yıllardır deneysel hayvan modelleri kullanılmaktadır. Özellikle 1863 

yılında Eckharda tarafından yapılan pelvik sinirlerin erektil fonksiyondaki öneminin 

belirtildiği çalıĢmanın ardında seksüel disfonksiyon ve ED patofizyolojisinin 

aydınlatılmasına yönelik birçok deneysel çalıĢma yürütülmüĢtür (151, 152). 20.yy’nin 

baĢlarında çalıĢmalar köpek, kedi, maymun ve tavĢanlar gibi hayvanlar üzerinde 

yürütülürken günümüzde bu hayvanların yerini ekonomik olmaları, bakımlarının ve temin 

edilmelerinin kolaylığı gibi nedenlerle rodentlerin aldığı görülmektedir (151). Özellikle 

sıçan ürogenital anotomisinin aydınlatılması ve KS’lerin elektriksel stimülasyonu sonucu 

ĠKB’de görülen değiĢiklikler rodent kullanımını arttırmıĢtır. Heaton ve ark.’larının 

farmakolojik ajanlarla ereksiyonun uyarılabilirliğini göstermesinin ardından Mills ve 

ark.’larının ortalama arteriyel basıncının (OAB) ĠKB’yi etkilediğini göstermesi üzerine 
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çeĢitli modifikasyonlar yapılarak günümüzde kullanılan yöntemler geliĢtirilmiĢtir (153–

155). 

2.4.1. Diyabet Modelleri 

Diyabetle indüklenen ED’nin insidansının yüksek olması ve mevcut oral tedavilere 

yanıtın yetersiz kalması nedeniyle yeni terapötik ajanların keĢfi için ED’nin 

değerlendirilmesinde çeĢitli vasküler ve nöronal değiĢikliklere yol açan Tip 1 ve Tip 2 

diyabet modelleri kullanılmaktadır (156). Diyabetik ED modellerinden sıçan ve fareler için 

en sık kullanılan model streptozotosinle (STZ) indüklenen diyabetik ED modelidir. STZ ile 

indüklenen ED modeli insülin bağımsız diyabetik bir model olup vasküler hasara ve 

nöropatilere neden olduğu bilinmektedir. STZ etkisini pankreatik β hücrelerinde 

konsantrasyon bağımlı nekroza yol açarak gösterir (156, 157). Özellikle yüksek doz 

STZ’nin akson ve schwann hücre hasarına neden olarak periferik nöropatiyi indüklediği 

bilinmektedir (156, 158, 159). Yapılan çalıĢmalar nöropati yanında düz kas ve endotel 

hasarı yarattığını ve ĠKB’de belirgin düĢüĢe neden olduğunu göstermiĢtir (160, 161). 

Ayrıca STZ’nin penisin parasempatik inervasyonunu bozduğu ve eNOS ekspresyonunu 

azalttığı dolayısıyla endotelyal disfonksiyona neden olduğu gösterilmiĢtir (162). 

BB/Wor (BioBreeding/Worcester) sıçanları ise tip 1 diyabete sahip sıçanlar olup 

hem santral hem de periferik nöropati belirtileri göstermektedir. Yapılan çalıĢmalar 

BB/Wor diyabetik sıçanlarda erektil fonksiyonun %50 oranında azaldığını korpus 

kavernozum yapısında ise yüksek oranda apoptozis geliĢtiğini göstermektedir (163). Bu 

modelin avantajı diğer modellerde olduğu gibi sıçanlarda vaskülopatinin geliĢmemesidir. 

Böylelikle sadece nöropatik değiĢiklikler değerlendirilebilmektedir. Ancak yüksek 

maliyetli olmaları BB/Wor tipi sıçanların kullanımını kısıtlamaktadır (164). 

Genetik olarak tip 2 diyabete sahip Zucker tip sıçanlar da diyabetik ED’nin 

değerlendirilmesinde kullanılmaktadır. Zucker tip sıçanlar hipergliseminin yanında obezite, 

hiperlipidemi ve hipertansiyona da sahiptir ve genellikle obezite ve metabolik sendrom 

araĢtırmalarında kullanılmaktadır. Bu modelde hem vasküler hem de nöronal değiĢiklikler 

görmek mümkündür (165). Zucker tip sıçanlarda leptin reseptöründe mutasyon olduğu 

bilinmektedir. Ancak tip 2 diyabetli hastalarda leptin reseptör eksikliği saptanmamıĢtır. Bu 

nedenle klinik durumu sağlıklı olarak yansıtmadığı düĢünülmektedir ve bu eksikliği 

gidermek için Zucker tip sıçanlar genelde Spraque Dawley sıçanlarla melezleĢtirilerek 

kullanılmaktadır (166). 
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Alloksan da STZ gibi pankreas hücre hasarı yaratarak tip 1 diyabet modeli 

oluĢturulmasında kullanılan bir kimyasaldır. Bu model yüksek doz alloksan kullanımı 

gerektirdiğinden STZ’ye oranla daha az tercih edilmektedir (156, 167).  Ayrıca yüksek 

dozda alloksanın pankreas hasarının yanında böbrek hasarına neden olup ölüm oranını 

arttırması kullanımını kısıtlayan diğer bir faktördür. Alloksanla indüklenen diyabetin de 

periferik nöropati ve kardiyovasküler hasara neden olduğu bilinmektedir. Korpus 

kavernozum kontraksiyonuna ve eNOS inhibisyonuna neden olarak erektil fonksiyonu 

bozduğu gösterilmiĢtir (168). 

Tüm bu modellerin haricinde db/db obez fareler, OLETF diyabetik sıçanlar da 

diyabet sonucu geliĢen ED’nin araĢtırılmasında kullanılan deney hayvanlarıdır (162). 

2.4.2. YaĢlanma Modelleri 

YaĢlanmanın ED geliĢimindeki en önemli faktörlerden biri olduğu bilinmektedir. 

Bu nedenle yaĢa bağlı ED’nin geliĢimindeki mekanizmaları ayrıntılarıyla ortaya koymak 

için deney hayvanlarında yaĢa bağımlı erektil fonksiyon incelenmektedir (156). 9-14 ve 62 

haftalık Spraque Dawley sıçanlarda yapılan araĢtırmalar yaĢla tunika tabakasında incelme, 

ĠKB ve NOS aktivitesinde azalma olduğunu göstermektedir (169–171). Benzer Ģekilde 

Wistar tipi sıçanlarda da yaĢlanmayla birlikte korporal düz kasta elastik liflerin dejenere 

olduğu ve kollajen miktarının arttığı dolayısıyla erektil fonksiyonun bozulduğu 

gösterilmiĢtir (151). 

2.4.3. Hiperkolestrolemi Modelleri 

Yapılan çalıĢmalar total kolestroldeki her mmol/L’lik artıĢın ED riskini 1.32 kat 

arttırdığını göstermektedir. Bu nedenle hiperkolestrolemi ile indüklenen ED modelleri 

sıçan ve tavĢanlarda tercih edilmektedir. TavĢan ve sıçanlar yaklaĢık 3-12 ay yüksek yağ 

içerikli besinlerle beslenmekte ve sonuç olarak ĠKB/OAB oranında ve eNOS, nNOS 

ekspresyonunda azalma saptanmaktadır (172–174). Bunun haricinde apolipoprotein E geni 

silinmiĢ farelerde de endotelyal disfonksiyon geliĢtiği buna bağlı olarak vazoreaktivitenin 

değiĢtiği ve eNOS ekspresyonunun azalarak ED geliĢtiği saptanmıĢtır (156). 

2.4.4. Hipertansiyon Modelleri 

Hipertansiyonun ED ve kardiyovasküler hastalıkların geliĢiminde bir risk faktörü 

olduğu bilinmektedir. Bu nedenle özellikle spontan hipertansif sıçanlarda (SHR) ED 

çalıĢmaları sürdürülmektedir. ÇalıĢmalar SHR’lerde ĠKB’nin ve peniste eNOS, nNOS 
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ekspresyonunun azaldığını korpus kavernozumda fibrotik değiĢiklikler olduğunu 

göstermektedir (175, 176). 

2.4.5. KS Hasarı 

Prostat kanserinin en yaygın tedavi yöntemi olan radikal prostatektominin 

yaygınlaĢmasıyla son yıllarda sinir koruyucu cerrahi yöntemlerin kullanılmasına rağmen 

radikal prostatektomi sonucu ED geliĢimi hala en yaygın görülen komplikasyon olarak 

karĢımıza çıkmaktadır (154). Walsh ve ark. radikal prostatektomi sonucu nöronal 

yolakların etkilenerek ED geliĢimine neden olduğunu göstermiĢlerdir. Langworthy ve 

ark.’nın sıçanlarda pelvik sinirlerin korpus kavernozumu uyardığını göstermesi çalıĢmalara 

hız kazandırmıĢ ve Quinalan ve ark. erektil fonksiyonun değerlendirilmesi için ilk deney 

hayvanı modelini geliĢtirmiĢtir (162). 

ÇeĢitli hayvan modellerinde KS hasarı, KS’nin tek veya çift taraflı sıkıĢtırılması, 

kesilmesi, dondurulması ve gerilmesi gibi farklı tekniklerle uygulanmaktadır (151). KS 

sinir hasarı modeli genellikle bir klemp veya forseps yardımıyla KS’nin çeĢitli zaman 

dilimlerinde mekanik olarak sıkıĢtırılması Ģeklinde uygulanmaktadır. KS hasarı uygulanan 

tüm modellerde ĠKB/OAB oranının, MPG ve KS’de nNOS ekspresyonunun azaldığı 

gösterilmiĢtir (177, 178). Yapılan çalıĢmalar bir süre sonra KS rejenerasyonunun 

gerçekleĢtiğini gösterse de bu süre içinde peniste gerçekleĢen morfolojik değiĢikliklerin 

erektil fonksiyonun tam olarak geri kazanımını engellediğini göstermektedir (179). 

KS hasarı modelleri unilateral ve bilateral olarak uygulanmaktadır. Unilateral 

modelde; KS’lerin bir tanesi hasarlanıp kontralateral KS sağlam bırakılmaktadır. Ancak bu 

modelde sağlıklı sinirden hasarlı kısma doğru aksonal dallanmalar ve istenmeyen 

reinervasyonlar oluĢabilmekte, bu durum da test edilmek istenen hipotezin anlaĢılmasını 

zorlaĢtırmaktadır. Bu model tek taraflı sinir hasarının olduğu pelvik operasyonlar sonucu 

geliĢen hasarın bir modeli olarak kullanılmaktadır (154). BKSH ise aynı hayvanda iki 

KS’nin de aynı protokol uygulanarak hasarlanmasına dayanmaktadır. BKSH’nin sinirlerin 

korunduğu radikal prostatektomi sonucu geliĢen ED’yi en iyi yansıtan model olduğu 

saptanmıĢtır (97, 154, 180). Bilateral KS kesisi ise sinirlerin korunmadığı radikal 

prostatektomi sonucu geliĢen ED’yi yansıtmaktadır (181, 182). Son yıllarda radikal 

prostatektomi sonucu geliĢen ED tedavisinde nörotrofik ve nöroprotektif tedavi arayıĢları 

hız kazanmıĢtır. Bu yaklaĢımlar için en uygun deney modelleri olan KS hasarı 

modellerinin kullanımı artmıĢtır (162). 
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2.4.6. Diğer Modeller 

Operasyonel veya kimyasal kastrasyon, sigara ile indüklenen ED, spinal kord hasarı, 

stresle indüklenen modeller, arteriyel ligasyon gibi modeller de ED patofizyolojisi veya 

olası terapötik etkili ajanların araĢtırılması için literatürde kullanılmaktadır (151, 156, 162). 

2.5. Riluzol 

2.5.1. Kimyasal Yapısı ve Endikasyonları 

Riluzol (2-amino-6-(triflorometoksi) benzotiyazol) ilk olarak 1960’lı yıllarda 

sentezlenmiĢ ve 1980’li yıllarda antikonvülsan etkisi sebebiyle Mizoule ve Gandelsman 

tarafından patentlenmiĢ olan benzotiyazol türevi bir ajandır (183, 184) (ġekil 2).     

                      

ġekil 2. Riluzolün kimyasal yapısı (Bryson’dan, 184) 

Ġlerleyen yıllarda anksiyolitik, antikonvülsan ve anestezik özelliklerinin de 

keĢfedilmesine rağmen günümüzde nöroprotektif etkileri sebebiyle nörodejeneratif bir 

hastalık olan ALS’nin tedavisinde kullanılan etkisi kanıtlanmıĢ ilk ilaç olup, 1995 yılında 

ALS tedavisi için FDA tarafından onaylanmıĢ ve günümüzde hala klinikte kullanılmaktadır 

(9, 10). 

Yapılan klinik ve deneysel çalıĢmalar riluzol tedavisinin ALS dıĢında Alzheimer, 

Parkinson ve Huntington gibi diğer nörodejeneratif hastalıklarda, nöropatik ağrıda, 

psikiyatrik bozukluklarda ve birçok periferik sinir hasarı modelinde umut verici sonuçlar 

sunduğunu göstermiĢtir (17, 185–191). Ayrıca yapılan preklinik çalıĢmalarda deney 

hayvanlarında oluĢturulan spinal kord hasarı modellerinde oluĢan nöropatolojik tabloyu 

anlamlı Ģekilde iyileĢtirdiği gözlenmiĢtir (192–194). Bu sonuçlardan hareketle riluzol akut 

spinal kord hasarı tedavisinde kullanılmak üzere faz çalıĢmalarına girmiĢ ve hala Faz II/III 

araĢtırması devam etmektedir (195). 
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2.5.2. Farmakokinetik Özellikleri 

Riluzolün oral biyoyararlanımı %60 civarındadır. Yüksek yağ içerikli bir öğün 

sonrası kullanımında serum kan konsantrasyonunun %45 oranında azaldığı bilinmektedir. 

Klinikte kararlı durum plazma konsantrasyonuna 5 günlük düzenli kullanım sonucu 

ulaĢtığı saptanmıĢtır. Ayrıca %96 oranında plazma proteinlerinden albümine ve 

lipoproteinlere bağlandığı bilinmektedir (184). ALS tedavisinde 25, 50 ve 100 mg’lık 

dozları çeĢitli kombinasyonlar halinde kullanılabilmektedir. Gastrointestinal kanaldan hızla 

absorpsiyona uğradığı bilinen riluzol oral alımı takiben 1-1.5 saat içinde maksimum 

plazma konsantrasyonuna ulaĢmaktadır (196). Riluzol büyük oranda karaciğerde sitokrom 

(CYP) P450 enzim ailesinden CYP1A1, CYP1A2 ve glukuronidasyonla metabolize 

edilmektedir ancak klerensi bireylerarası farklılıklar göstermektedir. 6 ana olmak üzere 

birçok metaboliti olduğu bilinmektedir (184). Riluzolün CYP 1A2 enzimiyle N-

hidroksiriluzol metabolitine dönüĢtüğü ve bu formun majör aktif metabolit olduğu yapılan 

in vitro çalıĢmada saptanmıĢtır. Riluzolün CYP 1A1 aracılığıyla da minör metabolitleri 

olan 4-hidroksiriluzol, 5-hidroksiriluzol, 7-hidroksiriluzol ve 2-amino-6-

hidroksibenzotiyazol’e dönüĢtüğü bilinmektedir (197, 198). 

2.5.3. Etki Mekanizması 

Riluzolün nöroprotektif etkisini nasıl meydana getirdiği kesin olarak bilinmemekle 

birlikte çeĢitli mekanizmalar önerilmiĢtir. ÇeĢitli çalıĢmalarda riluzolün hacme-duyarlı 

klorür kanallarını (12), voltaj-bağımlı Na
+
, Ca

++
 kanallarını (13), NMDA reseptör aracılı 

kanalları inhibe ettiği ileri sürülmüĢtür (14). Bir baĢka çalıĢmada ise riluzolün cPLA2’yi 

inhibe ederek araĢidonik asit oluĢumunu azalttığı ve bu Ģekilde antioksidatif etki gösterdiği 

ifade edilmiĢtir (15). 

Riluzolün en önemli etki mekanizmalarından biri de glutamerjik aĢırımı modüle 

etmesidir (10, 185, 189, 192). Riluzolün sıçan hipokampus ve kortikal sinaptozomlarda 

K
+
’la uyarılan glutamat salımını inhibe ettiği bildirilmiĢtir (189, 195). Fumagalli ve 

ark.’nın yaptığı çalıĢmada riluzolün doz bağımlı olarak EAAT-1, EAAT-2 ve EAAT-3 

taĢıyıcılarının aktivitesini arttırdığını göstermiĢtir (199). ALS’li hastalarda da glutamat 

seviyesinin sağlıklı bireylere göre üç kat daha fazla olduğu ve motor nöronlardaki EAAT 

ekspresyonlarının azaldığı gösterilmiĢtir (200). Bu nedenle riluzolün nöroprotektif 

etkisinden EAAT aktivatörü etkisinin de sorumlu olabileceği bildirilmiĢtir. Yalnızca 

santral olarak değil periferik sinir hasarı sonucu değiĢen GT ekspresyonlarının da çeĢitli 
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nöroplastik değiĢikliklere ve eksitotoksik yolakların aktivasyonuna neden olduğu 

bildirilmiĢtir (16, 201–203). Siyatik sinir hasarı oluĢturulan sıçanlarda EAAT aktivatörü 

olan riluzolün non-selektif olarak glutamat uptake’ini arttırdığı ve bu sayede glutamat 

eksitotoksisitesini önleyerek nöroprotektif etki oluĢturduğu saptanmıĢtır (16, 17). Benzer 

Ģekilde sıçanlarda optik sinir hasarında riluzol tedavisinin glutamat seviyesini anlamlı 

olarak azaltarak nöroprotektif etki oluĢturduğu gösterilmiĢtir (204). 

Fare astrosit hücre kültüründe yapılan bir çalıĢmada riluzolün nörotrofik faktörler 

olan NGF, GDNF ve BDNF sentezini uyardığı saptanmıĢtır (189). Riluzolün nöroprotektif 

etkisine iyon kanalı inhibitörü ve antieksitotoksik etkilerinin yanında PKC inhibitör 

etkinliğinin de aracılık ettiği saptanmıĢtır. Kortikal hücre kültürlerinde yapılan çalıĢmada 

PKC aktivatörü ile artan PKC aktivitesinin riluzol uygulamasıyla azaldığı ifade edilerek 

PKC direkt inhibitörü olduğu gösterilmiĢtir (18). Endotelyal hücre kültürü kullanılarak 

yapılan bir çalıĢmada ise riluzolün selektif olarak PKC β II alt tipini inhibe ederek etki 

gösterdiği saptanmıĢtır (9). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Kimyasallar 

Kullanılan kimyasallar Tablo 2’de sunulmuĢtur. 

Tablo 2. Kullanılan kimyasallar, marka ve kodları 

Kimyasal adı Marka/ Kod 

% 0.9 Ġzotonik Sodyum Klorür (NaCl) Polifarma 

Amonyum persülfat (APS) Bio-Rad, 161-0700 

Batticon
®

 antiseptik solüsyon  Adeka 

BCA protein konsantrasyonu ölçüm kiti Thermo scientific, 23225 

Bromofenolblue Biomatik, A2223 

Clarity Western ECL Substrate Bio-Rad, 1705061 

Dithiothreitol (DTT) Sigma, 43815 

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) tetrasodyum 

tuzu 

ZAG Kimya, 10378-23-1 

Forane
®
 likit (Ġzofluran) Abbott 

Fosfataz inhibitör kokteyl 1 Sigma, P2850 

Fosfataz inhibitör kokteyl 2 Sigma, P5726 

Gliserol Sigma, G5516 

Glisin Sigma, G8898 

Hidroklorik asit (HCl) Sigma, 320331 

Ketalar
®
 (Ketamin HCl) Pfizer 

Metanol Isolab, 67-56-1 

Nevparin
®
 enjektabl flakon 5000IU/mL (Heparin) Mustafa Nevzat 

Partemol
®
 1g/100mL (Parasetamol) Vem Ġlaç 

PMSF (Fenil metil sülfonil florid) Sigma, 78830 

Ponceau S Sigma, P7170 

Proteaz inhibitör kokteyl Sigma, P8340 

Rilutek
®
 50mg film tablet (riluzol) Sanofi Aventis 

Riluzol Sigma, R116 
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Tablo 2. (Devam)  

Rompun
®
 %2 (Ksilazin) Bayer 

Sığır serum albümin (BSA) Capricorn Scientific, BSA-1U 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) Sigma, L3771 

Sodyum florür (NaF) Sigma, S7920 

Sodyum hidroksit (NaOH) Tekkim, 1318-79-2 

Sodyum klorür (NaCl) Sigma, 71383 

Sodyum orthovanadat (NaVan-Na3VO4) Sigma, S6508 

Sodyum pirofosfat dibazik (Na2H2P2O7) Sigma, 71501 

Superblock 
TM

 Blocking Buffer in PBS Thermo scientific, 37515 

Tetrametiletilendiaminden (TEMED) Sigma, T9281 

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

Tris/Glycine/SDS Buffer 10x Bio-Rad, 161-0772 

Tris-Baz (C4H11NO3) Sigma, T1503 

Triton X 100 Sigma, T8787 

Tween 20 Sigma, P1379 

Yağsız süt tozu Regilait 

β-merkaptoetanol Merck, 8.057440.0250 

3.1.2. Antikorlar 

Kullanılan antikorlar Tablo 3’de sunulmuĢtur. 

Tablo 3. Kullanılan antikorlar, marka ve kodları 

Antikor adı Marka/ Kod 

Anti-EAAT-1 antikoru Bioss, bs-1003R 

Anti-EAAT-2 antikoru Bioss, bs-1751R 

Anti-GAP-43 antikoru Cell Signalling, 8945 

Anti-mouse IgG HRP-linked antikoru Bio-Rad, 170-5047 

Anti-PKC β II antikoru Abcam, ab32026 

Anti-p-PKC β II (ser660) antikoru Cell Signalling, 9371 

Anti-rabbit IgG HRP-linked antikoru Bio-Rad, 170-5045 

Anti-β aktin antikoru Sigma, A5441 
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3.1.3. Cihazlar 

Kullanılan cihazlar Tablo 4’de sunulmuĢtur. 

Tablo 4. Kullanılan cihazlar ve markaları 

Cihazın Adı Marka/ MenĢei 

Anestezi cihazı E-Z Systems Inc., ABD 

Buz makinesi Hoshaizaki, Japonya 

Buzdolabı (+4 ºC) Arçelik, Türkiye 

Chemidoc görüntüleme sistemi Bio-Rad, ABD 

Data kayıt ve analiz sistemi MP35 BIOPAC, ABD 

Derin dondurucu (-20 ºC) Arçelik, Türkiye 

Derin dondurucu (-80 ºC) Thermo Scientific, ABD 

Dikey elektroforez ve transfer sistemi Bio-Rad, ABD 

Deiyonize su cihazı Sartorius, Almanya 

Elektriksel alan stimülatörü MAY, Türkiye 

Elektroforez güç kaynağı BioRad, ABD 

Hassas analitik terazi Ohaus, ABD 

Homojenizatör Heidolph, Almanya 

Isıtıcı Witeg, Almanya 

Kaba terazi Premier, Türkiye 

Magnetik karıĢtırıcı Witeg, Almanya 

Mikroplaka okuyucu Thermo Scientific, ABD 

Minisantrifüj Isolab, Türkiye 

Otomatik Pipetler Eppendorf, ABD 

pH metre Ohaus, ABD 

Platin elektrod Grass Technologies, ABD 

Soğutmalı santrifüj Sigma, ABD 

Sonikatör Bandelin, Almanya 

Su banyolu çalkalayıcı Memmert, Almanya 

Ultrasonik banyo Elma Ultrasonics, Almanya 

Vorteks Isolab, Türkiye 

Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi Shimadzu, Japonya 
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3.1.4. Kullanılan Çözelti ve Tamponlar 

3.1.4.1. Stok Çözelti ve Tamponlar 

0.1 N HCl çözeltisi 

DeriĢik stok HCl çözeltisinden (%37’lik) 813 µL alındı, 100 mL’ye deiyonize suyla 

tamamlandı. Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında saklandı. 

1 M Tris-Cl (pH:7.4) tamponu 

121.1 g Trizma baz (MA: 121.14 g/mol) 800 mL deiyonize su içerisinde çözüldü. 

Ardından deriĢik HCl çözeltisi ile pH’sı 7.4’e ayarlandıktan sonra toplam hacim 1 L’ye 

tamamlandı. Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında saklandı. 

5 M NaCl çözeltisi 

29.22 g NaCl (MA: 58.44 g/mol) 100 mL deiyonize suda çözüldü. Hazırlanan 

çözelti oda sıcaklığında saklandı. 

%20’lik Triton-X 100 

20 mL Triton-X 100 80 mL deiyonize suda çözüldü. Hazırlanan çözelti +4°C’de 

saklandı. 

0.5 M EDTA çözeltisi 

20.81 g EDTA tetrasodyum tuzu (MA: 416.201 g/mol) bir miktar deiyonize su 

içinde çözüldü. DeriĢik sodyum hidroksit (NaOH) çözeltisi ile pH 8.0’e ayarlandı ve 

toplam hacim 100 mL’ye tamamlandı. Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında saklandı. 

50 mM Sodyum pirofosfat (NaPPi) çözeltisi 

1.115 g NaPPi (MA: 444.06 g/mol) 50 mL deiyonize suda çözüldü. Hazırlanan 

çözelti alikotlanarak (1.5 mL/ 2 mL’lik eppendorf tüp)  -20°C’de saklandı. 

1 N NaOH Çözeltisi 

4 g NaOH (MA:40 g/mol)  bir miktar deiyonize suda çözüldü ve çözelti hacmi 100 

mL’ye tamamlandı. Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında saklandı. 

200 mM Sodyum ortovanadat (NaVan) çözeltisi 

3.68 g Na3VO4  (MA: 183.91 g/mol)  90 mL deiyonize suda çözüldü ve pH’sı 1N 

HCl ile pH 10.0’a ayarlandı. Sarı renk alan çözelti renksiz oluncaya kadar kaynatılıp 
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soğutuldu ve tekrar pH kontrolü yapıldı. Hazırlanan çözelti alikotlanarak (1.5 mL/ 2 

mL’lik eppendorf tüp) -20 °C’de saklandı. 

1 M Sodyum florür (NaF) çözeltisi 

4.2 g NaF (MA: 41.99 g/mol) 100 mL deiyonize suda çözüldü. Hazırlanan çözelti 

alikotlanarak (1 mL/ 1.5 mL’lik eppendorf tüp) -20 °C’de saklandı. 

100 mM PMSF  

0.174 g PMSF (MA: 174.19 g/mol) 10 mL etanol içinde çözüldü. Hazırlanan 

çözelti alikotlanarak (0.5 mL/ 0.5 mL’lik eppendorf tüp) -20°C’de saklandı. 

0.5 M Tris-HCl tamponu (pH: 6.8) 

6.057 g Trizma baz (MA: 121.14 g/mol) 90 mL deiyonize suda çözüldü. Hazırlanan 

çözeltinin pH’ı deriĢik HCl ile pH 6.8’e ayarlandı ve toplam hacim deiyonize suyla 100 

mL’ye tamamladı. Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında saklandı. 

5X Yükleme tamponu 

10 mL çözeltide 0.25 M Tris-Cl (pH:6.8), %10 SDS, %50 gliserol, %0.01 

bromofenolblue olacak Ģekilde yükleme tamponu hazırlandı. Hazırlanan çözelti 

alikotlanarak (1 mL/ 1.5 mL’lik eppendorf) -20 °C’de saklandı. Tampona kullanılmadan 

önce son konsantrasyonu 0.5 M olacak Ģekilde DTT (MA: 154.25 g/mol) eklendi ve 

kullanıma hazır 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 çözüldü. Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında saklandı. 

10X TBS çözeltisi 

29.71 g Trizma baz (MA: 121.14 g/mol) ve 110 g (MA: 58.44 g/mol) NaCl 800 mL 

deiyonize suda çözüldü. Çözeltinin pH’si deriĢik HCl ile pH: 7.6’ya ayarlandı. Toplam 

hacim deiyonize suyla 1 L’ye tamamlandı. Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında saklandı. 

%20’lik Tween 20 

20 mL Tween 20 80 mL deiyonize suda çözüldü. Hazırlanan çözelti oda 

sıcaklığında saklandı. 
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%20’lik SDS çözeltisi 

1 g SDS 5 mL deiyonize suda çözüldü. Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında saklandı. 

3.1.4.2. ÇalıĢma Çözeltileri ve Tamponları 

TNTE lizis tamponu 

TNTE Lizis tamponundaki son çözelti konsantrasyonları 50 mM Tris-HCl (pH: 7.4), 

150 mM NaCl, %1 Triton-X 100, 1 mM EDTA (pH:7.0), 5 mM NaPPi, proteaz inhibitör 

kokteyli (PI), %10 Gliserol, 2 mM NaVan, 20 mM NaF, 1 mM PMSF olacak Ģekilde 

çözeltiler Tablo 5’de yer alan hacimler doğrultusunda birleĢtirildi ve toplam hacim 20 

mL’ye tamamlandı. TNTE lizis tamponu her deney baĢlangıcında taze olarak hazırlandı ve 

deney süresince buz içerisinde saklandı. 

Tablo 5.  TNTE lizis tamponu hazırlamak için gerekli stok çözeltiler, konsantrasyonları ve 

hacimleri 

Stok çözeltiler ve konsantrasyonları Hacim (µL) 

1 M Tris-HCl (pH: 7.4) 1000 

5 M NaCl  600 

%20’lik Triton-X 100 1000 

0.5 M EDTA 40 

Gliserol 2000 

PI 200 

50 mM NaPPi 2000 

200 mM NaVan 200 

100 mM PMSF 200 

Deiyonize su 12360 

Toplam  20000 

Tris-Glisin-SDS (TGS) yürütme tamponu 

100 mL 10X TGS deiyonize suyla 1 L’ye seyreltildi. Çözelti her seferinde taze 

olarak hazırlandı. 
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Transfer tamponu 

10X Tris-Glisin tamponu 1X olacak Ģekilde seyreltildi ve 200 mL metanol 

eklenerek toplam hacim deiyonize suyla 1 L’ye tamamlandı. Çözelti her seferinde taze 

olarak hazırlanarak transfer iĢlemine kadar soğuması için +4°C’de saklandı. 

TBST çözeltisi 

10X TBS stok çözeltisinden 100 mL alınıp 800 mL deiyonize suyla seyreltildi. 

Çözeltideki final konsantrasyon %0.05 olacak Ģekilde %20’lik Tween 20’den 2.5 mL 

eklendi. Toplam çözelti hacmi deiyonize suyla 1 L’ye tamamlandı. Hazırlanan çözelti oda 

sıcaklığında saklandı. 

“Stripping” çözeltisi 

3.125 mL 1 M Tris-Cl (pH:6.8), 5 mL %20’lik SDS, 350 µL β-merkaptoetanol 

karıĢtırıldı ve toplam çözelti hacmi deiyonize suyla 50 mL’ye tamamlandı. Çözelti her 

seferinde taze olarak hazırlandı. 

%0.1 Tween 20 içeren TBS çözeltisi 

10X TBS çözeltisi 1X olacak Ģekilde deiyonize suyla seyreltildi ve 100 µL Tween 

20 1XTBS çözeltisiyle 100 mL’ye tamamlandı. Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında 

saklandı. 

%5’lik Sığır serum albümin (BSA) çözeltisi 

2.5 g BSA 50 mL %0.1 Tween 20 içeren TBS çözeltisinde çözüldü. Hazırlanan 

çözelti +4°C’de saklandı. 

%5’lik Süt tozu çözeltisi 

2.5 g yağsız süt tozu 50 mL %0.1 Tween 20 içeren TBS çözeltisinde çözüldü. 

Hazırlanan çözelti +4°C’de saklandı. 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Riluzol Çözeltisinin Hazırlanması 

Riluzol Sigma Aldrich (Kat no:R116) ve Sanofi Aventis (Rilutek
®
 50 mg film 

tablet)’ten temin edildi. 8 mg/kg dozunda riluzol hazırlamak için; tartılan miktar riluzol 

veya bir film tablet 0.1 N HCl’de çözündürülüp %0.9’luk NaCl çözeltisiyle istenen 

konsantrasyona seyreltildi. Tüm enjeksiyonlar intraperitoneal (i.p.) yoldan uygulandı.  
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3.2.2. Rilutek
®
 50 mg Film Tabletten Riluzol Geri Kazanım Analizi 

Rilutek
®
’e ait 1 film tablet 50 mg riluzol etkin maddesi içermektedir. Deney 

hayvanına uygulanabilecek riluzol taĢıyıcı çözeltisi literatürlerden faydalanılarak daha 

önceki çalıĢmalarla optimize edildi (1.6 mg/mL riluzol çözeltisi için 1.6 mg riluzol 145 µL 

0.1 N HCl’de çözüldü, %0.9’luk NaCl ile 1 mL’ye tamamlandı). Bu taĢıyıcı içerikten 

hareketle 20 ppm konsantrasyonuna ulaĢmak üzere 1 tablet gerekli hacimde 0.1 N 

HCl+%0.9’luk NaCl karıĢımında çözüldü ve 15 dakika (dk) ultrasonik banyoda bekletildi. 

Uygulanan örnek hazırlama iĢlemi sonucu, ilaç etkin maddesinin ekstre edildiği miktarı 

saptamak için geri kazanım çalıĢması yapıldı. Bu amaçla, 1 film tablet, yukarıda belirtilen 

Ģekilde uygun çözücü karıĢımında çözüldü, 0.45 µm çaplı Ģırınga ucu filtresinden süzüldü 

ve yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (YBSK) sistemine enjekte edildi. Bunun yanında, eĢ 

konsantrasyondaki 20 ppm baz maddeden hazırlanan standart riluzol çözeltisi direkt 

sisteme enjekte edildi. Bu iĢlem 3 farklı tablet üzerinden tekrarlandı ve pik alanları 

ortalaması alındı. Pik alanları karĢılaĢtırılarak tabletten geri kazanım miktarı “EĢitlik 1” 

formülü kullanılarak hesaplandı.  

Geri kazanım yüzdesi= 
                        

                          
 x100 

3.2.3. Deney Hayvanları 

ÇalıĢmada yaĢlarına göre eĢleĢtirilmiĢ, Sprague-Dawley erkek sıçanlar (275-400 g) 

kullanılmıĢtır. Karadeniz Teknik Üniversitesi (KTÜ) Cerrahi Uygulama ve AraĢtırma 

Merkezi’nden temin edilen sıçanlar deney protokolü süresince 21±2°C’de 12 saat 

aydınlık/12 saat karanlık siklusu doğrultusunda merkezde barındırılarak ad libitum 

beslenmiĢtir. BKSH modelinin oluĢturulmasının ardından her bir deney hayvanı ayrı 

kafeslerde barındırılmıĢtır. Deneysel çalıĢmanın yapılabilmesi için KTÜ Hayvan Deneyleri 

Yerel Etik Kurul BaĢkanlığı’ndan etik kurul onayı alınmıĢtır (2018/01, Ek-1). 

3.2.4. Deney Grupları ve Deneysel Protokol 

ÇalıĢmada BKSH modelinde 1, 7 ve 15 günlük tedavi sonrası riluzolün etkinliğinin 

değerlendirilmesi planlandı. Tez çalıĢması kapsamında Tablo 6’de yer alan deney grupları 

kurgulandı ve fonksiyonel çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. 

Deney bitiminde,  sıçanların penis dokusu, MPG ve KS’ler çıkarılıp moleküler 

analizlerde kullanılmak üzere sıvı azotta hızlıca dondurulup -80°C’de saklandı. 

(EĢitlik 1) 
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Tablo 6. Deney grupları 

Deney Grupları n 
1
 G

ü
n

  

G
ru

p
la

rı
 

1. Sham + TaĢıyıcı (ST) 6 

2. Sham + Riluzol (8mg/kg; SR) 1 

3. BKSH + TaĢıyıcı (BT) 7 

4. BKSH + Riluzol (8mg/kg; BR) 2 

7
 G

ü
n

  

G
ru

p
la

rı
 

5. Sham + TaĢıyıcı (7ST) 7 

6. Sham + Riluzol (8mg/kg; 7SR) 3 

7. BKSH + TaĢıyıcı (7BT) 6 

8. BKSH + Riluzol (8mg/kg; 7BR) 6 

1
5
 G

ü
n

  

G
ru

p
la

rı
 

9. Sham + TaĢıyıcı (15ST) 6 

10. Sham + Riluzol (8mg/kg; 15SR) 6 

11. BKSH + TaĢıyıcı (15BT) 5 

12. BKSH + Riluzol (8mg/kg; 15BR) 6 

 Toplam 61 

3.2.5. BKSH Modelinin OluĢturulması 

Sıçanlar %2’lik izofluran anestezisi altında supin (sırt üstü) pozisyonunda 

yatırılarak ekstremiteleri cerrahi tablaya sabitlendi. Aseptik Ģartlarda %70’lik alkolde 

sterilize edilmiĢ olan cerrahi aletler kullanılarak abdomen orta hattı boyunca yaklaĢık 3 

cm’lik bir kesi atıldı. Dikkatli bir Ģekilde deri altı dokusu ve kas diseksiyonu 

gerçekleĢtirilerek mesaneye ulaĢıldı. Prostat bezinin görünürlüğünü kolaylaĢtırmak için 

mesanenin bütünlüğü bozulmadan baĢ kısmından küçük bir klemp yardımıyla pozisyonu 

değiĢtirildi. KS’lerin belirlenmesini kolaylaĢtırmak amacıyla skrotum kesesinde yerleĢim 

gösteren testislerin deri bağlantıları dikkatli bir Ģekilde kesildi ve testis, duktus deferens ve 

seminal veziküller bir gazlı bez yardımıyla abdomene alındı. Prostat bezinin 

dorsolateralinde bulunan MPG ve bilateral KS’ler çevre dokulara zarar vermeden tespit 

edildi. Ġnce bir forseps yardımıyla prostat bezine bitiĢik yerleĢim göteren KS’ler izole 

edildi. MPG’nin 2-3 mm distalinden, sağ ve sol KS’ler bir pens yardımıyla 1’er dk’lık 2 set 

Ģeklinde (aralarında 15 saniye (sn)’lik bir periyod bırakılarak) sıkıĢtırarak BKSH modeli 

oluĢturuldu ve sonrasında abdomene alınan testisler dikkatli bir Ģekilde skrotal keselere 

yerleĢtirildi. Dokuların kurumasını önlemek amacıyla SF ile abdomen boĢluğu yıkandı. 
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Ġnsizyon önce kas dokusu yakınlaĢtırılarak 4.0’lık cerrahi ipek ile ardından deri tabakası 

3.0’lık cerrahi ipek ile cerrahi sütur yardımıyla kapatıldı (Resim 4). Hasar uygulanmayan 

kontrol “sham” sıçanları için benzer iĢlemler uygulandı ancak KS’ler tespit edildikten 

sonra hiç bir sıkıĢtırma iĢlemi yapılmadan insizyon kapatıldı. Enfeksiyon riskini önlemek 

için sütur bölgesi antiseptik solüsyonla temizlendi. Deney hayvanlarının izofluran 

anestezisinden uyanması beklendi ve bütün deney hayvanlarının içme sularına bir gün 

süreyle 2 mg/mL dozunda asetaminofen eklendi. Tablo 5’deki tedavi gruplarında belirtilen 

gün boyunca deney hayvanlarına hergün aynı saatte 0.5 mL/100 g hacminde i.p. 

enjeksiyonla riluzol veya taĢıyıcı (0.1 N HCl+%0.9’luk NaCl çözeltisi) uygulandı. 

 

Resim 4. BKSH modelinin oluĢturulması (a) KS’nin saptanıp pense yerleĢtirilmesi (b)  

KS’nin pens yardımıyla sıkıĢtırılması (c) BKSH hasarının ardından abdominal 

insizyonun kapatılması. BKSH: Bilateral kavernöz sinir hasarı, KS: Kavernöz 

sinir 

 

a 

b 

c 
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3.2.6. OAB Ölçümü 

Deney hayvanlarında ĠKB, sistemik kan basıncına göre değerlendirildiği için ĠKB 

ile eĢ zamanlı olarak OAB ölçülmesi gereklidir. Bu amaçla, Resim 5’de gösterildiği gibi 

ketamin/ksilazin anestezisi (80 mg/kg, 5 mg/kg i.p.) altında spin pozisyonunda yatırılarak 

ekstremiteleri ve çenesi sabitlenen deney hayvanlarının boyun bölgesi traĢ edildi. Aseptik 

Ģartlarda yaklaĢık 3 cm’lik deri insizyonu gerçekleĢtirildi. Kas tabakası dikkatlice ayrıldı 

ve bir pens yardımıyla karotid arter komĢuluğunda ilerleyen vagus siniri ve diğer sinir 

liflerine zarar vermeden bir pens yardımıyla sol karotid arter izole edildi.  

 

Resim 5. Karotid arter izolasyonu (a) Deney hayvanının supin pozisyonunda yatırılması 

(b) Boyun derisi diseksiyonu (c) Boyun bölgesi kaslarının diseksiyonu (d) 

Karotid arterin saptanması (e) Sinir liflerinin karotid arterden ayrılması  

4.0’lık cerrahi ipek iplik yardımıyla sol karotid arter askıya alındı. Arterin kraniyal 

ucu ipek iplik yardımıyla sıkıca bağlandı ve kan akımı kesildi. Arterin kalbe yakın kısmı 

ise geçici olarak küçük bir klemple sıkıĢtırıldı. Böylelikle yaklaĢık 1 cm’lik bir alanda kan 

a b c 

d e 
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akımı geçici olarak durudurulmuĢ oldu.  Kanülün yerleĢtirilmesini kolaylaĢtırmak için bir 

pens yardımıyla artere gerim verildi. Ġnce bir damar makasıyla karotid artere kesi atıldı ve 

bu kesiden diğer ucu basınç transdüserine bağlı olan ucu açılı olarak kesilmiĢ 250 U/mL 

heparin içeren polietilen 50 (PE-50) kanül yerleĢtirildi. Kanül yerleĢtirildikten sonra 

karotid arter kanülün üstünden sıkıca ipek iplikle bağlandı (Resim 6). Kan akımının 

yeniden sağlanabilmesi için yerleĢtirilen pens çıkarıldı. PıhtılaĢmayı önlemek için sıçanlara 

kanül yardımıyla bir miktar heparin içeren SF verildi, dokuların kurumasını engellemek 

amacıyla bölge SF ile ıslatılmıĢ gazlı bezle kapatıldı. Deney boyunca basınç transdüserinin 

bağlı olduğu data kayıt sistemi (BIOPAC MP35) aracılığı ile OAB kaydedildi. 

 

Resim 6. Karotid arter kateterizasyonu (a) Sol karotid arterin belirlenmesi (b) Karotid 

arterin iki ucunun sıkıĢtırılarak kan akımının askıya alınması (c) PE-50 kanülün 

karotid artere yerleĢtirilmesi. PE-50: Polietilen-50 

 

a b 

c 
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3.2.7. ĠKB Ölçümü 

ĠKB ölçümü için, BKSH cerrahi iĢleminin uygulandığı alandan abdominal kesi 

yardımıyla önce deri ardından kas tabakası dikkatlice açıldı. Testisler üst abdomene çekildi 

ve mesane bir klemp yardımıyla sabitlendi. Daha önce izole edilmiĢ olan sağ KS tekrar 

belirlendi. Ardından alt abdominal bir kesiyle devam edilerek penis dokusu yağ ve deri 

tabakalarından ayrılarak serbestleĢtirildi (Resim 7a). Tunika albuginea tabakasını saran kas 

dokusu ince bir damar makasıyla dikkatli bir Ģekilde kesilerek sağ korpus kavernozum 

belirlendi (Resim 7b), ucunda 27-G iğne bulunan ve diğer ucu basınç transdüserine bağlı 

250 U/mL heparin içeren PE-50 kanül sağ korpusa yerleĢtirilerek ucunun serbestleĢmesi 

sağlandı (Resim 7c,d). Kanül yardımıyla heparin içeren SF verilerek kanülün doğru 

yerleĢimi değerlendirildi ve sızdırma kontrolü yapıldı. Deney boyunca basınç 

transdüserinin bağlı olduğu data kayıt sistemi (BIOPAC MP35) aracılığı ile ĠKB 

kaydedildi. 

 

Resim 7. Ġntrakavernöz kanül yerleĢtirilmesi (a) Penisin serbestleĢtirilmesi (b) Sağ tunika 

albuginea tabakasına polietilen kanülün yerleĢtirilmesi (c) Sağ korpus 

kavernozum dokusundan ĠKB’nin ölçülmesi. ĠKB: Ġntrakavernöz basınç 

a b 

c d 
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Ġntrakavernöz kanülün (Resim 8a) yerleĢtirilmesinin ardından KS belirlenip (Resim 

8c) bir pens yardımıyla platin elektrodların (Grass Technologies, NC0578021, Resim 8b) 

üzerine yerleĢtirildi (Resim 8d) ve elektriksel uyarılmasına bağlı oluĢan ĠKB değiĢiklikleri, 

uygulanan farklı elektriksel uyarı parametrelerine (MAY ST95PT stimülatör; 16 Hz, 1 ms 

duration, 1-4 ve 8 voltlarda 1 dk’lık stimülasyon) cevap olarak değerlendirildi. Her bir 

elektriksel stimülasyon uygulaması arasında 5’er dk’lık dinlenme süreleri bırakıldı. 

Sonuçlar maksimum ĠKB (mĠKB)/OAB ve ĠKB eğri altında kalan alan/OAB (total 

ĠKB/OAB) Ģeklinde ifade edildi. 

 

Resim 8. ĠKB ölçümü (a) ĠKB ölçümünde kullanılan kanül (b) Bipolar platin elektrod (c) 

Sıçan prostat bezinin dorsolateralinde bulunan MPG ve KS (d) Bipolar platin 

elektrod aracılı KS’nin elektriksel stimülasyonu. ĠKB: Ġntrakavernöz basınç, 

MPG: Majör pelvik gangliyon, KS: Kavernöz sinir 

a b 

c d 
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Fonksiyonel ölçümlerin bitiminden sonra hızlıca yaklaĢık 30-60 sn içinde MPG 

dokusu, 1-3 dk arasında ise penis dokuları çıkarıldı ve sıvı azotta hızlıca dondurularak -80 

°C’de moleküler analizler için saklandı. 

3.2.8. Doku Homojenatlarının Hazırlanması 

Deney hayvanlarında izole edilen MPG ve penis dokularına buz üzerinde yaklaĢık 

10 mg/mL oranında TNTE lizis tamponunda (her bir penis dokusu 1 mL TNTE lizis 

tamponu içinde) mekanik olarak cerrahi makasla parçalandıktan sonra buz dolu bir kap 

içerisinde homojenizatör ile 20 rpm (x1000) devirde 5 kere 10’ar sn; her bir sıçanın sağ ve 

sol MPG dokuları birleĢtirilerek TNTE lizis tamponunda (Her bir örnek 100 μl TNTE lizis 

tamponu içinde) mekanik olarak cerrahi makasla parçalandıktan sonra buz dolu bir kap 

içerisinde sonikatör ile 20 kHz frekansta 3 kere 10’ar sn homojenize edildi. Doku 

homojenatları 10000xg +4 °C’de 30 dk santrifüj edildi ve süpernatant ayrıldı. Penis 

dokusuna ait süpernatantlar buz üzerinde hızlıca alikotlanarak 3’er adet 0.1 mL/ 0.5 mL 

eppendorf ve 2’Ģer adet 0.3 mL/ 1.5 mL eppendorflarda; MPG dokusuna ait süpernatantlar 

ise 3’er adet 0.03 mL/ 0.5 mL eppendorflara alınarak deney gününe kadar -80 °C’de 

saklandı. 

3.2.9. Total Protein Tayini 

Elde edilen homojenatlardaki total protein konsantrasyonu bikinkoninik asit (BCA) 

protein ölçüm kiti kullanılarak saptandı. Kitte bulunan ve konsantrasyonu bilinen BSA (2 

mg/mL)’dan gerekli dilüsyonlar yapılarak 0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 ve 2000 

µg/mL’lik standartlar hazırlandı. Kitte bulunan Solüsyon A ve Solüsyon B 50:1 oranında 

karıĢtırıldı ve çalıĢma çözeltisi hazırlandı. Her bir örnek ve standart çözeltiden 25 µL çift 

tekrar olacak Ģekilde mikroplate kuyucuklarına eklendi. Ardından tüm örneklere hızlıca 

200 µL çalıĢma çözeltisi eklendi. Mikroplaka kapatılarak 30 sn banko üzerinde hafif bir 

Ģekilde karıĢtırıldı ve su banyosunda 37 °C’de 30 dk inkübasyona bırakıldı. Bu süreç 

sonunda gerçekleĢen renk değiĢimi 562 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda ölçüldü 

ve elde edilen BSA standart çözeltileri absorbanslarından yararlanılarak Microsoft Excel 

aracılığıyla konsantrasyon-absorbans grafiği çizilip grafik denklemi hesaplandı. Örneklerin 

absorbansları grafik denklemine yerleĢtirilerek her bir örnek için total protein miktarı 

mg/mL cinsinden hesaplandı. 
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3.2.10. Western Blotlama 

3.2.10.1. Jelin Hazırlanması 

Deiyonize su ve alkolle temizlenen kısa ve uzun camlar kısa cam öne gelecek 

Ģekilde jel standına yerleĢtirildi. Jel içeriğinin hazırlanması için TGX Stain-Free FastCast 

%10 Acrylamide Kit kullanıldı. Kitin içinden çıkan resolver A ve B solüsyonlarında 3’er 

mL alınıp karıĢtırıldı. Bu karıĢıma %10’luk APS çözeltisinden 30 µL ve TEMED’ten 3 µL 

eklenerek ayırma jeli hazırlandı. Hazırlanan karıĢım kısa camın 1 cm altına kadar hava 

kabarcığı kalmayacak Ģekilde döküldü. Ardından hızlıca yükleme jelinin hazırlanması için 

kit içinde bulunan stacker A ve B solüsyonlarından 1’er mL alınıp içine %10’luk APS’den 

10 µL ve TEMED’ten 2 µL eklendi. Hazırlanan yükleme jeli kısa camın üzerine çıkacak 

Ģekilde döküldü ve hızlıca camlar arasına her bir kuyucuğu 50 µL hacimli 10 kuyucuklu 

tarak yerleĢtirildi. Jeller polimerizasyonun sağlanması için 30 dk jel standında bırakıldı. 

Hazırlanan jeller aynı gün kullanıldı. 

3.2.10.2. Doku Örneklerinin Yüklenmesi ve Yürütülmesi 

-80 °C’den çıkarılan ve buz üzerinde muhafaza edilen doku örneklerinden penis ve 

MPG için her bir kuyuya eĢit miktarda protein yüklemesi yapacak Ģekilde (total protein 

miktarı 30 µg) alınan süpernatant üzerine 5X yükleme tamponundan eklendi ve son hacim 

30 µL olacak Ģekilde 1X’e deiyonize su ile seyreltildi. Örnekler hızla karıĢtırılıp 2-3 sn 

santrifüjlendi ve kaynar su banyosunda 5 dk kaynatıldı. Ardından örnekler vortekste 

karıĢtırıldı ve 2-3 sn santrifüjlendi. Bu Ģekilde tüm örneklerde protein denatürasyonu iĢlemi 

yapılarak yüklemeye hazır hale getirildi. Hazırlanan örnekler aynı gün elektroforez iĢlemi 

için kullanıldı. 
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Resim 9. Protein elektroforezi görüntüsü 

Hazırlanan jeller deiyonize suyla yıkandı. Kuyucukların görünür hale gelmesi için 

dipleri asetat kalemiyle iĢaretlendi. Jeller uzun camlar dıĢa bakacak Ģekilde elektroforez 

için kullanılacak tanka yerleĢtirildi. Jeller arasına yürütme tamponu dökülerek sızdırma 

kontrolü yapıldı. Sızdırma olmadığından emin olunduktan sonra tank uygun seviyeye 

kadar yürütme tamponuyla dolduruldu. Yüklemeye hazır hale getirmek için jeller 

üzerindeki taraklar çıkarıldı.  Her jelin ilk kuyucuğunda 3 µL molekül ağırlık markörü 

olacak Ģekilde 30 µL’lik örnekler kuyucuklara yüklendi. Yükleme iĢlemi tamamlandıktan 

sonra örnekler 80 V’da en son 25 kDa’lık molekül ağırlık çizgisi görülene kadar yaklaĢık 

100-120 dk oda sıcaklığında yürütüldü (Resim 9). 

3.2.10.3. Transfer ĠĢlemi 

Jeldeki örneklerin transferi için PVDF membranlar kullanılarak ıslak transfer 

metodu uygulandı. Elektroforezde yürütme iĢleminin tamamlanmasını takiben jeller 

tanktan çıkarılarak deiyonize suyla yıkandı ve ince bir spatula yardımıyla camlar 

birbirinden dikkatlice ayrıldı. Jel üzerindeki kuyucuklar ve protein bulunmayan kısımlar 

hızlıca temiz bir jilet yardımıyla kesildi ve jel soğuk transfer tamponuyla doldurulmuĢ bir 

kaba aktarılarak dengelenmeye bırakıldı. Diğer yandan jele uygun boyutlarda PVDF 

membran kesildi ve 5-10 dk saf metanolde orbital çalkalayıcıda çalkalamaya bırakıldı. 
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Metanolden çıkarılan membran soğuk transfer tamponu içerisine yerleĢtirilip 15 dk 60 rpm 

devirde orbital çalkalayıcıda doygunluğa ulaĢması sağlandı. Ġçinde soğuk transfer tamponu 

bulunan baĢka bir kaba transfer kaseti yerleĢtirildi. Kasetin siyah yüzeyine sırasıyla bir 

adet transfer tamponuyla ıslatılmĢ destek süngeri ve bir adet whatmann kağıdı yerleĢtirildi. 

Bir adet ıslak whatmann kağıdı yardımıyla jel alınarak kaset üstündeki whatmann 

kağıdının üzerine dikkatlice yerleĢtirildikten sonra doygunluğa ulaĢmıĢ olan PVDF 

membran 45°’lik açıyla hava kabarcığı kalmayacak Ģekilde jelin üzerine yerleĢtirildi ve bir 

roll yardımıyla kalan hava kabarcıkları çıkarıldı. Ardından transfer tamponuyla ıslatılmıĢ 

iki adet whatmann kağıdı ve destek süngeriyle kaset içeriği tamamlandı (ġekil 3).  

 

ġekil 3. Islak transfer kaset içeriği 

Kaset kaydırılmadan dikkatli bir Ģekilde kapatıldı. Hazırlanan kaset transfer 

tamponuyla doldurulmuĢ olan tankın içerisine siyah yüzeyi anota (siyah), Ģeffaf yüzeyi 

katota (kırmızı) gelecek Ģekilde yerleĢtirildi. Tank iç ortam sıcaklığının dengelenebilmesi 

için temiz bir buz aküsü ve bir balık yardımıyla manyetik karıĢtırıcı üzerinde buz dolu bir 

kap içerisinde 80V’da 2 saat transfer iĢlemine bırakıldı (Resim 10a). 
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Resim 10. Transfer iĢlemi (a) Islak transfer iĢlemi görüntüsü (b) Transfer iĢleminden sonra 

Ponceau S ile boyanan PVDF membran görüntüsü. PVDF: Polivinilidin florür 

Transfer iĢlemi tamamlandıktan sonra membran dikkati bir Ģekilde kasetten 

çıkarıldı ve Ponceau S çözeltisiyle boyanarak transfer iĢleminin doğruluğu ve yeterliliği 

teyit edildi (Resim 10b). Daha sonra membran deiyonize suyla yıkanarak Ponceau S 

çözeltisinden arındırıldı ve saf metanolle 5-10 sn yıkandıktan sonra 15 dk oda sıcaklığında 

kurumaya bırakıldı. Membran kuruduktan sonra az miktarda saf metanolle ıslatıldı ve 3 

kere 10’ar dk TBST çözeltisiyle yıkandı.  

3.2.10.4. Membranın Bloklanması 

Membranlar yıkama iĢleminden sonra bloklama iĢlemi için SuperBlock
TM

 Blocking 

Buffer in PBS veya %5’lik BSA çözeltisi ile oda sıcaklığında 60 rpm devirde orbital 

çalkalayıcıda 1 saat inkübasyona bırakıldı. Böylece spesifik olmayan bağlanma noktaları 

bloklama iĢlemiyle kapatıldı.  

3.2.10.5. Primer Antikorla Ġnkübasyon 

Bloklamayı takiben Tablo 7’de belirtilen Ģekilde, primer antikorlarla 20 rpm 

devirde orbital çalkalayıcıda inkübasyona bırakıldı. 

 

 

 

 

 

a b 
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Tablo 7. Primer antikor seyreltme oranları, çözeltileri, inkübasyon sıcaklığı ve süreleri 

Antikor Seyreltme 

oranı 

Seyreltme çözeltisi Ġnkübasyon 

sıcaklığı ve süresi 

Anti-EAAT-1 antikoru 1:1000 %5’lik BSA çözeltisi +4 °C’de gece 

boyu ˃ 12 saat 

Anti-EAAT-2 antikoru 1:1000 %5’lik BSA çözeltisi +4 °C’de gece 

boyu ˃ 12 saat 

Anti-GAP-43 antikoru 1:1500 %5’lik BSA çözeltisi +4 °C’de gece 

boyu ˃ 12 saat 

Anti-PKC β II antikoru 1:1000 SuperBlock
TM

 

Blocking Buffer in 

PBS 

+4 °C’de gece 

boyu ˃ 12 saat 

Anti-p-PKC β II (Ser 660) 

antikoru 

1:1000 %5’lik BSA çözeltisi +4 °C’de gece 

boyu ˃ 12 saat 

Anti-β aktin antikoru 1:3000 %5’lik süt tozu 

çözeltisi 

Oda sıcaklığında 1 

saat 

3.2.10.6. Sekonder Antikorla Ġnkübasyon 

Primer antikor inkübasyonunu takiben membran üç kere 10’ar dk TBST ile oda 

sıcaklığında 60 rpm devirde orbital çalkalayıcıda çalkalanarak yıkandı. Yıkamanın 

ardından membranlar Tablo 8’de belirtilen Ģekilde, primer antikorlara uygun sekonder 

antikorlarla 20 rpm devirde orbital çalkalayıcıda inkübasyona bırakıldı. 

Tablo 8. Sekonder antikor seyreltme oranları, çözeltileri, inkübasyon sıcaklığı ve süreleri 

Antikor Seyreltme 

Oranı 

Seyreltme çözeltisi Ġnkübasyon 

sıcaklığı ve süresi 

Anti-mouse IgG HRP-

linked antikoru 

1:8000 %5’lik süt tozu 

çözeltisi 

Oda sıcaklığında 1 

saat 

Anti-rabbit IgG HRP-

linked antikoru 

1:8000 %5’lik süt tozu 

çözeltisi 

Oda sıcaklığında 1 

saat 
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3.2.10.7.  “Stripping” ĠĢlemi 

Hedef antikor anti-β aktin antikoruyla yakın molekül ağırlıklarına sahip olduğunda 

β aktini saptayabilmek için “stripping” iĢlemi uygulandı. ECL ile görüntülenen membran 

üç kere 10’ar dk TBST ile oda sıcaklığında 60 rpm devirde orbital çalkalayıcıda 

çalkalanarak yıkandı. Yıkamanın ardından membran “stripping” çözeltisiyle su 

banyosunda 50 °C’de 30 dk muamele edildi. “Stripping” iĢlemini takiben membran tekrar 

üç kere 10’ar dk TBST ile 60 rpm devirde orbital çalkalayıcıda oda sıcaklığında yıkandı. 

Yıkamanın ardından membran %5’lik BSA içerisinde 1 saat oda sıcaklığında 60 rpm 

devirde orbital çalkalayıcıda bloklandı ve β aktini saptamak için primer ve sekonder 

antikorla inkübasyon iĢlemleri tekrarlandı.  

3.2.10.8. Görüntüleme 

Sekonder antikor inkübasyonu tamamlandıktan sonra membran üç kere 10’ar dk 

TBST ile oda sıcaklığında 60 rpm devirde orbital çalkalayıcıda çalkalanarak yıkandı. 

Yıkamanın ardından membran temiz bir pens yardımıyla bir kaba alındı ve 0.8 mL ECL 

solüsyonu (ECL solüsyonlarının 1:1 oranındaki karıĢımı) ile pipet yardımıyla yıkandı.  

 

Resim 11. ChemiDoc
TM

 MP görüntüleme cihazı 
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Görüntülemeye hazır olan membran ChemiDoc
TM

 MP görüntüleme cihazıyla 

(Resim 11) uygun protokoller kullanılarak görüntülendi. Hedeflenen antikorun 

görüntüleme iĢlemi tamamlandıktan sonra membran tekrar üç kere 10’ar dk TBST ile oda 

sıcaklığında 60 rpm devirde orbital çalkalayıcıda çalkalanarak yıkandı. Yıkamanın 

ardından membran kurumasını engellemek için az miktarda TBST ile ıslatılarak streç filme 

sarılarak saklandı. 

3.3. Ġstatistiksel Analiz 

Fonksiyonel analizler için sonuçlar (ĠKB, OAB) aritmetik ortalama değer ± standart 

hata olarak ifade edildi. Ġstatistiksel analizler GraphPad Prism (Sürüm 5.01; Graphpad 

Yazılımı, San Diego, CA, ABD) kullanılarak yapıldı. Gruplar arasındaki farklar tek yönlü 

ANOVA’ nın ardından Newman-Keuls post testi kullanılarak karĢılaĢtırıldı. Western blot 

sonuçları görüntü analiz programı kullanarak (Image J, NIH, ABD) hesaplandı ve bant 

yoğunluğu aynı blot üstündeki β aktin bant yoğunluğu ile karĢılaĢtırılarak oranlanıp kontrol 

grubuna göre normalize edildi. Gruplar arasındaki farklar student t-testi kullanılarak 

karĢılaĢtırıldı. Deney gruplarındaki hayvan sayısı (0.8-0.85 güç ve 0.05 oranında tip 1 hata 

olasılığına göre) n= 5-6 /grup olarak belirlendi.  Ġstatistiksel anlamlılık p<0.05, p<0.01 ve 

p<0.001 olduğunda anlamlı olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Rilutek
®
 50 mg Film Tabletten Riluzol Geri Kazanımı 

Yapılan YBSK geri kazanım analizi sonucunda riluzol piki 2-3 dk arasında 

saptanırken analiz sırasında herhangi bir kirlilik veya yardımcı madde piki gözlenmemiĢtir. 

Bu sonuç tablet içindeki diğer yardımcı maddelerin seçilen çözücüde çözülmediğini 

göstermektedir. Numunenin ve standart çözeltinin sisteme enjeksiyonu ile elde edilen pik 

alanları ortalamaları sırasıyla 330.342±3.7 ve 550.646±8.2 olarak tespit edildi (ġekil 4) ve 

“EĢitlik 1” kullanılarak geri kazanım miktarı yüzde cinsinden hesaplandı.  

Riluzol geri kazanım yüzdesi= (330.342/550.646)x100 

Riluzol geri kazanımı  =% 59.99 

 

 

ġekil 4. Rilutek
®
 50 mg film tabletten riluzol geri kazanım analizi. (a) Standart riluzol 

çözeltisine ait YBSK kromatogramı. (b) Tabletten elde edilen çözeltiye ait YBSK 

kromatogramı. YBSK: Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi 
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Yukarıda hesaplanan geri kazanım miktarı dikkate alınarak 8 mg/kg riluzol dozu 

için gerekli deriĢimde çözelti hazırlandı ve 15 günlük tedavi protokolleri için deney 

hayvanlarına i.p. yolla uygulandı. 

4.2. In vivo Erektil Fonksiyonun Değerlendirilmesi 

4.2.1. BKSH’yi Takiben GeliĢen ED’de 1 Günlük Riluzol Tedavisinin Etkisi 

BKSH uygulamasından 1 gün sonra sham (ST) ve hasar (BT) gruplarında 

mĠKB/OAB ve total ĠKB/OAB oranları arasında anlamlı fark bulunamamıĢtır. Bu nedenle 

riluzol tedavisinin etkisi değerlendirilememiĢtir (ġekil 5, 6). 

 

ġekil 5. 1 günlük BKSH ve riluzol tedavisini takiben erektil fonksiyon göstergesi 

mĠKB/OAB oranlarının değerlendirilmesi. (a) BKSH’yi takiben KS’nin 1 

voltluk stimülasyonunun mĠKB/OAB oranına etkisi. (b) BKSH’yi takiben 

KS’nin 4 voltluk stimülasyonunun mĠKB/OAB oranına etkisi. (c) BKSH’yi 

takiben KS’nin 8 voltluk stimülasyonunun mĠKB/OAB oranına etkisi (n=1-7). 

BKSH: Bilateral kavernöz sinir hasarı, mĠKB: Maksimum intrakavernöz basınç, 

OAB: Ortalama arteriyel basınç, ST: Sham+taĢıyıcı, BT: BKSH+taĢıyıcı, BR: 

BKSH+riluzol, SR: Sham+riluzol 

a b 

c 
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ġekil 6.  1 günlük BKSH ve riluzol tedavisini takiben erektil fonksiyon göstergesi total 

ĠKB/OAB oranlarının değerlendirilmesi. (a) BKSH’yi takiben KS’nin 1 voltluk 

stimülasyonunun total ĠKB/OAB oranına etkisi. (b) BKSH’yi takiben KS’nin 4 

voltluk stimülasyonunun total ĠKB/OAB oranına etkisi. (c) BKSH’yi takiben 

KS’nin 8 voltluk stimülasyonunun total ĠKB/OAB oranına etkisi (n=1-7). 

BKSH: Bilateral kavernöz sinir hasarı, KS: Kavernöz sinir, ĠKB: Ġntrakavernöz 

basınç, OAB: Ortalama arteriyel basınç, ST: Sham+taĢıyıcı, BT: BKSH+taĢıyıcı, 

BR: BKSH+riluzol, SR: Sham+riluzol 

4.2.2. BKSH’yi Takiben GeliĢen ED’de 7 Günlük Riluzol Tedavisinin Etkisi  

BKSH ardından 7 gün sonra gerçekleĢtirilen fonksiyonel ölçümlerde sham (7ST) ve 

BKSH grupları (7BT) karĢılaĢtırıldığında 4 ve 8 voltluk elektriksel stimülasyonlar sonucu 

mĠKB/OAB oranında anlamlı bir azalma saptanmıĢtır (ġekil 7c,d, p˂0.001, p˂0.05). Ġki 

gruba ait total ĠKB/OAB oranları karĢılaĢtırıldığında ise yalnızca 4 voltluk stimülasyon 

sonucu anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir (ġekil 8b, p˂0.05). Ancak 7 gün süreyle 8 mg/kg 

riluzol tedavisi sinir hasarıyla azalan mĠKB/OAB ve total ĠKB/OAB oranlarında denenen 

üç voltta da anlamlı bir değiĢiklik oluĢturmamıĢtır (ġekil 7, 8).  

c 

b a 
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ġekil 7. 7 günlük BKSH ve riluzol tedavisini takiben erektil fonksiyon göstergesi 

mĠKB/OAB oranlarının değerlendirilmesi. (a) 7 günlük BKSH’yi takiben 

taĢıyıcı ve riluzol tedavisi almıĢ sıçanların KS’lerine uygulanan 4 voltluk 

stimülasyon sonucu kan basıncı ve ĠKB’larındaki değiĢimi gösteren trace örneği. 

(b) 7 günlük BKSH’yi takiben KS’nin 1 voltluk stimülasyonunun mĠKB/OAB 

oranına etkisi. (c) 7 günlük BKSH’yi takiben KS’nin 4 voltluk stimülasyonunun 

mĠKB/OAB oranına etkisi. (d) 7 günlük BKSH’yi takiben KS’nin 8 voltluk 

stimülasyonunun mĠKB/OAB oranına etkisi (n=3-7). *p˂0.05, **p˂0.01, 

***p˂0.001 7ST grubu ile karĢılaĢtırıldığında anlamlı farkları ifade etmektedir. 

BKSH: Bilateral kavernöz sinir hasarı, KS: Kavernöz sinir, mĠKB: Maksimum 

intrakavernöz basınç, OAB: Ortalama arteriyel basınç, 7ST: 7 günlük 

sham+taĢıyıcı, 7BT: 7 günlük BKSH+taĢıyıcı, 7BR: 7 günlük BKSH+riluzol, 

7SR: 7 günlük sham+riluzol  

b c 

d 

a 



 

55 

 

 

ġekil 8. 7 günlük BKSH ve riluzol tedavisini takiben erektil fonksiyon göstergesi total 

ĠKB/OAB oranlarının değerlendirilmesi. (a) 7 günlük BKSH’yi takiben KS’nin 1 

voltluk stimülasyonunun total ĠKB/OAB oranına etkisi. (b) 7 günlük BKSH’yi 

takiben KS’nin 4 voltluk stimülasyonunun total ĠKB/OAB oranına etkisi. (c) 7 

günlük BKSH’yi takiben KS’nin 8 voltluk stimülasyonunun total ĠKB/OAB 

oranına etkisi (n=3-7). *p˂0.05 7ST grubu ile karĢılaĢtırıldığında anlamlı farkı 

ifade etmektedir. BKSH: Bilateral kavernöz sinir hasarı, KS: Kavernöz sinir, ĠKB: 

Ġntrakavernöz basınç, OAB: Ortalama arteriyel basınç, 7ST: 7 günlük 

sham+taĢıyıcı, 7BT: 7 günlük BKSH+taĢıyıcı, 7BR: 7 günlük BKSH+riluzol, 

7SR: 7 günlük sham+riluzol 

4.2.3. BKSH’yi Takiben GeliĢen ED’de 15 Günlük Riluzol Tedavisinin Etkisi 

BKSH ardından 15 gün sonra gerçekleĢtirilen fonksiyonel ölçümlerde sham (15ST) 

ve BKSH (15BT) grupları karĢılaĢtırıldığında 4 ve 8 voltluk elektriksel stimülasyonlar 

sonucu mĠKB/OAB oranında anlamlı azalma saptanmıĢtır (ġekil 9; p˂0.001, p˂0.05).  Ġki 

gruba ait total ĠKB/OAB oranları karĢılaĢtırıldığında ise yalnızca 4 voltluk stimülasyon 

sonucu anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir (ġekil 10, p˂0.001). 15 gün süreyle riluzol tedavisi 

sinir hasarıyla azalan mĠKB/OAB oranında 4 ve 8 voltluk stimülasyonlarda anlamlı artıĢa 

neden olmuĢtur (ġekil 9c,d; p˂0.001, p˂0.01). 4 voltluk stimülasyon sonucu riluzol 

tedavisi alan hasar grubunun mĠKB/OAB oranının sham grubuna kıyasla anlamlı düĢük 

a b

c 
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olduğu saptanmıĢtır (ġekil 9c; p˂0.05). Ancak 8 voltluk stimülasyon sonucu riluzol 

tedavisi alan hasar grubunun mĠKB/OAB oranının sham grubuna benzer olduğu 

görülmektedir (ġekil 9d).  

Total ĠKB/OAB oranları değerlendirildiğinde ise yalnızca 4 voltluk stimülasyonda 

riluzol tedavisi anlamlı bir iyileĢme sağlamıĢtır (ġekil 10b; p˂0.001). Ancak düĢük 

voltlarda KS stimülasyonunun riluzol tedavisi alan sham grubunda mĠKB/OAB ve total 

ĠKB/OAB oranlarında anlamlı artıĢa neden olduğu görülmektedir (ġekil 9b, 10a; p˂0.05). 
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ġekil 9. 15 günlük BKSH ve riluzol tedavisini takiben erektil fonksiyon göstergesi 

mĠKB/OAB oranlarının değerlendirilmesi. (a) 15 günlük BKSH’yi takiben 

taĢıyıcı ve riluzol tedavisi almıĢ sıçanların KS’lerine uygulanan 4 voltluk 

stimülasyon sonucu kan basıncı ve ĠKB’larındaki değiĢimi gösteren trace örneği. 

(b) 15 günlük BKSH’yi takiben KS’nin 1 voltluk stimülasyonunun mĠKB/OAB 

oranına etkisi. (c)15 günlük BKSH’yi takiben KS’nin 4 voltluk stimülasyonunun 

mĠKB/OAB oranına etkisi. (d) 15 günlük BKSH’yi takiben KS’nin 8 voltluk 

stimülasyonunun mĠKB/OAB oranına etkisi (n=5-6). *** p˂0.001, *p˂0.05 

15ST grubu ile karĢılaĢtırıldığında; 
###

p˂0.001, 
##

p˂0.01 15BT grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında anlamlı farkları ifade etmektedir. BKSH: Bilateral kavernöz 

sinir hasarı, KS: Kavernöz sinir, mĠKB: Maksimum intrakavernöz basınç, OAB: 

Ortalama arteriyel basınç, 15ST: 15 günlük sham+taĢıyıcı, 15BT: 15 günlük 

BKSH+taĢıyıcı, 15BR: 15 günlük BKSH+riluzol, 15SR: 15 günlük sham+riluzol 

b c 

d 

a 



 

58 

 

 

ġekil 10. 15 günlük BKSH ve riluzol tedavisini takiben erektil fonksiyonun göstergesi 

total ĠKB/OAB oranlarının değerlendirilmesi. (a) 15 günlük BKSH’yi takiben 

KS’nin 1 voltluk stimülasyonunun total ĠKB/OAB oranına etkisi. (b) 15 günlük 

BKSH’yi takiben KS’nin 4 voltluk stimülasyonunun total ĠKB/OAB oranına 

etkisi. (c) 15 günlük BKSH’yi takiben KS’nin 8 voltluk stimülasyonunun total 

ĠKB/OAB oranına etkisi (n=5-6). *** p˂0.001, *p˂0.05 15ST grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında; 
###

p˂0.001 15BT grubu ile karĢılaĢtırıldığında anlamlı 

farkları ifade etmektedir. BKSH: Bilateral kavernöz sinir hasarı, KS: Kavernöz 

sinir, ĠKB: Ġntrakavernöz basınç, OAB: Ortalama arteriyel basınç, 15ST: 15 

günlük sham+taĢıyıcı, 15BT: 15 günlük BKSH+taĢıyıcı, 15BR: 15 günlük 

BKSH+riluzol, 15SR: 15 günlük sham+riluzol 

4.2.4. Spontan Ereksiyon (SE) OluĢumuna Riluzolün Etkisi 

BKSH sonrası 7 ve 15 günlük riluzol tedavisi sonrası in vivo erektil fonksiyonun 

değerlendirilmesi için yapılan ölçümler sırasında beklenmedik bir Ģekilde riluzol 

uygulamasının deney hayvanlarının bazılarında SE geliĢimine neden olduğu görülmüĢtür. 

Deney protokolünde 7 ve 15 günlük riluzol tedavisi alan toplam 21 deney hayvanından 10 

tanesinde (%47.62) spontan ereksiyon gözlendi. SE gözlenen hayvanların 3’ü sham 3’ü 

hasar grubu olmak üzere 6’sı (%60) 7 günlük riluzol tedavisi alırken, 2’si sham 2’si hasar 

a b 

c 
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grubu olmak üzere 4’ü (%40) 15 günlük riluzol tedavisi almaktadır. Detaylar Tablo 9’da 

gösterilmiĢtir. 

Yapılan değerlendirmede SE gözlenen total deney hayvanı sayılarının sham ve 

hasar gruplarında eĢit olduğu görülmüĢtür. Bazı deney hayvanlarında elektriksel 

stimülasyon olmadan veya elektriksel stimülasyon olduktan sonra birden fazla SE oluĢtuğu 

gözlenmiĢtir.  

SE’lere ait mĠKB/OAB oranları incelendiğinde sham gruplarında oranların oldukça 

yüksek olduğu görülürken hasar gruplarında mĠKB/OAB oranlarının kısmen daha düĢük 

olduğu görülmüĢtür (ġekil 11 a,b).  

Tablo 9. Tedavi gruplarına göre SE sayıları ve yüzdeleri. SE: Spontan ereksiyon 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tedavi 

grupları 

Stimülasyon 

olmadan 

görülen SE 

sayısı 

1 voltluk 

stimülasyon 

sonrası 

görülen SE 

sayısı 

4 voltluk 

stimülasyon 

sonrası 

görülen SE  

sayısı 

8 voltluk 

stimülasyon 

sonrası 

görülen SE 

sayısı 

n % n % n % n % 

7SR 3 50 2 33.33 1 16.67 0 0 

7BR 0 0 0 0 2 66.67 1 33.33 

15SR 2 66.67 0 0 1 33.33 0 0 

15BR 1 50 0 0 1 50 0 0 
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ġekil 11. 7 ve 15 günlük riluzol tedavisini takiben görülen SE’nin değerlendirilmesi. (a) 

SE’leri gösteren trace örnekleri. (b) 7 ve 15 günlük riluzol tedavisinin neden 

olduğu SE’lere ait mĠKB/OAB oranları. SE: Spontan ereksiyon, mĠKB: 

maksimum intrakavernöz basınç, OAB: Ortalama arteriyel basınç, ST: 

Sham+taĢıyıcı, BT: BKSH+taĢıyıcı, SR: Sham+riluzol, BR: BKSH+riluzol 

4.3.Western Blot Sonuçları 

4.3.1. Penis Dokusunda BKSH’yi Takiben Riluzol Tedavisinin PKC β II ve p-PKC β 

II Ekspresyonu Üzerine Etkisi 

BKSH ardından 7 ve 15 gün boyunca riluzol ve taĢıyıcı tedavisi alan sıçanların 

penis dokularındaki PKC β II ve p-PKC β II protein ekspresyon düzeylerindeki 

değiĢiklikler incelenmiĢtir. Elde edilen sonuçlara göre penis dokusunda 7 veya 15 günlük 

sinir hasarında veya riluzol tedavisiyle PKC β II ekspresyon düzeyinde anlamlı bir 

değiĢiklik saptanmamıĢtır (ġekil 12). 

b 

a 



 

61 

 

 

ġekil 12. 7 ve 15 günlük BKSH ve riluzol tedavisininin penis PKC β II ekspresyon 

düzeyine etkisi. (a) 7 günlük BKSH ve riluzol tedavisininin penis PKC β II 

ekspresyon düzeyi üzerine etkileri (n=4). (b) 15 günlük BKSH ve riluzol 

tedavisininin penis PKC β II ekspresyon düzeyi üzerine etkileri (n=2). BKSH: 

Bilateral kavernöz sinir hasarı, PKC β II: Protein kinaz C β II, 7ST: 7 günlük 

sham+taĢıyıcı, 7BT: 7 günlük BKSH+taĢıyıcı, 7BR: 7 günlük BKSH+riluzol, 

7SR: 7 günlük sham+riluzol, 15ST: 15 günlük sham+taĢıyıcı, 15BT: 15 günlük 

BKSH+taĢıyıcı, 15BR: 15 günlük BKSH+riluzol, 15SR: 15 günlük 

sham+riluzol  

Penis dokusunda p-PKC β II ekspresyonları değerlendirildiğinde 7 ve 15 günlük 

BKSH’yi takiben p-PKC β II ekspresyonları anlamlı olarak azalırken 7 günlük riluzol 

tedavisi bu azalmayı önleyememiĢtir. Ancak 15 günlük riluzol tedavisi sinir hasarı sonucu 

geliĢen p-PKC β II ekspresyonundaki azalmayı önlemiĢtir (ġekil 13). 
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ġekil 13. 7 ve 15 günlük BKSH ve riluzol tedavisininin penis p-PKC β II ekspresyon 

düzeyine etkisi. (a) 7 günlük BKSH ve riluzol tedavisininin penis p-PKC β II 

ekspresyon düzeyi üzerine etkileri (n=3-4). (b) 15 günlük BKSH ve riluzol 

tedavisininin penis p-PKC β II ekspresyon düzeyi üzerine etkileri (n=3-4).       

** p˂0.01 7ST grubuyla karĢılaĢtırıldığında anlamlı farkı ifade etmektedir.        
###

 p˂0.001 15ST grubuyla karĢılaĢtırıldığında anlamlı farkı ifade etmektedir.     
φ
 p˂0.05 15BT grubuyla karĢılaĢtırıldığında anlamlı farkı ifade etmektedir. 

BKSH: Bilateral kavernöz sinir hasarı, p-PKC β II: Fosfo-protein kinaz C β II, 

7ST: 7 günlük sham+taĢıyıcı, 7BT: 7 günlük BKSH+taĢıyıcı, 7BR: 7 günlük 

BKSH+riluzol, 7SR: 7 günlük sham+riluzol, 15ST: 15 günlük sham+taĢıyıcı, 

15BT: 15 günlük BKSH+taĢıyıcı, 15BR: 15 günlük BKSH+riluzol, 15SR: 15 

günlük sham+riluzol  

4.3.2. MPG dokusunda BKSH’yi Takiben Riluzol Tedavisinin p-PKC β II 

Ekspresyonu Üzerine Etkisi 

BKSH ardından 7 ve 15 gün boyunca riluzol ve taĢıyıcı tedavisi alan sıçanların 

MPG dokularındaki p-PKC β II protein ekspresyon düzeylerindeki değiĢiklikler 

incelenmiĢtir. MPG dokusunda 7 veya 15 günlük sinir hasarında veya riluzol tedavisiyle p-

PKC β II ekspresyon düzeylerinde anlamlı bir değiĢiklik saptanmamıĢtır (ġekil 14).  
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ġekil 14. 7 ve 15 günlük BKSH ve riluzol tedavisininin MPG p-PKC β II ekspresyon 

düzeyine etkisi (a) 7 günlük BKSH ve riluzol tedavisininin MPG p-PKC β II 

ekspresyon düzeyi üzerine etkileri (n=3) (b) 15 günlük BKSH ve riluzol 

tedavisininin MPG p-PKC β II ekspresyon düzeyi üzerine etkileri (n=3). BKSH: 

Bilateral kavernöz sinir hasarı, MPG: Majör pelvik gangliyon, p-PKC β II: 

Fosfo-protein kinaz C β II, 7ST: 7 günlük sham+taĢıyıcı, 7BT: 7 günlük 

BKSH+taĢıyıcı, 7BR: 7 günlük BKSH+riluzol, 7SR: 7 günlük sham+riluzol, 

15ST: 15 günlük sham+taĢıyıcı, 15BT: 15 günlük BKSH+taĢıyıcı, 15BR: 15 

günlük BKSH+riluzol, 15SR: 15 günlük sham+riluzol  

4.3.3. MPG Dokusunda BKSH’yi Takiben Riluzol Tedavisinin EAAT-1 Ekspresyonu 

Üzerine Etkisi 

BKSH ardından 7 ve 15 gün boyunca riluzol ve taĢıyıcı tedavisi alan sıçanların 

MPG dokularındaki EAAT-1 protein ekspresyon düzeylerindeki değiĢiklikler incelenmiĢtir. 

MPG dokusunda 7 günlük sinir hasarını takiben EAAT-1 ekspresyonunda anlamlı bir 

değiĢiklik görülmezken, 15 günlük sinir hasarını takiben EAAT-1 düzeyinin anlamlı olarak 

azaldığı saptanmıĢtır. Ancak riluzol tedavisi EAAT-1 ekspresyonundaki azalmayı 

önleyememiĢtir (ġekil 15).  
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ġekil 15. 7 ve 15 günlük BKSH ve riluzol tedavisininin MPG EAAT-1 ekspresyon 

düzeyine etkisi. (a) 7 günlük BKSH ve riluzol tedavisininin MPG EAAT-1 

ekspresyon düzeyi üzerine etkileri (n=4). (b) 15 günlük BKSH ve riluzol 

tedavisininin MPG EAAT-1 ekspresyon düzeyi üzerine etkileri (n=4-5). 

*p˂0.05 15ST grubuyla karĢılaĢtırıldığında anlamlı farkı ifade etmektedir. 

BKSH: Bilateral kavernöz sinir hasarı, MPG: Majör pelvik gangliyon, EAAT-1: 

Eksitatör aminoasid taĢıyıcısı-1, 7ST: 7 günlük sham+taĢıyıcı, 7BT: 7 günlük 

BKSH+taĢıyıcı, 7BR: 7 günlük BKSH+riluzol, 7SR: 7 günlük sham+riluzol, 

15ST: 15 günlük sham+taĢıyıcı, 15BT: 15 günlük BKSH+taĢıyıcı, 15BR: 15 

günlük BKSH+riluzol, 15SR: 15 günlük sham+riluzol 

4.3.4. MPG Dokusunda BKSH’yi Takiben Riluzol Tedavisinin EAAT-2 Ekspresyonu 

Üzerine Etkisi 

BKSH ardından 7 ve 15 gün boyunca riluzol ve taĢıyıcı tedavisi alan sıçanların 

MPG dokularındaki EAAT-2 protein ekspresyon düzeylerindeki değiĢiklikler incelenmiĢtir. 

MPG dokusunda 7 ve 15 günlük sinir hasarını takiben EAAT-2 ekspresyonunda anlamlı 

bir azalma saptanmıĢtır. 7 günlük riluzol tedavisinin EAAT-2 ekspresyonundaki azalmayı 

önleyemediği görülürken 15 günlük riluzol tedavisinin EAAT-2 ekspresyonundaki 

azalmayı önlediği saptanmıĢtır (ġekil 16). 
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ġekil 16. 7 ve 15 günlük BKSH ve riluzol tedavisininin MPG EAAT-2 ekspresyon 

düzeyine etkisi. (a) 7 günlük BKSH ve riluzol tedavisininin MPG EAAT-2 

ekspresyon düzeyi üzerine etkileri (n=4). (b) 15 günlük BKSH ve riluzol 

tedavisininin MPG EAAT-2 ekspresyon düzeyi üzerine etkileri (n=4-5). 

***p˂0.001 7ST grubuyla karĢılaĢtırıldığında anlamlı farkı ifade etmektedir. 
###

p˂0.001 15ST grubuyla karĢılaĢtırıldığında anlamlı farkı ifade etmektedir. 
φ
p˂0.05 15BT grubuyla karĢılaĢtırıldığında anlamlı farkı ifade etmektedir. 

BKSH: Bilateral kavernöz sinir hasarı, MPG: Majör pelvik gangliyon, EAAT-2: 

Eksitatör aminoasid taĢıyıcısı-2, 7ST: 7 günlük sham+taĢıyıcı, 7BT: 7 günlük 

BKSH+taĢıyıcı, 7BR: 7 günlük BKSH+riluzol, 7SR: 7 günlük sham+riluzol, 

15ST: 15 günlük sham+taĢıyıcı, 15BT: 15 günlük BKSH+taĢıyıcı, 15BR: 15 

günlük BKSH+riluzol, 15SR: 15 günlük sham+riluzol 

4.3.5. MPG Dokusunda BKSH’yi Takiben Riluzol Tedavisinin GAP-43 Ekspresyonu 

Üzerine Etkisi 

BKSH ardından 7 ve 15 gün boyunca riluzol ve taĢıyıcı tedavisi alan sıçanların 

MPG dokularındaki GAP-43 ekspresyon düzeylerindeki değiĢiklikler incelenmiĢtir. MPG 

dokusunda 7 veya 15 günlük sinir hasarında GAP-43 ekspresyon düzeylerinde anlamlı bir 

değiĢiklik saptanmamıĢtır. Benzer Ģekilde BKSH sonrası riluzol tedavisi de MPG’de GAP-

43 ekspresyon düzeylerinde anlamlı bir değiĢikliğe neden olmamıĢtır (ġekil 17). 
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ġekil 17. 7 ve 15 günlük BKSH ve riluzol tedavisininin MPG GAP-43 ekspresyon 

düzeyine etkisi (a) 7 günlük BKSH ve riluzol tedavisininin MPG GAP-43 

ekspresyon düzeyi üzerine etkileri (n=4-5) (b) 15 günlük BKSH ve riluzol 

tedavisininin MPG GAP-43 ekspresyon düzeyi üzerine etkileri (n=4-6). BKSH: 

Bilateral kavernöz sinir hasarı, MPG: Majör pelvik gangliyon, GAP-43: 

Büyüme iliĢkili protein-43, 7ST: 7 günlük sham+taĢıyıcı, 7BT: 7 günlük 

BKSH+taĢıyıcı, 7BR: 7 günlük BKSH+riluzol, 7SR: 7 günlük sham+riluzol, 

15ST: 15 günlük sham+taĢıyıcı, 15BT: 15 günlük BKSH+taĢıyıcı, 15BR: 15 

günlük BKSH+riluzol, 15SR: 15 günlük sham+riluzol 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Prostat bezinin anatomisinden kaynaklı cerrahi bakımdan oldukça avantajlı olması 

ve geliĢtirilen sinir koruyucu cerrahi tekniklerin operasyonun baĢarısını yükseltmesine 

rağmen, nöronların cerrahi sırasında hasarlanması klinikte radikal prostatektomi sonucu 

geliĢen ED ve mesane disfonksiyonuna neden olmaktadır. Özellikle son yıllarda prostat 

kanserinin erken yaĢlarda saptanabilmesi sebebiyle radikal prostatektomi operasyonu 

geçiren genç bireylerin yaĢam kaliteleri açısından erektil fonksiyon bozukluğu tedavi 

edilmelidir. Bu nedenle radikal prostatektomi sonucu geliĢen ED hem klinik hem de 

deneysel açıdan üzerinde yoğunlaĢılması gereken nörovasküler bir komplikasyondur (7). 

Günümüzde farklı etiyolojik kaynaklı ED tedavisinde cGMP’nin yıkımını önleyerek NO 

bağımlı yolağın aktivasyonunda rol oynayan PDE 5 enzim inhibitörleri birinci sıra olarak 

gösterilse de nöronal hasarın hakim olduğu dönem olan radikal prostatektomiyi takiben 6 

ay içinde kullanımlarına hastaların yalnızca %12-17’si cevap vermektedir (146, 205). Bu 

nedenle radikal prostatektomi sonucu geliĢen ED’nin mekanizmasının incelenmesi ve 

tedavi yaklaĢımı olarak nöroprotektif etkili ilaçların geliĢtirilmesi son yıllarda yapılan 

birçok çalıĢmanın ana hedefini oluĢturmaktadır (8). Bu çalıĢmada radikal prostatektomi 

sonucu geliĢen ED modeli olarak kullanılan sıçan BKSH modelinde, klinikte nöroprotektif 

etkisi sebebiyle nörodejeneratif koĢullarda güvenle kullanılan riluzolün, BKSH sonucu 

geliĢen ED'ye etkisi ve bu etkiye aracılık ettiğini düĢündüğümüz PKC-β II ve GT 

yolaklarıyla iliĢkisi fonksiyonel ve moleküler düzeyde incelenmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda sıçanlara 1, 7 ve 15 günlük BKSH modeli uygulanmıĢ ve öncelikle 

fonksiyonel değiĢiklikler incelenmiĢtir. 1 günlük BKSH modelinde erektil fonksiyonda 

anlamlı bir azalma saptanmamıĢken, 7 ve 15 günlük BKSH modelinde erektil fonksiyon 

sham grubuna kıyasla anlamlı olarak azalmıĢtır. Sonuçlarımızla uyumlu olarak yapılan 

diğer benzer çalıĢmalarda da 7 ve 14 günlük KS hasarını takiben erektil fonksiyonun 

anlamlı olarak azaldığı ve ED geliĢtiği rapor edilmiĢtir (5, 154, 206). ÇalıĢmamızda 

uyguladığımız BKSH modelinde 1 gün sonra erektil fonksiyonda anlamlı bir azalma 

oluĢmamıĢtır. Literatürde 1 günlük KS hasarı sonucu sıçan ve farelerde ED geliĢtiğine dair 

çalıĢmalar olmasına rağmen, (207, 208) bu farklılığın türler arası değiĢkenlikten ve 

uygulanan hasarın Ģiddeti, kullanılan cerrahi ekipmanın farklılığı, hasar süresi ve hasarı 

uygulayan araĢtırmacının bireysel değiĢkenliği gibi parametrelerden kaynaklandığı 

düĢünülmektedir. 
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Riluzol, klinikte ALS tedavisinde 25, 50 ve 100 mg’lık dozları çeĢitli 

kombinasyonlar halinde oral yoldan kullanılan nöroprotektif etkili bir ajandır (196). 

Riluzolün çeĢitli deney modellerinde nöroprotektif etkisinin incelendiği çalıĢmalarda oral 

yoldan genellikle 8, 10, 12 mg/kg/gün dozlarında uygulanırken, daha çok tercih edilen i.p. 

yolla uygulama olduğu görülmüĢ ve i.p. olarak genellikle 2, 4, 6, 8 ve 16 mg/kg/gün 

dozları nöroprotektif etkiye aracılık eden tedavi dozları olarak kullanılmıĢtır (185, 191, 204, 

209–212). Literatür araĢtırmaları doğrultusunda çalıĢmamızda riluzolün etkinliğini 

değerlendirmek üzere değiĢken sürelerde nöroprotektif etkiden sorumlu, deneysel 

çalıĢmalarda sıklıkla tercih edilen etkili dozlarından biri olan 8 mg/kg/gün dozu sıçanlara 

uygulanmak üzere seçilmiĢtir. ÇalıĢmamız kapsamında doz optimizasyonu yapılması 

planlanmamıĢ ve bu konuda herhangi bir ön çalıĢma yapılmamıĢtır. Öncelikli hedefimiz, 

deneysel nöroprotektif etkili dozundan hareketle riluzolün literatürde daha önce 

incelenmemiĢ postgangliyonik otonomik nöropati modeli olan BKSH modelindeki 

nöroprotektif etkinliğini değerlendirmektir.  

Bulgularımız 7 günlük BKSH’yi takiben 8 mg/kg/gün i.p. riluzol uygulamasının 

hasarla azalan erektil fonksiyonu önleyemediğini göstermektedir. Erektil fonksiyonun 

göstergesi ĠKB’nin riluzol tedavisi alan grupta taĢıyıcı verilen hasar grubuna göre artma 

trendi olmasına rağmen sham grubuna kıyasla hala anlamlı olarak düĢük olduğu 

görülmüĢtür. Diğer taraftan BKSH hasarını takiben 15 gün riluzol (8 mg/kg; i.p.) tedavisi 

erektil fonksiyonu anlamlı olarak iyileĢtirdi. Medico ve ark.’nın yaptığı bir çalıĢmada 

siyatik sinir hasarı ile indüklenen periferik nöropati modelinde 2, 4 ve 8 mg/kg/gün 

dozlarında i.p. riluzol tedavisi hasarı takiben 3 gün boyunca uygulanmıĢ ve riluzol 

tedavisinin doza bağımlı olarak sıçanların motor fonksiyonlarını iyileĢtirdiği saptanmıĢtır. 

(191). Cabaj ve ark.’nın çalıĢmasında ise yenidoğan sıçanlarda siyatik sinir hasarını 

takiben 14 gün boyunca 16 mg/kg/gün i.p. riluzol tedavisi uygulanmıĢ ve riluzolün 

nöroprotektif etki gösterdiğini saptamıĢlardır (213). Costa ve ark. tavĢanlarda yaptığı bir 

çalıĢmada ise fasiyal sinir hasarı sonucu 4 hafta boyunca 4 mg/kg/gün i.p. riluzol 

tedavisinin akson yoğunluğunda üç kata varan artmaya neden olduğunu göstermiĢlerdir 

(211). Pintèr ve ark. brakiyal pleksus yararlanması modeli olan ventral kök avulsiyonu 

modelinde 3 hafta boyunca i.p. 4 mg/kg (ilk hafta boyunca 4 mg/kg/gün; sonraki 2 hafta 

gün aĢırı 4 mg/kg) riluzol tedavisinin motor nöron ölümlerini azalttığını tespit etmiĢlerdir 

(214). Bergerot ve ark. ise benzer deney modelinde 2 hafta boyunca i.p. 4 mg/kg/gün 

riluzol tedavisinin motor nöronlardaki dentritik uzantıları arttırdığını ve lokomotor 
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aktiviteyi iyileĢtirdiğini göstermiĢlerdir (215). Vorwerk ve ark. da sıçanlarda optik sinir 

hasarı modelinde 7. gün sonunda glutamat seviyesinin pik yaptığını ve 7’si hasardan önce 

olmak üzere toplam 14 günlük i.p. 8 mg/kg/gün riluzol tedavisinin glutamat seviyesini 

anlamlı olarak azalttığını ve bu sayede retinal gangliyon hücrelerinin kaybını 

engelleyebileceğini öne sürmüĢlerdir (204).  

Mekanik hasarla indüklenen nöropati modellerin yanı sıra antineoplastik ilaçlarla 

indüklenen periferik nöropatilerde de riluzol tedavisinin etkinliği incelenmiĢtir. Poupon ve 

ark. farelerde oksaliplatinle indüklenen periferik nöropatinin neden olduğu ağrı, duyusal ve 

motor sinirlerdeki yapısal/ elektrofizyolojik değiĢikleri 13.2 mg/kg/güne karĢılık gelecek 

Ģekilde içme suyuyla uygulanan riluzol tedavisinin önlediğini göstermiĢlerdir (216). Ayrıca 

günümüzde kolorektal kanser hastalarında oksaliplatinle indüklenen periferik nöropatide 

riluzolün terapötik etkinliği faz 2 çalıĢması kapsamında araĢtırılmakta ve çalıĢmanın 2021 

yılında tamamlanması beklenmektedir  (217). ÇalıĢmamız kapsamında sıçanlarda 

postgangliyonik otonomik nöropati modeli olan BKSH baĢarıyla oluĢturulmuĢ ve bu 

modelde ĠKB değiĢiklikleri değerlendirildiğinde 8 mg/kg/gün riluzol tedavisinin 

fonksiyonel olarak oluĢan hasarı iyileĢtirdiği ilk defa gösterilmiĢtir. Bu nedenle 

bulgularımız klinikte farklı etiyolojilerde nöroprotektif etkisi sebebiyle güvenle kullanılan 

riluzolün ilaç yeniden amaçlandırma ve yeniden konumlandırılması stratejisi kapsamında 

periferik nöropatilerdeki etkinliği bakımından önemli ön veri niteliğindedir. 

ÇalıĢmamızda beklenmedik bir Ģekilde sham ve hasar gruplarına 7 ve 15 gün 

boyunca i.p. uygulanan riluzol tedavisinin, deney hayvanlarının önemli kısmında SE 

oluĢumuna neden olduğu görülmüĢtür. Sham grubuna ait deney hayvanlarının bir kısmında 

kayıt süresince birden fazla kez SE oluĢtuğu gözlenmiĢtir. Literatür incelendiğinde 

riluzolün SE veya priapik aktiviteyle iliĢkisini gösteren herhangi bir deneysel çalıĢmaya 

rastlanmamıĢtır. Ancak FDA verilerine göre Rilutek
®
 50 mg film tabletin yan etki 

profilinin incelendiği klinik çalıĢmada hastalarda ürogenital sistem yan etkileri içerisinde 

nadiren priapizm oluĢtuğu rapor edilmiĢtir (218). Ġleri ki çalıĢmalarımızda, bu gözlemin 

sistematik olarak incelenmesi, olası mekanizmalarının (PDE enzimleriyle iliĢkisi, nNOS-

eNOS/NO/cGMP yolağı iliĢkisi, RhoA/Rho kinaz sinyalizasyonuyla etkileĢimleri, nöronal 

etkileri) aydınlatılmaya çalıĢılması planlanmıĢtır. 

ÇalıĢmamız kapsamında BKSH ile indüklenen ED’de riluzolün in vivo olarak 

gösterilen terapötik etkinliğinin moleküler mekanizmaları da aydınlatılmaya çalıĢılmıĢtır. 
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Bu amaçla, deney gruplarında in vivo erektil fonksiyon ölçümü tamamlandıktan sonra, 

penis ve MPG dokuları çeĢitli protein ekspresyonlarının incelenmesi için uygun Ģekilde 

toplanıp western blot analizleri için hazırlanmıĢtır. ÇalıĢmamızda 7 veya 15 günlük BKSH 

modelinde penis dokusunda PKC β II ve p-PKC β II protein ekspresyonları incelenmiĢtir. 

Penis dokusunda 7 veya 15 günlük BKSH ve BKSH’yi takiben riluzol tedavisinde PKC β 

II protein ekspresyonlarında anlamlı bir değiĢiklik saptanmazken p-PKC β II protein 

ekspresyonlarında 7 ve 15 günlük BKSH ile anlamlı azalma saptanmıĢtır. Ayrıca 7 günlük 

riluzol tedavisinin p-PKC β II protein ekspresyonundaki azalmayı önleyemediği 

görülürken hasarı takiben 15 günlük riluzol tedavisinin p-PKC β II ekspresyonundaki 

azalmayı önlediği bulunmuĢtur. Penis dokusunun ardından MPG dokusunda yalnızca 

peniste ekspresyonu değiĢtiği görülen p-PKC β II protein ekspresyonunun 7 ve 15 günlük 

BKSH modelinde sonrası değiĢimi incelenmiĢtir. MPG’de 7 veya 15 günlük BKSH sonrası 

p-PKC β II protein ekspresyonunun anlamlı olarak değiĢmediği saptanmıĢtır. MPG’de 

riluzol tedavisinin etkinliğini değerlendirmek için BKSH sonrası riluzol tedavisi alan 

gruplarda da p-PKC β II protein ekspresyon düzeyinde anlamı bir değiĢiklik 

saptanmamıĢtır.  

PKC proteinleri serin/treonin rezidülerinden fosforile eden bir kinaz enzimidir ve 

üç Ģekilde aktive olmaktadır; 1) fosforilasyon, 2) ligandla etkileĢme (DAG, fosfolipidler ve 

Ca
++

) 3) enzimin subselüler lokasyonunu sağlayan proteinlere bağlanması. Ortamda 

herhangi bir uyarı yokken PKC sitozolde yer almaktadır (219). Yeni sentezlenen PKC β II 

ser660 konumundan fosforillenerek sitozole salınmakta ve hücreler uyarıldığında artan 

intraselüler DAG PKC’nin sitozolden membrana translokasyonunu sağlayarak PKC’yi 

aktive etmektedir (219, 220). Bulgularımıza göre hasarla sitozolde p-PKC β II formunun 

azalması PKC β II’nin membrana transloke olarak aktifleĢtiğinin bir göstergesi olarak 

yorumlanabilir. He ve ark. paklitakselle indüklenen periferik nöropati modelinin afferent 

duyusal nöronlarında PKC β II aktivasyonuna neden olduğunu göstermiĢlerdir. ÇalıĢmada 

zamana bağlı olarak sitozolik PKC β II ekspresyonu anlamlı olarak azalırken membranal 

PKC β II ekspresyonu kontrole göre anlamlı olarak artmakta bu durumda PKC β II 

izoformunun aktifleĢmesi olarak yorumlanmaktadır (133). PKC’nin eNOS aktivitesini 

inhibe ederek endotelyal NO’nun üretiminde azalmaya neden olduğu bilinmektedir. PKC 

aracılı eNOS’un inhibitör Thr495 kısmından fosforillenmesiyle enzimatik aktivite ortadan 

kalkmakta ve NO üretimi bu Ģekilde azalmaktadır (221). Özellikle PKC β’nın endotelyal 

disfonksiyondan sorumlu ana PKC alt tipi olduğu aydınlatılmıĢ ve Tip 2 diyabetli 
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hastalarda yapılan iki farklı klinik çalıĢmada PKC β inhibisyonunun diyabete bağımlı hem 

makrovasküler hem de mikrovasküler endotelyal fonksiyonları iyileĢtirdiği görülmüĢtür 

(20, 21). Endotelyal hücre kültüründe yapılan bir çalıĢmada ise hücreler yüksek 

konsantrasyonda glukozla inkübe edildiğinde membranal p-PKC β II (ser660) 

ekspresyonunun dramatik bir Ģekilde arttığı gösterilmiĢtir. Aynı çalıĢmada PKC β II 

aktivatörü uygulamasının da benzer Ģekilde membranal p-PKC β II (ser660) 

ekspresyonunu arttırdığı ve selektif PKC β II inhibitörü CGP53353’ün konsantrasyon 

bağımlı olarak bu artıĢı azalttığı gösterilmiĢtir (222). Miletic ve ark. siyatik sinir hasarında 

PKC alt tiplerini inceledikleri bir çalıĢmada ise siyatik sinir hasarını takiben 7. günde 

spinal kordda PKC-β II ekspresyonunun anlamlı olarak arttığı saptanmıĢtır (19). Noh ve 

arkadaĢları kortikal hücre kültürlerinde yaptıkları çalıĢmada PKC aktivatörü uygulaması 

sonucu artan PKC aktivitesinin riluzol uygulamasıyla azaldığını ilk defa tanımlayarak 

riluzolün PKC direkt inhibitörü olduğunu göstermiĢlerdir. Bu etkinin ALS tedavisinde 

riluzolün nöroprotektif etkinliğini destekleyici bir mekanizma olduğunu savunmuĢlardır 

(18). Ardından Yoo ve arkadaĢları endotelyal hücre proliferasyonu üzerine yaptığı bir 

çalıĢmada riluzolün selektif olarak PKC β II alt tipini inhibe ederek etki gösterdiğini 

saptamıĢlardır (9). Sonuç olarak literatürde çeĢitli patolojilerde endotelyal disfonksiyona ve 

nörodejeneratif süreçlere aracılık ettiği gösterilen PKC’nin aktive formu olan p-PKC β II  

(ser660)’nin BKSH sonucu penis düz kasında ekspresyonunun anlamlı olarak azaldığı ve 

hasar sonrası 15 günlük riluzol tedavisinin de bu azalmayı iyileĢtirdiği görülmüĢtür. Ayrıca 

p-PKC β II  (ser660)’ın BKSH sonucu MPG dokusunda ekspresyonunun değiĢmediği 

riluzol tedavisinin de bu durumu etkilemediği gösterilmiĢtir. Bu durumda riluzolün ED’de 

PKC β II aracılı geliĢen nörodejeneratif süreçler dıĢında vasküler değiĢiklikleri iyileĢtirdiği 

yorumu yapılabilir. ÇalıĢmamızda endotelyal disfonksiyonu değerlendirmek üzere eNOS 

ekspresyon düzeyi değerlendirilmemiĢtir. Ancak ED’de peniste eNOS ekspresyonunun 

azaldığı bilinmektedir. Özellikle peniste incelen p-PKC β II ekspresyon düzeyindeki 

değiĢimin fonksiyonel çalıĢmalarımızla parelellik göstermesi geliĢen ED’ye 

PKC/eNOS/NO yolağının aracılık ettiğini düĢündürmektedir. Hipotezin doğrulanması için 

ileriki çalıĢmalarda bu yolağın araĢtırılması hedeflenmektedir. 

Yapılan birtakım araĢtırmalar riluzolün nöroprotektif etkisini glutamerjik sistemle 

etkileĢimine dayandırmaktadır. Normal fizyolojik Ģartlarda glutamat presinaptik 

membrandan salıverilerek postsinaptik membranda bulunan reseptörlerine ((NMDA), α-

amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazol propiyonik asit (AMPA), metabotropik glutamat 
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reseptörleri) bağlanarak katyon influksuna aracılık ederek postsinaptik membran 

depolarizasyonuna neden olmaktadır. AĢırı miktarda glutamat salıverilmesi aĢırı Ca
++

 

influksunu takiben eksitotoksisiteye ve sonuçta nöron kaybına neden olur (21). Fizyolojik 

olarak kritik olan bu ekstraselüler glutamat seviyesinin regülasyonunda, nöron ve glialarda 

bulunan Na
+
 bağımlı EAAT sınıfına dahil olan GT’ler rol oynamaktadır (203, 223). 

Glutamat uptake’inde ana rol EAAT-1, EAAT-2 ve daha az olarak da EAAT-3 üzerindedir 

(199). ALS’li hastalarda yapılan çalıĢmalarda glutamat seviyesinin sağlıklı bireylere göre 

üç kat daha fazla olduğu ve motor nöronlardaki GT ekspresyonlarının azaldığı 

gösterilmiĢtir. Aynı zamanda sıçanlarda azalmıĢ GT aktivitesi sonucu glutamat uptake’inin 

bozulmasını takiben post-sinaptik glutamat reseptörlerinin aĢırı uyarılması sonucu nöronal 

ölümün gerçekleĢtiği saptanmıĢtır (200). GT’lerin temel olarak nöronlarda ve destek 

hücrelerinde ekprese ediliyor olması ve nörodejenerasyon/nöroprotektif süreçlerde etkin 

rol oynamaları sebebiyle çalıĢmamızda GT’lerin protein ekspresyonları yalnızca otonomik 

bir gangliyon olan MPG dokusunda değerlendirilmiĢtir. ÇalıĢmamızda 7 günlük BKSH 

sonucu MPG’de EAAT-1 ekspresyonunda anlamlı bir değiĢiklik saptanmazken sham 

grubuna göre 15 günlük BKSH’yi takiben EAAT-1 ekspresyonunda anlamlı azalma 

saptanmıĢ ancak riluzol tedavisinin bu azalmayı önleyemediği görülmüĢtür. Ayrıca 

çalıĢmamızda sham grubuna göre hem 7 hem de 15 günlük BKSH sonucu MPG’de EAAT-

2 ekspresyonunda anlamlı azalma saptanmıĢtır. Hasar sonrası 7 günlük riluzol tedavisinin 

EAAT-2 ekspresyonundaki azalmayı önleyemediği görülürken 15 günlük riluzol 

tedavisinin EAAT-2 ekspresyonundaki azalmayı anlamlı olarak önlediği saptanmıĢtır. 

Periferik sinir hasarı sonucu değiĢen GT ekspresyonlarının çeĢitli nöroplastik değiĢikliklere 

ve eksitotoksik yolakların aktivasyonuna neden olduğu bilinmektedir (16, 201–203). 

Siyatik sinir hasarı oluĢturulan sıçanlarda GT aktivatörü olan riluzolün non-selektif olarak 

glutamat uptake’ini arttırdığı ve bu sayede glutamat eksitotoksisitesini önleyerek 

nöroprotektif etki oluĢturduğu saptanmıĢtır (16, 17). Benzer Ģekilde sıçanlarda optik sinir 

hasarında riluzol tedavisinin glutamat seviyesini anlamlı olarak azaltarak nöroprotektif etki 

oluĢturduğu gösterilmiĢtir (204). Napier ve ark. farelerde parsiyel siyatik sinir hasarı 

sonrası 4. ve 7. gün sonunda spinal kordda yapılan immünohistokimyasal analizde EAAT-

1 ve EAAT-2 ekspresyonlarının azaldığını EAAT-3 ekspresyonunun değiĢmediğini 

göstermiĢlerdir (203). Benzer Ģekilde baĢka bir çalıĢmada sıçanlarda siyatik sinir hasarını 

takiben 7 ve 14. günlerde EAAT-1 ve EAAT-2 protein ekspresyonlarının ve aktivitelerinin 

kontrole göre anlamlı olarak azaldığını; GT aktivatörü etkinliği bilinen riluzol tedavisinin 
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de glutamat uptake’indeki azalmayı önlediği saptanmıĢtır (16). Fumagalli ve ark. riluzolün 

sinaptozomlarda Na
+
 bağımlı glutamat uptake’ini doza bağımlı olarak arttırdığını saptamıĢ 

ancak mekanizmasını tam olarak aydınlatamamıĢlardır (199). Amin ve ark. yaptıkları 

çalıĢmada sıçanlarda siyatik sinir hasarını takiben 14. günde spinal EAAT-2 

ekspresyonunun anlamlı olarak azaldığını ve EAAT-2 aktivatörü klavunalik asit 

tedavisinin bu azalmayı önlediğini göstermiĢlerdir (224). Ayrıca ALS’li hastalardan alınan 

postmortem doku örneklerinde EAAT-2 protein düzeyinin oldukça azaldığı ve bu durumun 

glutamat uptake’indeki azalmadan sorumlu olduğu ifade edilmiĢtir (200). Oksaliplatinle 

indüklenen periferik nöropati sonucunda da spinal kordda EAAT-2 ekspresyonunun 

azaldığı EAAT-3 ekspresyonunun değiĢmediği ve bu durumun artan glutamat düzeyini 

takiben sıçanlarda hipersensitiviteye neden olduğu gösterilmiĢtir. Riluzol tedavisinin ise 

EAAT-2 ekspresyonundaki azalmayı engellediği; EAAT-3 ekspresyonunu ise 

değiĢtirmediği bulunarak oral riluzol tedavisinin glutamat düzeyini azalttığı ve 

oksaliplatinle indüklenen hipersensitiviteyi iyileĢtirdiği sonucuna varılmıĢtır (225). 

Sıçanlarda fasiyal sinir kesisi modelinde de benzer Ģekilde fasiyal nükleusta EAAT-2 

ekspresyonunun 3. günden itibaren azaldığı gözlenmiĢtir (226). Sung ve ark. ise yaptıkları 

çalıĢmada siyatik sinir hasarını takiben spinal kord arka boynuzunda 1. ve 4. günde EAAT-

2 ekspresyonunun sham grubuna göre arttığını ancak 7. günden sonra anlamlı olarak 

azaldığını saptamıĢlardır (16). ÇalıĢmamızda EAAT-1 ve EAAT-2’nin otonomik bir 

gangliyon olan MPG’deki ekspresyonları ilk defa gösterilmiĢtir. Dolayısıyla bulgularımız 

GT’lerin periferik nöronlardaki ekspresyonu konusunda literatüre önemli katkılar 

sunmaktadır. Sonuçlarımız BKSH sonucu MPG’de 15. günde anlamlı olarak azalan 

EAAT-1 ekspresyonu sonucu glutamat düzeyinin arttığını ve aĢırı glutamatın eksitotoksik 

etki göstererek nörodejenerasyon geliĢimine neden olduğunu düĢündürmektedir. Riluzol 

tedavisiyle EAAT-1 ekspresyonunda hasar grubuna kıyasla anlamlı bir artıĢ 

saptanmamasına karĢın sham grubuyla kıyaslandığında da bir farklılık görülmemektedir. 

Dolayısıyla anlamlı olmasa da hasarla EAAT-1 ekspresyonunda meydana gelen azalmayı 

kısmen önleyebildiği yorumu yapılabilir. EAAT-2’nin glutamatın uptake’inden ana 

sorumlu GT olduğu bilinmektedir. Ancak periferik nöronlarda patolojik durumlardaki 

değiĢimiyle ilgili bilgiler kısıtlıdır. Periferik sinir hasarı sonucu EAAT-2’nin spinal 

korddaki ekspresyonunun azaldığı ve bu durumun glutamerjik eksitotoksisite sonucu 

nörodejenerasyona neden olduğu çeĢitli çalıĢmalarda saptanmıĢtır (16, 224, 225). 

ÇalıĢmamızda EAAT-2 ekspresyonunun BKSH sonrası 7. günde anlamlı olarak azalmıĢ 
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olması ve bu azalmanın 15. gün sonunda da hala devam ederek fonksiyonel sonuçlarla da 

paralellik göstermesi glutamat uptake’inin azalarak glutamerjik eksitotoksistesi sonucu 

geliĢen nörodejenerasyonun bir bulgusu olarak değerlendirilebilir. Ayrıca uzun dönem (15 

gün) riluzol tedavisinin EAAT-2 ekspresyonundaki azalmayı önlediği ve bu sayede sinir 

hasarıyla oluĢan glutamat uptake’indeki bozulmayı önleyerek nöroprotektif etki gösterdiği 

söylenebilir. Riluzolün EAAT-2 ekspresyonu üzerinden oluĢturduğu düĢünülen 

nöroprotektif etki fonksiyonel sonuçlarımızla da paralellik göstermektedir. 

Ġntraselüler yerleĢim gösteren GAP-43, genel olarak nöronal dallanma, aksonal 

büyüme, nörotransmittter salımı ve sinaptik veziküllerin geri dönüĢümünden sorumlu bir 

proteindir. Özellikle plastisitenin yoğun olduğu bölgelerde yüksek miktarda eksprese 

olduğu bilinmektedir (227). Benzer Ģekilde periferik sinirlerde de rejenerasyon 

süreçlerinde GAP-43 ekspresyonunun arttığı ve bu artıĢın nörorejenerasyonun bir belirteci 

olduğu bilinmektedir (228, 229). ÇalıĢmamızda 7 ve 15 günlük BKSH ve riluzol tedavisi 

sonucunda MPG’de GAP-43 ekspresyonundaki değiĢiklikler değerlendirilmiĢtir. 

Bulgularımız hem 7 hem de 15 günlük hasar ve riluzol tedavisi sonucu MPG’de GAP-43 

ekspresyonunda anlamlı bir değiĢiklik olmadığını göstermektedir. Siyatik sinir hasarı 

modelinde dorsal kök gangliyonundaki GAP-43 seviyesi 21. günde pik düzeye ulaĢmakta 

hasarın 9. haftasında ölçülemez düzeye geldiği saptanmıĢtır (230). Wang ve ark. siyatik 

sinir hasarı modelinde hasarla birlikte siyatik sinirde GAP-43 ekspresyonunun anlamlı 

olarak arttığını ve uygulanan lazer tedavisinin GAP-43 ekspresyonunu hasarlı gruba 

kıyasla daha da arttırdığını göstermiĢlerdir (229). Kato ve ark. unilateral KS kesisi 

modelinde hasarı takiben 7. günde MPG’de GAP-43 mRNA ekspresyonunun arttığını 

bulmuĢlardır (231). KS hasarı modelinin kullanıldığı baĢka bir çalıĢmada ise MPG’de 

GAP-43 mRNA ekspresyolarında 7. günde anlamlı bir değiĢiklik saptanmazken 14. günde 

kontrol grubuna göre anlamlı artıĢ olduğu ifade edilmiĢtir (232). Mulhall ve ark. ise 

BKSH’yi takiben korporal dokuda immünohistokimyasal olarak GAP-43 yoğunluğunun 

arttığını göstermiĢ ancak nöroprotektif etkisi bilinen FK506’nın hasar grubuna kıyasla bu 

yoğunlukta anlamlı bir değiĢiklik oluĢturmadığını ancak NGF ekspresyonunun arttığını 

saptamıĢlardır. AraĢtırmacılar NGF’nin genellikle nöronal survival ve nöroprotektif etkide 

kritik öneme sahipken GAP-43’ün ise nörorejenerasyona aracılık eden bir markır olduğunu 

ve FK-506’nın nörorejenerasyona değil daha çok nöroprotektif etkiye aracılık ettiği için 

total GAP-43 seviyesini değiĢtirmediğini vurgulamıĢlardır (233). Hayashi ve ark. KS 

hasarını takiben yaptıkları immünohistokimyasal analizde GAP-43 yoğunluğunun hasarla 
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azaldığını, immünsupresif bir ligand olan FK-1706’nın ise bu azalmayı geri döndürdüğünü 

iddia etmiĢlerdir (180).  ÇalıĢmamızda literatürden farklı olarak sham grubuna kıyasla 

BKSH sonrası 7 veya 15. günde MPG GAP-43 düzeyinde anlamlı bir farklılık 

saptanmamıĢtır. 

Bu tez çalıĢması kapsamında klinikte ALS tedavisinde kullanılan riluzolün radikal 

prostatektomi sonucu geliĢen ED modeli olan BKSH modelinde zamana bağlı olarak etkisi 

fonksiyonel ve moleküler düzeyde incelenmiĢtir. Sonuç olarak, in vivo uzun dönem riluzol 

tedavisinin sinir hasarı sonucu geliĢen erektil fonksiyondaki azalmayı önlediği ve 

beklenmedik Ģekilde SE’lere neden olduğu görülmüĢtür. Riluzolün bu terapötik etkisinden 

p-PKC β II ve GT’lerden EAAT-2 ekspresyonunda meydana getirdiği değiĢiklikler 

sorumlu olabilir. Bu çalıĢmada elde edilen bulgular, bir otonomik nöropati modelinde PKC 

β II ve GT’lerin etkisinin değerlendirilmesi ve MPG’de ilk defa GT ekspresyonlarının 

değerlendirildiği bir çalıĢma olması nedeniyle literatüre önemli katkılar sağlamaktadır. 

ÇalıĢmamız günümüzde ilaç araĢtırma ve geliĢtirme çalıĢmalarında oldukça önemli bir 

strateji haline gelen, ilaçların yeniden amaçlandırılması/konumlandırılması kapsamında 

riluzolün yeni terapötik etkinliğinin değerlendirilmesine ön veri sağlayacak niteliktedir. 
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