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OZET

Kavernoz Sinir Hasariyla Indiiklenen Erektil Disfonksiyonda Riluzoliin

Noroprotektif Etkisinin Incelenmesi

Periferik noropati; metabolik hastaliklar, travmalar ve ilaglar gibi birgok farkli
nedenle periferik noronlarda ve destek hiicrelerinde meydana gelen ciddi bir
disfonksiyondur. Radikal prostatektomi, periferik noropati kaynakli oldugu kabul edilen,
ameliyat sonrasi komplikasyonlarin sik goriildiigii cerrahi bir islemdir. Cerrahi islem
sirasinda  Ongorilmeyen noronal hasardan kaynaklanan erektil disfonksiyon (ED)
mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamis 6nemli bir komplikasyondur. Bu calismada
amiyotrofik lateral sklerozis (ALS)’nin tedavisinde kullanilan ilk ilag olan riluzoliin, ilag
yeniden amaglandirma/yeniden konumlandirilmasi kapsaminda sigan bilateral kavernéz
sinir hasart modeli (BKSH) sonucu gelisen ED’ye etkisi ve bu etkiye aracilik ettigini

diistindiigiimiiz PKC B ve glutamat tagiyicilariyla (GT) iliskisi incelendi.

Yetiskin Sprague-Dawley erkek siganlara (275-400 g) sham operasyonu veya
BKSH hasar1 sonrast 1, 7 ve 15 giinliik riluzol (8 mg/kg/giin; i.p.) veya tasiyici tedavisi
uyguland1 (n=5-7/grup). In vivo erektil fonksiyon maksimum intrakavernéz basing
(miKB)/ortalama arteriyel basinc1 (OAB) ve total IKB/OAB oranlar1 olarak degerlendirildi.
Belirlenen yolaklara iligkin protein ekspresyonlarindaki degisiklikler western blot
teknigiyle incelendi. BKSH sonras1 7 ve 15. giinde mIKB/OAB ve total IKB/OAB oranlari
anlamli olarak azalirken 1 giin sonrasinda herhangi bir degisiklik saptanmadi. BKSH
sonras1 7 giinliik riluzol tedavisi erektil fonksiyondaki azalmay1 dnleyemezken 15 giinliik
riluzol tedavisi erektil fonksiyondaki azalmay1 6nledi. 7 ve 15 giinliik riluzol tedavisi alan
sicanlarin dnemli bir kisminda spontan IKB artis1 gdzlendi. BKSH sonrasi peniste p-PKC B
IT ekspresyonu azalirken 15 giinliik riluzol tedavisi azalmay1 6nledi. BKSH sonrast major
pelvik gangliyonda (MPG) GT ekspresyonlar1 azalirken 15 giinliik riluzol tedavisi eksitator
aminoasid tastyicisi-2 (EAAT-2) ekspresyonunda gbzlenen azalmayi dnledi. Sonug olarak,
riluzol tedavisinin beklenmedik sekilde spontan ereksiyonlara neden oldugu ve uzun
donem riluzol tedavisinin sinir hasari sonucu gelisen erektil fonksiyondaki azalmay1
onledigi goriildii. Riluzoliin bu terapotik etkisinden fosfo-PKC B II ve GT’lerden EAAT-2

ekspresyonunda meydana getirdigi degisikliklerin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Sézciikler: Glutamat tasiyicisi, Intrakaverndz basing, Major pelvik gangliyon,

Protein kinaz C beta, Sigan
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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-f 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 B 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 B 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. GIRIS ve AMAC

Metabolik hastaliklar, toksinler, enfeksiyonlar, ilaglar ve 6zellikle travmalar bagta
olmak tizere bircok cesitli nedenle periferik sinir sistemi noronlar1 ve destek hiicrelerinde
gelisen disfonksiyon olarak tanimlanan periferik néropati, radikal prostatektomi sonrasi
gozlenen komplikasyonlarin da ana nedenini olusturmaktadir. Prostat kanseri Amerika
Birlesik Devletleri'nde (ABD) erkek yetiskin bireyler arasinda en sik rastlanan kanser
tipidir (1, 2). Tim diinyada her y1l yaklasik 900.000 kisi prostat kanseri tanis1 almaktadir
ve tani alan hastalarin 6nemli bir kism1 radikal prostatektomi operasyonu ge¢irmektedir (3).
Bu operasyon sirasinda; mesane, prostat, penis ve diger alt iiriner sistemi inerve eden
sinirlerin zarar gormesini engelleyici, sinirlerin korundugu tekniklerin gelistirilmesine
ragmen giiniimiizde hala radikal prostatektomi geciren bireylerde %14-90 arasinda ED
gelistigi gozlenmistir (4). Radikal prostatektomi ile indiiklenen basta ED olmak fizere
tiriner inkontinas ve benzeri itirogenital komplikasyonlarin etkin tedavi edilememesi

hastalarin yasam Kalitelerini 6nemli oranda azaltan klinik problemlerdir.

Erektil fonksiyon santral ve periferik noronal mekanizmalarin stimiilasyonuyla
korpus kavernozum diiz kasmnin kasilma ve gevsemesinin kontrol edildigi kompleks
norovaskiiler bir olaydir (5). Penil doku otonomik (sempatik-parasempatik) ve somatik
(duyusal-motor) noéronlarla inerve edilir. Spinal kord ve periferik gangliyondan g¢ikan
sempatik ve parasempatik sinir lifleri KS’leri olusturarak korporal diiz kas dokusuna
yayilir. Korpus kavernozum ve korpus spongiozum erektil cevabin safhalarindaki
norovaskiiler olaylardan sorumludurlar. Bu nedenle beyin, spinal kord ve bu inervasyonu
etkileyen herhangi bir hastalik ve/veya travma bu kompleks yapiyr ve norovaskiiler
fonksiyonu etkileyerek ED’ye neden olacaktir (6). Ozellikle KS’lere yakin komsulukta
bulunan pelvik organlara yapilacak bir cerrahi miidahale, basi, ¢ekme hareketi veya
koagiilasyona bagli gelisecek olan ndropraksi; sinir lifi dejenerasyonuna, nokturnal erektil

fonksiyon kaybina neden olarak ED ve inkontinans gelisimi ile sonuglanabilmektedir (7).

Radikal prostatektomi sonucu gelisen ED’nin esas olarak dokularin inervasyonunu
saglayan sinirlerin hasari/dejenerasyonu kaynakli oldugu diisiiniilse de altinda yatan
komplike bir patofizyolojik durum ve halen aydinlatilamamis birgok mekanizma oldugu
tartisilmaktadir (8). Inervasyonu saglayan pelvik sinir lifleri hasarlanmaya bagli olarak

dejenerasyona ugrarken, penis dokusunda bu siiregte azalan inervasyon ve tam olarak



bilinmeyen faktorlere bagh vaskiiler yetersizlikler korporal diiz kas dokusunun miiskiiler

ozelliklerini kaybetmesine, inflamatuvar ve fibrotik degisikliklere yol agmaktadir (7, 8).

Organ ve dokular1 inerve eden periferik sinirlerin travmatik veya endokrin
hastaliklar nedeniyle hasar gormesi, gerek sinirlerde gerekse dokularda geri doniisiimli
veya geri doniisiimsiiz yapisal ve fonksiyonel bozukluklara yol agmaktadir. Mevcut tedavi
sekilleri bu degisiklikleri 6nleme veya diizeltmede yeterli etkinlikte degildir ve bu nedenle
periferik noropati patofizyolojisinde rol oynayan yeni mekanizmalarin anlasilmast,
nororejeneratif/noroprotektif etkiyi hedefleyen yeni muhtemel terapotik ajanlarin

bulunmasi ve gelistirilmesi énemlidir.

Riluzol (2-amino-6-(triflorometoksi) benzotiazol), ilk olarak antikonvulsan,
anksiyolitik ve anestezik 6zellikleriyle kesfedilmesine ragmen giiniimiizde nérodejeneratif
bir hastalik olan ALS' nin tedavisinde kullanilan etkisi kanitlanmis ilk ilag olup, 1996
yilinda ALS tedavisi i¢in FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onaylanmistir
(9, 10). Riluzoliin ALS hastaligindaki etkinliginin ndéron koruyucu etkisine bagl oldugu
diistiniilmektedir (11). Riluzolin noron koruyucu etkisinin mekanizmasi kesin olarak
bilinmemekle birlikte cesitli hiicresel hedefler ve yolaklar 6nerilmistir. Farkli caligmalarda
riluzoliin hacme-duyarl kloriir kanallarin1 (12), voltaj-bagimli kalsiyum kanallarini (13),
N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor aracili kanallari inhibe ettigi ileri stirilmiistiir (14).
Bir baska calismada ise riluzoliin sitozolik fosfolipaz A2 (cPLAZ2)'yi inhibe ederek
arasidonik asit olusumunu azalttigt ve bu sekilde antioksidatif etki gosterdigi ifade
edilmigtir  (15). Bu etkilerinin yaninda riluzolin néronal Olimin  6nemli
mekanizmalarindan biri olan glutamerjik eksitotoksisiteyi GT’leri aktive ederek onledigi,
bu etkinin de noroprotektif mekanizmalarindan biri oldugu diger calismalarda Gne
stirilmustiir (16, 17). Ayrica riluzoliin oksidatif néronal hasar olusumunda rol oyanayan
PKC B inhibitorii etkinligi de bilinmekte ve bu konudaki arastirmalar devam etmektedir
(18). Ozellikle periferik sinir hasar1 ve diyabet sonucu periferik ndropati gelisimini takiben
PKC-B II alt tipinin aktive oldugu ve riluzol tedavisinin bu alt tipi inhibe ederek

noroprotektif etki gosterdigi saptanmustir (19-21).

Sonug olarak mevcut durumda riluzol, klinikte ALS gibi nérodejeneratif temelli bir
hastaligin tedavisinde ispatlanmig terapétik etkinligi ve tolere edilebilir yan etkileri
sebebiyle gilivenle kullanilmakta olan bir ajandir. Giivenli doz araliklarinin ve

farmakokinetik profilinin ayrintili olarak belirlenmis olmas1 farkli endikasyonlarla



kullanilabilmesinin oniinli agmaktadir. Giintimiizde, bu sekilde klinik kullanimi olan
ilaglarin yeni klinik endikasyonlar i¢in arastirilmasi olarak tanimlanan yeniden
amaglandirma/ yeniden konumlandirma, (drug repurposing and repositioning) ilag
arastirma ve gelistirilmesinde giincel ve 6nemli bir yaklasimdir. Bu sebeple, bu g¢alisma
kapsaminda norodejenerasyonun temel etken olarak karsimiza ¢iktigi radikal prostatektomi
sonucu gelisen ED modeli olarak kullanilan sigan BKSH modelinde riluzoliin etkinligi ve
bu etkide PKC B II ve GT’lerin rolii incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Erektil Fonksiyon
2.1.1. Penisin Anatomik Y apisi

Insanda penis; béliinmiis iki adet korpus kavernozum ve ventral kisimda yerlesmis
korpus spongiozum yapisindan olusmaktadir. Korpus spongiouzum firetray1 igine alir ve
distalde glans penisle birlesir. Korpus kavernozum ve spongiozum tunika albuginea adi
verilen fibrdz bir kilifla gevrilidir. Iki korpus kavernozum arasinda bir arada ¢alismalarina
engel olmayacak sekilde iki yapiy1 kismen ayiran Septal bir tabaka bulunmaktadir (Resim 1)
(22-24).

Yiizeyel dorsal ven

Derin dorsal ven Deri

Dorsal arter Colles fasia

Dorsal sinirin penil ucu

Dorsal sinirin glans ucu

Buck’s fasia
Dorsal ven dali

Emisser ven

Kavernoz arter Subtunikal veniil

Dis tunika
Korpus albuginea
kavernozum i¢ tunika albuginea
Septum
- Intrakavernoz
Korpus Uretra septum
spongiozum

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

Tunika albuginea tabakasinin diginda korpora dokularini saran iki ayr1 fibroz tabaka,
Buck’s ve Colles fasialar1 bulunmaktadir. Bu fibroz tabakalar1 ise penis derisi

cevrelemektedir (23).



Korpus kavernozum tunika albugineayla gevrili arteriyel sinuzoidlerden ve diiz
kastan olusan iki slingerimsi yapi olarak tanimlanmaktadir. Korpus kavernozumu saran
tunika albuginea tabakasi yaklasik 2-3 mm kalinliginda olup ¢ogunlukla kollajen liflerden
olugmaktadir. Korpus Spongiozumun yapist da histolojik olarak korpus kavernozuma
benzer olup daha biiyiik sinozoidal yapilar icermektedir. Ancak korpus kavernozumdan
farkli olarak korpus spongiozumu saran tunika albuginea tabakasi daha incedir ve kollajen
lifler yerine daha cok elastik lifler igerir (25). Glans penis, penisin distal boliimiinii
olusturur ve korpus spongiozum tabakasinin devami seklindedir. Albuginea tabakasi

bulundurmaz ve oldukga ince bir deri tabakasiyla gevrilidir (22).

Resim 2. Sigan penis dokusunun enine kesitinin histolojik goriintiisii (Seyam’dan, 26)

Urogenital sistem iizerine yapilan deneysel calismalarda siklikla tercih edilen
rodentler insanlardan farkli olarak penisin distalinde baglayan ve glans peniste fibroz
kikirdak dokusuna dontisen 0s penis adi verilen kemik dokusuna sahiptir. Rodentlerde tiim
penis dokusu prepisyum dokusuyla kaplidir. Ayrica insanda goriildiigli gibi iki korpus
kavernozum yapisi arasinda bir septum bulunmamaktadir. Insana benzer sekilde penis
proksimalinde korpus kavernozum ve iiretray1r saran korpus spongiozum vaskiiler erektil

yapilar1 bulunmaktadir (Resim 2) (26, 27).



2.1.2. Penisin Kan Dolasim

Penis internal iliak arterin bir dali olan internal pudental arter araciligiyla
beslenmektedir. Internal pudental artere ek olarak eksternal iliak, vezikal ve femoral arter
dallarinin da penil dokunun beslenmesine katkida bulundugu bilinmektedir (22, 28). Penil
arter temel olarak kavernoz, dorsal, Uretral ve bulbar arterler olmak tizere 4 ana daldan
olusmaktadir. Her bir kavernoz arter kavernozal tunika tabakasini gegerek penil kururaya
girer ve korpus kavernozumda bir¢ok dal vererek erektil kan akimimin diizenlenmesine
katkida bulunur. Dorsal arter ise ereksiyon sirasinda glans penisin kanlanmasindan
sorumludur (23). Korporal dokulardan g¢ikan kaverndz venler ise birleserek emisser veni
olusturarak tunika tabakasini asip penisin proksimal kisminda kavern6z vene direne olup

internal pudental vene bosalir (29).
2.1.3. Penisin Inervasyonu

Penis karmasik norovaskiiler olaylarin eslik ettigi; parasempatik, sempatik ve
somatik efferentlerden inervasyon alan bir dokudur. Penis dokusunun periferik
inervasyonu vaskiiler olaylara aracilik eden noronal ve lokal faktorlerin kontroliinde
gerceklesmektedir (30, 31). Insanlarda spinal kordun sakral (S2-S4) kismindan ¢ikan lifler
pelvik sinir araciligryla pelvik pleksusa ulasir. Pelvik pleksusta sinaps yaptiktan sonra
postgangliyonik parasempatik lifler KS’yi olusturur (32). Pelvik pleksustan orjin alan ve
sempatik-parasempatik lifler iceren KS prostat kapsiiliinde prostatin dorsolateralinden
ilerler. KS’ler daha sonra iki ayr1 sinir lifi grubuna ayrilarak pelvisten ¢ikarlar. Bunlardan
biri retral sfinktere ilerleyerek iriner fonksiyonlardan sorumlu olur; digeri ise dorsal
sinirle de baglantilar kurarak penise ilerleyip erektil fonksiyona katkida bulunur (33).
Temel olarak tiimesans ve detiimesanstan olusan erektil yanitta KS’ler sorumludur (Resim
3) (34).
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Resim 3. Penisin inervasyonu (Auffenber’den, 23)

Sican ve farelerde ise {irogenital organlarin uyarilmasindan sempatik ve
parasempatik postgangliyonik inervasyona aracilik eden prostat bezinin dorsolateralinde
yerlesim gosteren major pelvik gangliyon (MPG) sorumludur. MPG hipogastrik sinir
aracilifiyla sempatik uyar1 da alan parasempatik bir gangliyon olarak tanimlanmaktadir
(Sekil 1) (35, 36). Otonomik sempatik ve parasempatik noronlardan olusan ve rodentlerde
bilateral yerlesim gosteren MPG alt iiriner sistem, barsaklar ve iirogenital organlarin
inervasyonuna aracilik etmektedir (37). Pelvik organlara ait patofizyolojik olaylarin
mekanizmalarinin incelenmesinde rodentlerin tercih edilmesinin nedenini de tiim bu

organlarin inervasyonundan tek bir yapinin, MPG’nin, sorumlu olmasidir (38).
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Sekil 1. Sican MPG inervasyonu. S: sempatik; P: parasempatik (Keast’ten, 36)

Erektil fonksiyon periferik mekanizmalarin haricinde santral mekanizmalarla da
kontrol edilmektedir. Sorumlu temel serebral yapilar medial preoptik alan (MPOA) ve
hipotalamustaki paraventrikiiler niikleustur (PVN). Santral kontroliinden sorumlu ana
norotransmitter ise dopamindir. Dopamin, MPOA ve PVN’deki oksitosinerjik ndronlari

uyararak ereksiyona neden olmaktadir (31).

Erektil fonksiyondan sorumlu korpus kavernozumu olusturan diiz kas ve vaskiiler
endotelin fonksiyonu adrenerjik, kolinerjik ve nonadrenerjik-nonkolinerjik (NANK)
noronlarin kontroliinde diizenlenmektedir. Ereksiyon temel olarak vazokonstriksiiyona
neden olan sempatik tonusla inhibe olurken dopaminle aktive olan oksitosinerjik noronlar
araciligiyla uyarilan parasempatik tonusla indiiklenmektedir. Bu stimiilasyondan da temel

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

Penil diiz kasinda sempatik sistem aktivasyonuyla saliverilen noradrenalin (NA)
adrenerjik reseptorlere baglanarak korpus kavernozumun kontraksiyonuna neden olur.
Yapilan calismalar penil dokuda a adrenerjik reseptorlerin B reseptorlere gore 10 kat daha
fazla bulundugunu ve kontraktil etkiden oOzellikle ol alt tipinin sorumlu oldugunu
gostermistir (39). NA yam sira endotelin, ndropeptid Y, prostanoidler (PGF,,) ve
tromboksan A2’nin de vaskiiler endotelden ve néronlardan salinarak detiimesansa aracilik

ettigi gosterilmistir (40).



Arka hipofizden salgilanarak kan dolagimimna saliverilen oksitosinin de penil
ereksiyonun olugmasina aracilik eden bir hormon oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalar
insanlarda seksiiel stimiilasyon sonucu plazma oksitosin diizeyinin arttigini gostermistir.

Oksitosinle indiiklenen penil ereksiyona ise Ca™" aracilik etmektedir (41).

Penil diiz kas gevsemesi ve ereksiyonun gerceklesmesinden majér sorumlu
norotransmitter NO’dur. NO harici ACh de bu etkiye aracilik ettigi bilinmektedir. ACh’nin
de korpus kavernozum vaskiiler endotelinden NO saliverdirterek vazodilator etki
olusturdugu saptanmustir (40). NO parasempatik sinir uglarindan ve diiz kas endotelinden
L-argininden NO sentaz (NOS) araciligiyla sentezlenir. NOS’un noéronal (nNOS),
endotelyal (eNOS) ve indiiklenebilir (iNOS) olmak tizere ii¢ farkli izoformu bulunmaktadir
ve lg¢ izoform da penil dokuda eksprese olmaktadir. Ancak temel olarak penil NO
tiretiminden nNOS ve eNOS’un sorumlu oldugu bilinmektedir (42). nNOS kaynakli
NO’nun ereksiyonun baslamasindan eNOS kaynakli NO’nun ise ereksiyon sirasindaki
penil rijiditenin siirdiiriilmesinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir (40). NO ve ACh
disinda parasempatik sinir uglarindan ve endotelden salinan vazoaktif intestinal polipeptid
(VIP), kalsitonin gen iliskili peptid (CGRP) ve prostaglandin E’ler (PGE;, PGE;) de

korpus kavernozum gevsemesine neden olmaktadir (43).
2.1.4. Fizyolojisi

Ereksiyonun hemodinamik diizenlenmesi sirasinda seksiiel stimiilasyon sonucu KS
terminallerinden salinan ndrotransmitterler korporal diiz kasta gevsemeye sebep olarak
tiimesans olaylar kaskadini baslatir. Ik olarak arter ve arteriyollerin dilatasyonuyla kan
akimi artar, bunun sonucu kanla dolarak genisleyen siniizoidler sebebiyle subtunikal
veniillere basi olusur ve kan akimi kesilir. Tunika albuginea ve periferal siniizoidler
arasinda kalan subtunikal veniiler pleksusun sikigsmasiyla vendz drenaj azalir. Tunika
gerilme kapasitesine ulastiginda ereksiyon fazi gerceklesir ve intrakaverndz basing (IKB)
maksimuma ulasir (6). Seksiiel aktivite boyunca penis rijiditesini siirdiirtir. Seksiiel
stimiilasyon sona erdiginde antierektil ndronal sinyaller aracilifiyla penil arterlerin
kontraksiyonunu takiben diiz kas kontraksiyonu gerceklesir ve arteriyel kan akimi azalir.
Arteriyel kan akiminin azalmasindan sonra veniiller {izerindeki basi kalkar ve vendz

drenajin artmasiyla penis rijit tonusunu kaybederek detiimesans fazina geger (44).

Erektil fonksiyonun molekiiler mekanizmalar1 incelendiginde sempatik sistemin

aktivasyonu sonucu salinan norotransmitterler G-protein kenetli reseptorlerine baglanarak
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inositol trifosfat (IP3) ve diagilgliserol (DAG) ikincil ulaklarinin araciligiyla iyon
kanallarmin agilmasina veya intraselliiler depolardan Ca™" saliverilmesi sonucu intraseliiler
Ca'"’un artmasina neden olur. Artan Ca'" kalmoduline baglanarak miyozin hafif zincir
kinazi (MHZK) aktive eder. MHZK aktivasyonu sonucu fosforillenen miyozin hafif
zincirleri diiz kas kasilmasina neden olur (6, 34). Penil diiz kas kasilmasina Ca™" yan1 sira
RhoA/Rho kinaz yolaginin aktivasyonu da aracilik etmektedir. Cesitli faktorler sonucu G-
protein kenetli reseptorlerin uyarilmasiyla RhoA aktive olur. Aktive olan RhoA’nin Rho
kinaz1 aktivasyonu sonucu diiz kasta miyozin fosfataz inhibe olur. Bu inhibisyon diiz kas
miyofilamentlerinin defosforile olmasini engelleyerek kontraktil tonusun siirdiiriilmesine
aracilik eder (45, 46). Literatiirde tavsan korpus kavernozum dokusunda RhoA
ekspresyonunun diger vaskiiler diiz kas dokularina kiyasla 17 kat daha fazla oldugu ifade

edilerek ereksiyon fizyolojisindeki 6nemi gosterilmistir (23).

Erektil cevabin diizenlenmesinde intraseliiler Ca™" diizeyindeki azalma korporal
diiz kasin gevsemesine neden olur. Bu etkiden NANK néron terminallerinden ve endotel
tabakasindan salinan NO’nun ¢oziinebilir guanilat siklazi (SGC) aktive etmesi sorumludur.
Aktive olan sGC ikincil ulak siklik guanozin monofosfat (¢cGMP) iiretimine neden olarak
protein kinaz G (PKG)’yi aktive eder. Aktiflesen PKG cesitli intraseliiler proteinleri
fosforile ederek Ca’™ influksunu inhibe ederken K* kanallarinin acilmasma ve
hiperpolarizasyona neden olur. Sonucta MHZK inaktive olarak diiz kas gevsemesi
gerceklesir (47). cGMP gibi bir ikincil ulak olan siklik adenozin monofosfat (CAMP) da
birtakim protein kinaz ve iyon kanallarim aktive ederek hiperpolarizasyona ve Ca*"

kanallarinin inhibisyonuna neden olarak diiz kas gevsemesine aracilik eder (41).

Diiz kas kontraksiyonu ve gevsemesi arasindaki dengenin saglanmasinda cGMP ve
CAMP’yi hidroliz ederek dengenin kontraksiyona kaymasini saglayan fosfodiesteraz enzim
(PDE) ailesi 6nemli role sahiptir (23). PDE ailesinin 11 farkli alt tipi bulunmaktadir. PDE
6 haricindeki biitlin alt tiplerin korpus kavernozumda eksprese edildigi bilinmektedir. PDE
5 alt tipi temel olarak ¢cGMP’ nin hidrolizinden sorumluyken PDE 2, 3 ve 4 cAMP’nin

etkilerinin sonlanmasindan sorumludur (48).
2.2. ED
2.2.1. Tanim ve Epidemiyolojisi

ED Dbireyleri ve partnerlerini psikososyal agidan etkileyen ve Kklinik

komorbiditelerle iliskilendirilen yiiksek prevalansa sahip Onemli bir halk saglig
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problemidir. Ulusal Saglik Enstitiisii ED’yi; erkek bireyde seksiiel stimiilasyon sonucu
yeterli ereksiyonun saglanamamasi ve siirdiiriillememesi olarak tanimlamaktadir (49).
ABD’de yapilan arastirmalara goére 40-70 yas araliginda bulunan yaklagik 18 milyon
bireyin ED ile kars1 karsiya oldugunu ve her yil bu sayiya %0.26’lik bir insidansla yeni
vakalarin eklendigini gostermekte olup 2025 yilinda diinya ¢apinda ED’den etkilenen birey
sayisinin 322 milyonu bulacagi tahmin edilmektedir (41). Ulkemizde Akkus ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismaya gore ise 40 yas {stii bireylerde ED goriilme

prevalansinin %69.2 oldugu saptanmistir (50).
2.2.2. Risk Faktorleri

Birgok epidemiyolojik c¢alismada ED iligkili komorbiditeler de incelenmis ve
kardiyovaskiiler hastaliklar, pelvik travmalar, nérolojik hastalik/hasarlar ve yaglanmanin en
sik gozlenen risk faktorleri oldugu saptanmustir. Ozellikle diyabet, hipertansiyon,
ateroskleroz, hiperlipidemi ve birtakim vaskiiler hastaliklar gibi kronik hastaliklar ED
gelisimini tetiklemektedir (51). Bu kronik hastaliklar vaskiiler yapiya zarar vererek
aterosklerotik plak olusumuna ve vaskiiler endotel tabakasi biitiinliigliniin bozulmasina
neden olur. Sonu¢ olarak ereksiyon sirasindaki kan akimi, NOS aktivitesinin azalmasi
sonucu endotel tabakadan sentezlenen NO miktar1 azalirken kontraktil etkili tromboksan ve
prostaglandinlerin miktar1 artarak korporal diiz kasin gevsemesi engellenmis olur.
Boylelikle saglikli ereksiyon saglanamaz. Yapilan caligmalar kronik hastaliklarin neden
oldugu vaskiiler remodelling sonucu hipoksiyle indiiklenen fibrotik siireglerin aktive

oldugunu ve penil vaskiiler yapinin bozularak ED gelisimine yol agtigin1 gostermistir (52).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin neden oldugu RhoA/Rho kinaz yolaginin asiri
aktivasyonu ED’nin bir diger mekanizmasi olarak tanimlanmistir. Yapilan g¢alismalar
hipertansif si¢anlarin korporal diiz kaslarinda RhoA/Rho kinaz ekspresyonunun arttigini
gostermistir (53, 54). Ayrica hipertansiyon ve hiperlipidemisi olan hastalarda endotelin-1

seviyelerinin de arttig1 saptanmustir (53, 55, 56).

Diyabet; vaskiiler ve korpus kavernozum diiz kasini, ndropatiyi tetikledigi i¢in
KS’leri etkileyen ve neden oldugu endotel disfonksiyonu sonucu ED gelisimine siklikla
neden olan kronik bir hastaliktir (34, 57). Massachusetts Erkek Yaslanma Calismasi,
diyabeti olan erkeklerin %75' inin yasam boyu ED gelisme riski oldugunu bildirmistir (53).
Diyabetik periferik néropatinin kolinerjik ve NANK sinir liflerini etkiledigi bilinmektedir.
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Bu nedenle nNOS ve eNOS aktivitesini inhibe ederek NO diizeyini azaltmakta ve ED

gelisimine neden olmaktadir (34, 57, 58).

Kronik vaskiiler hastaliklar diginda alt iiriner sistem komplikasyonlari, mesane
obstriksiiyonu ve benign prostat hiperplazisi (BPH) gibi patolojilerin de ED ile yakindan
iligkili oldugu bilinmektedir (51). Yapilan ¢alismalar 6zellikle ilerleyen yas ve metabolik
sendromla beraber alt iiriner sistem semptomlar1 ve ED gozlenmesi arasinda bir korelasyon
oldugunu gostermektedir (59, 60). Ozellikle BPH’si olan orta ve agir derecede alt iiriner

sistem semptomlar1 gozlenen bireylerde %50’yi askin oranda ED gelistigi gozlenmistir
(60).

Patolojik durumlara ek olarak ED igin bir diger risk faktorii de ilaglardir. Ozellikle
ditiretikler ve B-blokorler basta olmak tizere birtakim antihipertansif ila¢ gruplari, hormon
preparatlari, proteaz inhibitorleri, sitotoksik ajanlar, H, reseptor antagonistleri ED ile
iliskilendirilmektedir (61-67). Seksiiel aktivitenin santral kontrolinden sorumlu
serotonerjik, noradrenerjik ve dopaminerjik yolaklar1 etkileyen antipsikotikler ve
antidepresanlarin da ED gelisimine siklikla neden oldugu bilinmektedir (63). Tiim bu
faktorlere ek olarak bireylerin hareketsiz bir yasam tarzi siirmeleri, obezite, alkol ve tiitiin

tirtinleri kullanim1 da ED’yi tetiklemektedir (68).

Kardiyovaskiiler hastaliklar ve ED artan yas, sigara kullanimi, obezite ve diyabet
gibi ortak risk faktorleri barindirmalar1 sebebiyle aralarinda iligki oldugu diisiiniilen ve
arastirilan patolojiler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Her iki durumda da altta endotelyal
disfonksiyon, inflamasyon ve diigiikk testosteron diizeyleri gibi mekanizmalarin yattig
bilinmektedir (69). Ancak birtakim ¢alismalar tiim ortak risk faktorleri ve mekanizmalara
ragmen ED’nin kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde bagimsiz bir risk faktori
oldugunu tanimlamustir (70—75). Farkli ¢aligmalar kardiyovaskiiler semptomlarin ortaya
¢ikmasindan 2-5 yil 6nce ED semptomlariin goriildiigiini ifade etmektedir (76—79). ED’si
olan 40 yas alt1 bireylerde aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik goriilme riskinin normal
bireylere oranla 7 kat daha fazla oldugu saptanmistir. Giiniimiizde ED gelisiminin

kardiyovaskiiler hastaliklarin erken donem bulgusu olarak degerlendirilmesi gerektigi ifade
edilmektedir (80).

2.2.3. Simiflandirilmasi

1960’11 yillarda ED’nin yalmzca psikojenik temelli oldugu diisiiniiliirken 20. yy’in
sonlarina dogru ereksiyonun ¢esitli mekanizmalarinin aydinlatilmasiyla ED’nin psikojenik
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temelli olmasinin disinda vaskiiler, endokrin, hiicresel ve noéronal birgok nedenin
olabilecegi anlagilmistir. ED’nin smiflandirilmasinda birgok farkli smiflandirma
bulunmasina karsin Uluslararast Impotans Arastirma Toplulugu ED’yi temel olarak

organik ve psikojenik ED olmak iizere iki ana sinifa ayirmaktadir (Tablo 1) (81).

Tablo 1. ED’nin siniflandirilmasi

1. Organik
a. Vaskilojenik
. Arteriyel
Il. Kavernozal
1. Arteriyel+Kavernozal

b. Norojenik

c. Anatomik

d. Endokrinolojik
2. Psikojenik

a. Genel

b. Durumsal

Organik ED, travmanin neden oldugu durumlar haricinde hafif baslayip ilerleyici
nitelikte seyreden seksiiel fonksiyon bozuklugu olarak tanimlanmaktadir (51). Organik
ED’yi kendi i¢inde vaskiilojenik, norojenik, anatomik ve endokrinolojik olarak alt gruplara
ayirmak miimkiindiir. Vaskiilojenik ED’de penil ereksiyonun saglanmasindan sorumlu
hipogastrik-kavernoz-helisin arter dallarindaki herhangi bir tikanma veya veno-okliizif
disfonksiyon gelisimi kan akigini bozar ve sinuzoidlere yeterli kan dolamadigindan penil
rijidite saglanamaz. Anatomik ve endokrinolojik ED insidanslar1 daha diisiik olan alt tipler
olup bireysel anatomik farkliliklardan ve hipogonadizmin eslik ettigi durumlardan
kaynaklanmaktadir. Seksiiel fonksiyondan sorumlu testosteron seviyesindeki azalmalar
libido kaybmna ve ED’ye neden olmaktadir (6). ED vakalarinin %10-19’unun nérojenik
kaynakli oldugu bilinmektedir. Ereksiyonun norovaskiiler bir olay olmasi ve beyin, spinal
kord, kavernoz-pudental sinirleri etkileyecek herhangi bir travma veya disfonksiyonun
ED’yi indiiklemesi bu insidansi arttirmaktadir. Alzheimer, Parkinson, inme ve epilepsi gibi

norodejeneratif hastaliklar da ED ile yakindan iligkilidir. Dopaminerjik néron kaybiyla
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karakterize Parkinsonda ereksiyonun santral regiilasyonundan sorumlu MPOA’da bulunan
dopaminerjik néronlarin kayb1 ED gelisimini tetiklemektedir (22). Epileptik nobetlerin de
prolaktin seviyesini artirip, teStosteron seviyesini azaltarak ED’ye yol actifi gézlenmistir

(82).

ED’nin nedenleri incelendiginde erkek bireyler arasinda en sik gozlenen kanser
tiplerinden biri olan prostat kanserinin ED ile yakindan iliskili oldugu goriilmektedir.
Yalnizca prostat kanserinin gelisimi ED’ye neden olmasinin yaninda pelvik organlarin
KS’lerle yakin komsulukta olmalar1 nedeniyle prostat kanseri tedavisinde tercih edilen
radikal prostatektominin ve hormonal terapilerin de ED insidansini arttirdigi bilinmektedir
(6, 83). 20.yy ortalarina kadar pelvik operasyon geciren erkek bireylerde seksiiel
disfonksiyon oranit %90’lara yaklasirken Dr. Walsh and Donker tarafindan gelistirilen
KS’lerin korundugu operasyon tekniklerine ragmen giiniimiizde hala radikal prostatektomi
operasyonu gegiren bireylerde %14-90 arasinda ED gelistigi bilinmektedir (4, 34). Radikal
prostatektomi sonucu gelisen ED’nin fizyopatolojisi incelendiginde intraoperatif sinir
hasarinin yaninda gelisen termal, iskemik hasarin ve lokal inflamatuvar proseslerin etkili
oldugu goriilmektedir. Bu nedenle 6zellikle prostat kanseri saptanan hastalarda erektil
fonksiyonun korunmasi hastalarin yasam kalitesinin siirdiiriilmesi agisindan oldukga

onemlidir (83).

Psikojenik ED ise ani bagslayan seksiiel fonksiyon kaybi olarak tanimlanmaktadir.
Psikojenik ED’ye temel olarak ereksiyonun santral merkezlerden inhibisyonunun veya
korporal diiz kas kontraksiyonuna aracilik eden asir1 katekolamin miktarinin neden oldugu
diistintilmektedir (84). Psikojenik ED performans anksiyetesi olarak da tanimlanmakta olup

bu bireylerde genellikle nokturnal ereksiyonlar gézlenmektedir (81).
2.2.4. Tedavisi

ED tedavisi i¢in etkin ve giivenilir yeni terapdtik ajanlarin arayist tim hiziyla
devam etmektedir. Gliniimiizde farkli nedenlerle gelisen ED’nin tedavisinde oral olarak
PDE 5 inhibitorleri kullanilmaktadir. Sildenafil FDA tarafindan 1998 yilinda ED
tedavisinde kullanilmak iizere onaylanmis ilk PDE 5 inhibitorii ajan olup onu takiben
benzer terapétik etkinlige sahip tadalafil, vardenafil ve avanafil onay almistir. Tiim PDE 5
inhibitoérii ajanlar ¢cGMP’nin yikimini engelleyerek korpus kavernozumda gevseme
yaratarak etkinlik gostermektedir. PDE 5 inhibitorleri erektil cevabi arttirmakta ancak

cevabin olusumunu baslatmamaktadir. Klinikte siklikla tercih edilen PDE 5 inhibitorlerinin
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etkinlik gosterebilmesi i¢in sinir uglarindan veya vaskiiler endotelyumdan NO salinmalidir.
Bu nedenle PDE 5 inhibitorlerinin parasempatik sinir uglarini etkileyecek herhangi bir
travma, diyabetik noropati veya pelvik operasyonlar sirasinda olusan KS hasariyla

indiiklenen ED’de etkinlikleri diistiktiir (41).

PDE 5 inhibitorleri disinda birincil basamak tedavi yontemlerinden biri de androjen
replasman tedavisidir. Androjen replasman tedavisi sekstiiel fonksiyonu iyilestirmenin yani
sira androjen seviyesindeki diisiikliikkten kaynakli letarji, depresyon ve osteoporozu da
diizeltmektedir. Ancak prostat hastaliklar riskini arttirdigi bilinmektedir. Bu nedenle ED

tedavisinde kullanilacaksa yarar/zarar iliskisi goz 6niinde bulundurulmalidir (51).

Uzun yillardir afrodizyak etkinligi oldugu belirtilen presinaptik o2 reseptor
antagonisti yohimbin de ED tedavisinde oral yolla kullanilan bir ajandir. Yohimbin santral
yoldan NA saliverilmesini artirarak seksiiel istegi arttirirken periferik olarak NA
saliverilmesini inhibe ederek korpus kavernozumun kasilmasini inhibe eder (85, 86).
Yapilan caligmalar yohimbinin &zellikle psikojenik ED tedavisinde oldukca etkinken
organik ED tedavisinde etkinliginin kisitli oldugunu géstermektedir (87).

Fentolamin, al ve a2 reseptor antagonisti, NA’ nin o reseptorlerine baglanmasini
engelleyerek korpus kavernozum kasilmasini inhibe eder. Yapilan ¢aligmalar orta ve agir
ED tedavisinde oral fentolaminin giivenli, iyi tolere edilebilen bir ajan oldugunu
gostermektedir (88, 89).

Melanokortin reseptor agonistlerinin ED’deki terapotik etkinlikleri arastirilirken,
intravendz melanotanin ereksiyonu indiikledigi ancak hastalarda bulanti, esneme benzeri
yan etkiler goriilmesi tizerine melanotanin aktif metaboliti olan intranazal formlu PT-141
gelistirilmistir. PT-141’in etkisi melanotana kiyasla daha kisa siirede baslamakta olup daha
giivenli bir yan etki profiline sahiptir (90, 91).

Parkinson tedavisinde kullanilan dopamin reseptor agonisti apomorfinin oral
biyoyararlanimi diisiik olmasina ragmen agiz mukozasindan emildiginde erektojenik
etkileri oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle yapilan klinik c¢alismalar sonucu birgok iilkede
sublingual formu ED tedavisinde kullanimi onaylanmisti. Ancak PDE 5 inhibitorlerinin
daha potent ajanlar olmast dolayisiyla Avrupa ve Amerika’da piyasadan c¢ekilmistir (86,
92).
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ED tedavisinde PDE 5 inhibitorlerine yanit vermeyen veya kullanimlarinin
kontrendike oldugu durumlarda kullanimi basit, giivenli, etkin ve noninvazif bir yontem
olan topikal terapiler denenmeye baslanmistir. ED’de topikal terapinin ilk onciisii PGE;
analogu alprostadildir. Yapilan aragtirmalarda topikal alprostadilin ereksiyonu uyardigi,
Ozellikle PDE 5 inhibitorlerinin yaninda adjuvan bir ajan olarak kullanilabilecegi
saptanmig ve Kanada’da kullanimi onaylanmistir (41). Alprostadil topikal kullanim
haricinde intrakaverndz enjeksiyon veya iiretraya yerlestirme gibi ¢esitli yontemlerle de

kullanilmaktadir (51).

ED fizyopatolojisi incelendiginden sGC aktivatorleri ve RhoA/Rho kinaz
inhibitorlerinin ED tedavisinde etkin ajanlar olabilecegi dngoriilmiistiir. Bu kapsamda NO
yolagiminda onemli rolii olan GC aktivatorii BAY 60-4552 ilgili yapilan deneysel
calismalarda 6zellikle radikal prostatektomi sonucu gelisen ED ve diyabetik ED’de umut
verici sonuclar elde edilmis ve ¢alisma faz asamalarina tasinmistir. Ancak bilinmeyen
nedenlerle ¢alisma Faz Il asamasinda durdurulmustur (93, 94). Benzer sekilde deneysel
calismalarda etkinligi ispatlanmis RhoA/Rho kinaz inhibitérii SAR407899 ile ilgili

arastirmalar da Faz II asamasinda durdurulmustur (95).

ED tedavisinde non-farmakolojik yaklagimlar da uzun siiredir denenen tedavi
secenekleridir. Bu kapsamda mekanik olarak kan akiminin penise dogru artmasini saglayan
ve sistemik yan etkileri bulunmayan vakum cihazlar1 kullanilmaktadir. Oral ve enjektabl
tedavi seceneklerinin basarisiz oldugu durumlarda ise penil protez operasyonlar

denenmektedir. Ancak oldukga pahali bir alternatif olmasi kullanimini kisitlamaktadir (51).

Son yillarda klinik ve preklinik olarak cesitli biiylime faktorleri, noroinflamatuvar
ajanlar, peptidler, antifibrotik ajanlar ve gen terapilerinin ED tedavisindeki etkinlikleri
arastirtlmaktadir (96-101).

2.3. Periferik Noropati
2.3.1. Tanimi

Periferik noropati toplumlarda oldukca sik gozlenen, birgok farkli nedenle ortaya
cikabilen ve periferik sinir sistemini hedef alan noérolojik komplikasyonlara verilen genel
bir isimdir (102, 103). En sik goriilen periferik noropati nedenleri; travmalar (spinal kord
hasar1, cerrahiye bagh hasarlar), genetik etkenler, diyabet, alkolizm, vitamin eksiklikleri

(tiyamin, By, vitamini), enfeksiyonlar (HIV vb.), gesitli kanser tiirleri (lenfoma, multiple
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myelom vb.), otoimmiin hastaliklar (sistemik lupus eritamozus, romatoid artrit vb.), ilaglar
(sitotoksik ajanlar, statinler vb.) ve toksinler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (104, 105).
Yapilan ¢aligmalar periferik noropati prevalansinin yaklasik %2-3 civarinda oldugunu ve
bu prevalansin artan yasla %8’lere yiikseldigini gostermektedir (102). Periferik ndropatinin
Klinik belirtileri bireysel farkliliklar gostermekte olup, hastalar genel olarak duyusal
degisiklikler, agri, giligsiizliik ve otonomik bir takim semptomlardan sikayet etmektedirler.

Bu nedenle periferik néropatili bir hastaya tan1 koymak oldukga giigtiir (106).
2.3.2. Patofizyolojisi

Periferik noropati patogenezinden metabolik yolaklardaki degisiklikler, kovalent
modifikasyonlar, organel fonksiyonlardaki farklilagsmalar, reaktif oksijen tiirlerinin
olusumu, degismis hiicre i¢i inflamatuvar sinyalizasyon, aksonal tasimada bozulmalar ve
iyon kanallar aktivitesindeki degisikliklerin sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Ancak tiim
mekanizmalar tamamen aydinlatilamamistir. Aydinlatilan mekanizmalarin timi, aksonal
fonksiyon bozukluguna ve noropatik semptomlara yol agmaktadir (107). Periferik néropati
patogenezinde ndron dejenerasyonunun yani sira aksonal tagimada oldukg¢a 6nemli rollere
sahip néron destek hiicrelerinin de hasar1 séz konusudur. Ozellikle travmatik ndropatilerde

sinir liflerini saran Schwann ve miyelin hiicreleri hasar1 6n plandadir (108).
2.3.3. Travmatik Noropatiler

Travmatik noropatiler 1942 yilinda Seddon tarafindan aksonal hasar derecesi esas
alinarak noropraksi, aksonotmezis ve ndrotmezis olarak ii¢ ana grupta smiflandirilmigtir
(109). Noropraksi, en hafif sinir hasari olup aksonal hasarin belirginlesmedigi fokal
demiyelinizasyonla karakterizedir. Noroprakside cesitli nedenlerle sinirin sikistirilmasi
sonucu aksonal iletim hizinda azalma goriiliir. Aksonotmezis ise fokal demiyelinizasyonu
takiben direkt akson hasari ile karakterize olup akson biitlinliigli heniiz bozulmamistir. En
agir sinir hasar1 olan ndrotmezis de ise akson ve ¢evre dokularin biitiinliigii bozulmustur
(110). Yapilan bu siniflama 1951 yilinda Sunderland tarafindan aksonotmezis ve

norotmezisin kendi iginde derecelendirilmesiyle giincellenmistir (111).

Travmatik ndropatilerin 6nemli kismini olusturan sikistirma hasar1 genellikle sinir
lifinin biitinliigiiniin bozulmadan klemp gibi kiint bir alet ile sikistirilmasi ile olusan
yaralanmalardir. Travmaya bagli u¢ organ hasar1 gelisen durumlarda sinirin yeniden
uyarilabilirligi iki sekilde saglanmaktadir. Birincisi intakt aksondan ¢ikan kollateral

dallanmalar sayesinde, ikincisi ise hasarlanan aksonun yenilenmesi seklindedir (110, 112).
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Aksonal hasarin %20-30 civart oldugu durumlarda ilk olarak kollateral dallanma
mekanizmasi aktiflesir. Bu siire¢ hasar1 takiben ilk dort giin i¢inde baslayip ve alti aya
kadar devam etmektedir. Hedef organi uyarabilmek igin birgok aksonal dallanma
olusmaktadir. Iyilesmenin saglanmasinin ardindan nérotrofik sinyaller alamayan fazlalik
aksonal dallar dejenere olmaktadir (110, 113). Agir aksonal hasarin hakim oldugu
durumlarda ise rejenerasyon wallerian dejenerasyonu, aksonal rejenerasyon ve ug organ
reinervasyonu olmak {izere ii¢ ana siirecten olusmaktadir (110). Wallerian dejenerasyonu,
hasarlanan sinir lifinin tekrar uyarilabilir hale gelebilmesi i¢in hasarin baslangicindan
itibaren ilk hafta i¢inde baslayan ve hasarlanan alanin distalinden lezyon bolgesine dogru

gelisen molekiiler ve hiicresel degisiklikleri ifade etmektedir (114).

Periferik sinir lifleri genel olarak akson, aksonlar1 saran Schwann hiicreleri ve
miyelin kilif, vaskiiler tabakayla sinir liflerinin arasinda yerlesen fibroblast destek
hiicrelerinden olusmaktadir. Sinir lifi travma yoluyla ani sekilde hasarlandiginda lezyon
bolgesinin distalinde wallerian dejeneresyonu baslar ve akson ile miyelin kilif pargalanir.
Ardindan makrofajlar ve schwann hiicreleri parcalanan akson ve miyelin kilif kalintilarini
temizler (114). Sinir hasarin takiben hasar bolgesinin distalinde yeni aksonun olusmasi
icin ozellikle Ca™ and Na* iyon diizeylerinde meydana gelen degisikliklerle hasarli bolge
apoptoza stiriiklenmektedir. Hasarin proksimal kisminda ise apoptoz ilk ranvier boguma
kadar gerceklesmektedir. Eger hasar noron govdesine ¢ok yakin bi yerde meydana

gelmigse tiim ndron apoptoza gitmektedir (115, 116).

Agir hasarin eslik ettigi durumlarda wallerian dejenerasyonu tamamlandiktan sonra
ndron rejenerasyon fazina geger ve biiytime iligkili protein-43 (growth-associated protein,
GAP-43), tiibiilin ve aktin gibi biiylime iliskili proteinler upregiile olurken, akson ¢apinin

korunmasina aracilik eden norofilamentler ise downregiile olmaktadir (117, 118).

Hasarl1 aksonun temizlenmesinin ardindan aksonal rejenerasyon baslamaktadir.
Rejenerasyon fazina gegen ndron biiyiime konisi olusturur. Hasardan saatler sonra biiyiime
konisi filapodia ad1 verilen uzantilar verir ve hiicre govdesinde aktin miyozin {iretimi artar
(119, 120). Eger hasari takiben bir skar dokusu olusmussa biiyiime konisi proteazlar
salgilayarak skar dokusunu eritir ve istenmeyen hiicreler arasi etkilesimleri de ortadan
kaldirir (110, 121). Bu asamada aksonal rejenerasyon i¢in gerekli norotrofik faktorlerin ana
kaynaklarinda schwann hiicreleri 6nemli roller tistlenmektedir (110). Norotrofik faktorler

akson gelismesi, sinaps olusumu ve ndronal canlilikta 6nemli rolleri olan peptidlerdir.
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Etkilerini sinir ucglarinda yer alan kendine 06zgii reseptorlerine baglanarak gosterirler.
wallerian dejenereasyonunu baglamasiyla 6zellikle sinir biliylime faktorii (nerve growth
factor, NGF), beyin kaynakli norotrofik faktor (brain-derived neurotrophic factor, BDNF)
ve Norotrofin-4 (NT-4)’lin tirctiminin arttigi bilinmektedir (114, 122-124). NGF saglikli
noronda az miktarda eksprese olurken Schwann hiicresi harabiyetini takiben upregiile

olmakta ve schwann hiicrelerinin biiyiimesini, proliferasyonunu arttirmaktadir (125).

Biiylime konisi endondral tiipe ulastiginda remiyelinizasyon ve aksonal genisleme
baslar, sonugta foksiyonel olarak yeniden uyarilabilirlik gergeklesir ve rejenerasyon fazi

tamamlanmis olur (126).
2.3.4. Periferik Noropati ve PKC Yolag Tliskisi

PKC yaklagik kirk yil once yapist aydinlatilmig, birgok farkli proteini serin
(ser)/treonin(Thr) rezidiilerinden fosforile eden kinaz enzim ailesinin bir tiyesidir. Diger
kinazlara benzer sekilde N-terminalinde regiilator ve C-terminalinde kinaz domainlerden
olusur. Yapisinda ATP ve substrat baglanma bdolgeleri icermektedir (127). PKC genel
olarak konvansiyonel/klasik PKC alt tipleri (PKC a, B I, B I, y), yeni PKC alt tipleri (PKC
0, & m) ve atipik PKC alt tipleri (PKC {, M) olmak iizere 3 ana grup altinda
siiflandirilmaktadir (128). PKC; diiz kas hiicreleri, kalp, karaciger, beyin, dalak, testis,
akciger ve noronlar basta olmak {izere bir¢ok farkli doku/hiicrede eksprese olmakta ve
farklr alt tipleri ayn1 dokuda birlikte bulunabilmektedir (129). PKC adrenalin, anjiyotensin,
cesitli hormonlar, biiyiime faktorleri, dopamin ve endorfin gibi ndrotransmitterlerin
kendine 6zgii reseptorlerine baglanarak membranal fosfolipaz C’yi (PLC) uyararak DAG
ikincil ulagi araciligiyla sitozolden membrana transloke olarak aktive olmaktadir. Yeni
PKC alt tipleri aktive olmak igin yalmizca DAG’a ihtiyag duyarken konvansiyonel
izozimler DAG’1m yami sira Ca** varhgma da ihtiyag duymaktadirlar. PKC aktivasyonu bir
agonist araciligiyla olabilecegi gibi fizyolojik ve patofiyolojik kosullarda olusan hiicre ici
Ca™" diizeyindeki artis ve cesitli post-translasyonel modifikasyonlarin varligiyla da
olabilmektedir. Cesitli hiicre tiplerinde dagilim gosteren PKC izozimlerinin fizyolojik ve
patolojik durumlarda uyaranlara bagl olarak farkli etkilere neden olabildigi bildirilmistir
(127). Diiz kastaki etkileri incelendiginde gesitli uyaranla aktive olan PLC, DAG ve IP3
olusumuna neden olmakta, DAG ise PKC’yi aktive etmektedir. Aktive olan PKC potent
miyozin fosfataz inhibitorii olan CPI-17’yi fosforile ederek kontraktilitenin siirdiiriilmesine

aracilik eder (130). Aktive olan PKC’nin ayrica Raf/Mitojenle aktive olan protein kinaz
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(mitogen-activated protein kinase, MAPK) kinaz (MEK)/MAPK yolagimi aktive ederek
aktin-baglayic1 protein kaldesmonu fosforile ettigi ve direkt olarak bagka bir aktin-
baglayict protein olan calponini de fosforile ederek kontraksiyonu arttirdigi da
bilinmektedir (128).

PKC’nin fizyolojik kosullarda noéronal fonksiyonlar1 incelendiginde beyinde
oldukca yaygin olarak bulundugu ndronal eksitabiliteye, norotransmitter salimina ve
noronal plastisiteye katkida bulundugu bilinmektedir (131). Ayrica periferik sinir
rejenerasyonu incelendiginde diger protein kinaz aileleri arasinda PKC’nin dikkat c¢ektigi
goriilmektedir (132). Cesitli PKC alt tiplerinin diyabet, kronik kalp hastaliklari, otoimmiin
hastaliklar, psoriazis, kanser ve 6zellikle Alzheimer, Parkinson gibi ¢esitli ndrodejeneratif
hastaliklarda ve periferik noropatilerde rol aldigi gosterilmistir (127). Paklitaksel ile
indiiklenen periferik noéropatide ozellikle PKC B II ve PKC & alt tiplerinin
ekspresyonlarinin degistigi ve agr1 olusumuna katkida bulundugu saptanmistir (133).
Borghini ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada siyatik sinirde PKC a, B II ve 6 alt tiplerinin schwann
hiicrelerinde; ¢ ve B I alt tiplerinin de genel olarak noronun aksonal kisminda
bulunduklarini rapor etmislerdir (134). Arastirmalar non-selektif PKC inhibitorlerinin
diyabetik kosullarda azalan kan akimini ve motor noron iletim hizini iyilestirdigini ve bu
yaklagimin periferik ndropatilerin 6nemli kismini olusturan diyabetik noropatilerde umut
verici oldugunu gostermektedir. Ozellikle diyabetik noropatilerde olusan motor ndron
iletim hiz1 ve kan akimindaki azalmanin PKC f alt tipi aktivasyonundan kaynaklandigi
ileri siirlilmektedir (135). Diger caligmalarda da hiperglisemik kosullarda 6zellikle PKC B
IT alt tipinin aktive olup vazokonstriksiyona neden olarak endondral kan akimin azalttig1 ve
boylece noronal disfonksiyona neden oldugu gosterilmistir. Bu nedenle PKC B 1T alt tipinin
inhibisyonuyla periferik noéropati gelisiminin Onlenmesinin, noroprotektif etkili ilag

aragtirmalarinda yeni bir strateji olabilecegi diigiiniilmektedir (136).
2.3.5. Periferik Noropati ve GT liskisi

Glutamat, santral sinir sistemi ana eksitatér norotransmitteridir. Glutamerjik
sistemin agir1 aktivasyonu sonucu sinaptik asirimi artan glutamat, eksitotoksisite sonucu
ndron hasar1 ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Bu nedenle presinaptik ugtan saliverilen
glutamat presinaptik ucta veya glialarda yerlesim gosteren transmembranal Na® bagimli
eksitator aminoasid tasiyicilar1 (EAAT) araciligiyla hiicrelere geri alinir (137). EAAT lerin
bes farkli alt tipi bulunmaktadir. Bunlardan EAAT-1 (GLAST) ve EAAT-2 (GLT-1) genel
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olarak glialarda bulunmakta ve EAAT-2’nin glutamat geri aliminin yaklasik %90’ imndan
sorumlu ana GT oldugu bilinmektedir. EAAT-3, EAAT-4 ve EAAT-5 ise genel olarak
noronlarda yerlesim gostermekte; EAAT-4 daha ¢ok serebellumda, EAAT-5 ise retinada
bulunmaktadir (138). Glutamerjik noérotransmisyonun kontroliinde glutamatin glial
metabolizmas1 6nemli yer tutmaktadir. Dolayisiyla 6zellikle glial yerlesim gosteren
EAAT-1 ve EAAT-2 eksitotoksisite sonucu olusan néronal hasarin énlenmesinde oldukga
onemlidir (137). Cesitli patolojik durumlarda GT ekspresyon ve aktivitelerinde meydana
gelen degisimler otoimmiin ensefalomiyelit, noropatik agri, ALS, epilepsi, iskemi gibi
durumlarin gelismesine neden olmaktadir. Ancak periferik sinir sistemindeki yerlesimleri
ve fizyolojik/patofizyolojik durumlardaki ekspresyon diizeylerine iliskin bilgiler kisithidir.
Glutamerjik sistemin periferik sinir sistemindeki rolleri hakkinda kisithh bilgiler
bulunmasina ragmen 06zellikle ndéromiiskiiler junction’larda ve schwann hiicrelerinde
GT’lerin varligimin saptanmasi bu konudaki c¢alismalara hiz kazandirmistir (139). Choi ve
ark. tarafindan EAAT-1, EAAT-2 ve EAAT-3’lin optik sinirde eksprese edildigi ve optik
sinir hasar1 sonucu Ozellikle EAAT-1 ekspresyon diizeyinin azaldigini raporlamis,
dolayisiyla glial GT lerin optik sinir nérotoksisitesine karsi koruyucu etkinlik gosterdikleri
ileri strilmiistiir (140). Ayrica agrinin iletiminde rol oynayan nosiseptif afferent sinir
liflerinde, dorsal kok gangliyon ve spinal kord hiicrelerinde GT’lerin eksprese edildigi
gosterilmis ve siyatik sinir hasari1 sonucu gelisen néropatik agrida spinal korddaki EAAT-1

ve EAAT-2 ekspresyonlarinda meydana gelen azalmanin rol oynadigi ifade edilmistir
(141).

2.3.6. Periferik Noropati ve Urogenital Sistem Tliskisi

Herhangi bir nedenle gelisen periferik noéropati, mesane ve seks organlarinin
inervasyonunu bozarak iirogenital disfoksiyon gelisimine neden olmaktadir. Ancak bu
durumun ¢ogu zaman baslangicta asemptomatik olmasi tan1 koyulmasini zorlagtirmaktadir
(142). Ogzellikle periferik noéropati prevalansinin  oldukga yiiksek oldugu diyabet
hastalarinda siklikla diyabetik sistopati, detrusor overaktivitesi ve {lriner inkontinans
problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Bircok hastada mesane disfonksiyonu erken donemlerde

saptanamamaktadir (143).

Diyabetik hastalarda mesane disfonksiyonunun yani sira seksiiel disfonksiyonun da

siklikla gelistigi bilinmektedir. Yapilan arastirmalar diyabetik erkeklerde ED gelisiminin
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normal erkek bireylere gore ii¢ kat daha fazla oldugunu goéstermekte bu duruma da

diyabetle indiiklenen noéropatilerin ve vaskiiler hasarin neden oldugu bilinmektedir (144).

Diyabet haricinde o6zellikle travmaya bagli noropatilerin énemli bir kismini
olusturan radikal prostatektomi sonucu iiriner inkontinans ve ED yiiksek oranda
gelisebilmektedir (145, 146). Radikal prostatektomi sirasinda sinir koruyucu (nerve-
sparing) tekniklerin geligmesine ragmen prostatin mesaneye yakin komsulukta olmasi,
mesane ve seksiiel organlar1 uyaran pelvik pleksus, hipogastrik ve KS’lerin prostata olan
yakin yerlesimleri sebebiyle iiriner inkontinans, detrusor hipo veya overaktivitesi ve ED
kaginilmaz hale gelmektedir (146, 147). Travmatik periferik noropatiye baglh tirogenital
bozukluklarda direkt ndronal hasara ek olarak travmaya bagli gelisen inflamasyon ve
iskeminin de sinir liflerine zarar verdigi, u¢ organda apoptotik/fibrotik siireglerin

olusumuna aracilik ettigi saptanmistir (148).

Kemoterapiyle indiiklenen periferik noropatilerde de diziiri ve tiriner inkontinans

gibi alt idrar yolu semptomlarinin ve ED’nin siklikla goriildigii rapor edilmistir (149).
2.4. ED’de Deneysel Hayvan Modelleri

ED’nin ilerleyen yasin yaninda radikal prostatektomi, diyabet ve kemoterapi gibi
nedenlerle insidansinin hizla artmasi ve dolayistyla hastalarin yagam kalitesini ciddi oranda
etkilemesi; ayrica giiniimiizde kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan ciddi bir risk faktori
olarak kabul edilmesi fizyopatolojisinin anlasilmasinda ve tedavisinde yeni yaklagimlarin
aragtirtlmasi gereklidir. Tiim bu ¢aligmalarin etik olarak insanlarda yapilamamasi deneysel

hayvan modellerinin gelistirilmesine neden olmustur (150).

ED’de uzun yillardir deneysel hayvan modelleri kullanilmaktadir. Ozellikle 1863
yilinda Eckharda tarafindan yapilan pelvik sinirlerin erektil fonksiyondaki oneminin
belirtildigi caligmanin ardinda seksiiel disfonksiyon ve ED patofizyolojisinin
aydmlatilmasina yonelik bircok deneysel caligma yiiriitilmiistir (151, 152). 20.yy’nin
baslarinda c¢alismalar kopek, kedi, maymun ve tavsanlar gibi hayvanlar {izerinde
yiiriitiiliirken glinlimiizde bu hayvanlarin yerini ekonomik olmalari, bakimlarinin ve temin
edilmelerinin kolaylig1 gibi nedenlerle rodentlerin aldig: goriilmektedir (151). Ozellikle
sican lirogenital anotomisinin aydinlatilmas1 ve KS’lerin elektriksel stimiilasyonu sonucu
IKB’de goriilen degisiklikler rodent kullanimmi arttirmistir. Heaton ve ark.’larinin
farmakolojik ajanlarla ereksiyonun uyarilabilirligini gostermesinin ardindan Mills ve

ark.’larinin ortalama arteriyel basincinin (OAB) IKB’yi etkiledigini gdstermesi iizerine
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cesitli modifikasyonlar yapilarak giiniimiizde kullanilan yontemler gelistirilmistir (153—

155).
2.4.1. Diyabet Modelleri

Diyabetle indiiklenen ED’nin insidansinin yiiksek olmasi ve mevcut oral tedavilere
yanitin  yetersiz kalmasi nedeniyle yeni terapotik ajanlarin  kesfi i¢in  ED’nin
degerlendirilmesinde c¢esitli vaskiiler ve noéronal degisikliklere yol acan Tip 1 ve Tip 2
diyabet modelleri kullanilmaktadir (156). Diyabetik ED modellerinden sigan ve fareler igin
en sik kullanilan model streptozotosinle (STZ) indiiklenen diyabetik ED modelidir. STZ ile
indiiklenen ED modeli insiilin bagimsiz diyabetik bir model olup vaskiiler hasara ve
noropatilere neden oldugu bilinmektedir. STZ etkisini pankreatik [ hiicrelerinde
konsantrasyon bagimli nekroza yol agarak gosterir (156, 157). Ozellikle yiiksek doz
STZ’nin akson ve schwann hiicre hasarina neden olarak periferik ndropatiyi indiikledigi
bilinmektedir (156, 158, 159). Yapilan ¢alismalar noropati yaninda diiz kas ve endotel
hasar1 yarattigini ve IKB’de belirgin diisiise neden oldugunu gostermistir (160, 161).
Ayrica STZ’nin penisin parasempatik inervasyonunu bozdugu ve eNOS ekspresyonunu

azalttig1 dolayisiyla endotelyal disfonksiyona neden oldugu gosterilmistir (162).

BB/Wor (BioBreeding/Worcester) siganlari ise tip 1 diyabete sahip siganlar olup
hem santral hem de periferik noéropati belirtileri gostermektedir. Yapilan galismalar
BB/Wor diyabetik sicanlarda erektil fonksiyonun %50 oraninda azaldigini korpus
kavernozum yapisinda ise yiiksek oranda apoptozis gelistigini gostermektedir (163). Bu
modelin avantaji diger modellerde oldugu gibi sicanlarda vaskiilopatinin gelismemesidir.
Boylelikle sadece noropatik degisiklikler degerlendirilebilmektedir. Ancak yiiksek

maliyetli olmalar1 BB/Wor tipi siganlarin kullanimin1 kisitlamaktadir (164).

Genetik olarak tip 2 diyabete sahip Zucker tip siganlar da diyabetik ED’nin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Zucker tip siganlar hipergliseminin yaninda obezite,
hiperlipidemi ve hipertansiyona da sahiptir ve genellikle obezite ve metabolik sendrom
arastirmalarinda kullanilmaktadir. Bu modelde hem vaskiiler hem de néronal degisiklikler
gormek mimkiindiir (165). Zucker tip si¢anlarda leptin reseptoriinde mutasyon oldugu
bilinmektedir. Ancak tip 2 diyabetli hastalarda leptin reseptor eksikligi saptanmamistir. Bu
nedenle klinik durumu saglikli olarak yansitmadigi diistiniilmektedir ve bu eksikligi
gidermek i¢in Zucker tip sicanlar genelde Spraque Dawley siganlarla melezlestirilerek

kullanilmaktadir (166).
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Alloksan da STZ gibi pankreas hiicre hasar1 yaratarak tip 1 diyabet modeli
olusturulmasinda kullanilan bir kimyasaldir. Bu model yiiksek doz alloksan kullanimi
gerektirdiginden STZ’ye oranla daha az tercih edilmektedir (156, 167). Ayrica yiiksek
dozda alloksanin pankreas hasarinin yaninda bobrek hasarina neden olup 6lim oranini
arttirmast kullanimini kisitlayan diger bir faktordiir. Alloksanla indiiklenen diyabetin de
periferik noropati ve kardiyovaskiiler hasara neden oldugu bilinmektedir. Korpus
kavernozum kontraksiyonuna ve eNOS inhibisyonuna neden olarak erektil fonksiyonu

bozdugu gosterilmistir (168).

Tiim bu modellerin haricinde db/db obez fareler, OLETF diyabetik sicanlar da

diyabet sonucu gelisen ED’nin aragtirtlmasinda kullanilan deney hayvanlaridir (162).
2.4.2. Yaslanma Modelleri

Yaslanmanin ED gelisimindeki en 6nemli faktorlerden biri oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle yasa bagli ED’nin gelisimindeki mekanizmalar1 ayrintilariyla ortaya koymak
i¢in deney hayvanlarinda yasa bagimli erektil fonksiyon incelenmektedir (156). 9-14 ve 62
haftalik Spraque Dawley siganlarda yapilan arastirmalar yagla tunika tabakasinda incelme,
IKB ve NOS aktivitesinde azalma oldugunu gostermektedir (169-171). Benzer sekilde
Wistar tipi siganlarda da yaslanmayla birlikte korporal diiz kasta elastik liflerin dejenere
oldugu ve kollajen miktarmin arttigi dolayisiyla erektil fonksiyonun bozuldugu
gosterilmistir (151).

2.4.3. Hiperkolestrolemi Modelleri

Yapilan caligmalar total kolestroldeki her mmol/L’lik artisin ED riskini 1.32 kat
arttirdigin1  gostermektedir. Bu nedenle hiperkolestrolemi ile indiiklenen ED modelleri
sican ve tavsanlarda tercih edilmektedir. Tavsan ve sicanlar yaklasik 3-12 ay yiiksek yag
icerikli besinlerle beslenmekte ve sonu¢ olarak IKB/OAB oraninda ve eNOS, nNOS
ekspresyonunda azalma saptanmaktadir (172—-174). Bunun haricinde apolipoprotein E geni
silinmis farelerde de endotelyal disfonksiyon gelistigi buna bagli olarak vazoreaktivitenin

o

degistigi ve eNOS ekspresyonunun azalarak ED gelistigi saptanmistir (156).
2.4.4. Hipertansiyon Modelleri

Hipertansiyonun ED ve kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde bir risk faktorii
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle O6zellikle spontan hipertansif siganlarda (SHR) ED
calismalan siirdiiriilmektedir. Calismalar SHR’lerde IKB’nin ve peniste eNOS, nNOS
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ekspresyonunun azaldigini  korpus kavernozumda fibrotik degisiklikler oldugunu
gostermektedir (175, 176).

2.4.5. KS Hasar

Prostat kanserinin en yaygin tedavi yontemi olan radikal prostatektominin
yayginlagmasiyla son yillarda sinir koruyucu cerrahi yontemlerin kullanilmasina ragmen
radikal prostatektomi sonucu ED gelisimi hala en yaygin goriilen komplikasyon olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (154). Walsh ve ark. radikal prostatektomi sonucu noronal
yolaklarin etkilenerek ED gelisimine neden oldugunu gostermislerdir. Langworthy ve
ark.’nin siganlarda pelvik sinirlerin korpus kavernozumu uyardigini gostermesi ¢aligmalara
hiz kazandirmis ve Quinalan ve ark. erektil fonksiyonun degerlendirilmesi i¢in ilk deney

hayvani modelini gelistirmistir (162).

Cesitli hayvan modellerinde KS hasari, KS’nin tek veya c¢ift tarafli sikistirilmast,
kesilmesi, dondurulmasi ve gerilmesi gibi farkli tekniklerle uygulanmaktadir (151). KS
sinir hasar1 modeli genellikle bir klemp veya forseps yardimiyla KS’nin ¢esitli zaman
dilimlerinde mekanik olarak sikistirilmasi seklinde uygulanmaktadir. KS hasar1 uygulanan
tiim modellerde IKB/OAB oraninin, MPG ve KS’de nNOS ekspresyonunun azaldig
gosterilmistir (177, 178). Yapilan c¢aligmalar bir siire sonra KS rejenerasyonunun
gerceklestigini gosterse de bu siire iginde peniste gerceklesen morfolojik degisikliklerin

erektil fonksiyonun tam olarak geri kazanimini engelledigini gostermektedir (179).

KS hasari modelleri unilateral ve bilateral olarak uygulanmaktadir. Unilateral
modelde; KS’lerin bir tanesi hasarlanip kontralateral KS saglam birakilmaktadir. Ancak bu
modelde saglikli sinirden hasarli kisma dogru aksonal dallanmalar ve istenmeyen
reinervasyonlar olusabilmekte, bu durum da test edilmek istenen hipotezin anlagilmasini
zorlastirmaktadir. Bu model tek tarafli sinir hasarmin oldugu pelvik operasyonlar sonucu
gelisen hasarin bir modeli olarak kullanilmaktadir (154). BKSH ise ayni hayvanda iki
KS’nin de ayni protokol uygulanarak hasarlanmasina dayanmaktadir. BKSH’nin sinirlerin
korundugu radikal prostatektomi sonucu gelisen ED’yi en iyi yansitan model oldugu
saptanmistir (97, 154, 180). Bilateral KS kesisi ise sinirlerin korunmadigi radikal
prostatektomi sonucu gelisen ED’yi yansitmaktadir (181, 182). Son yillarda radikal
prostatektomi sonucu gelisen ED tedavisinde norotrofik ve noroprotektif tedavi arayislar
hiz kazanmigtir. Bu yaklagimlar i¢cin en uygun deney modelleri olan KS hasari

modellerinin kullanimi artmastir (162).

25



2.4.6. Diger Modeller

Operasyonel veya kimyasal kastrasyon, sigara ile indiiklenen ED, spinal kord hasari,
stresle indiiklenen modeller, arteriyel ligasyon gibi modeller de ED patofizyolojisi veya

olasi terapotik etkili ajanlarin arastirilmasi igin literatiirde kullanilmaktadir (151, 156, 162).
2.5. Riluzol
2.5.1. Kimyasal Yapis1 ve Endikasyonlar:

Riluzol (2-amino-6-(triflorometoksi) benzotiyazol) ilk olarak 1960’11 yillarda
sentezlenmis ve 1980’11 yillarda antikonviilsan etkisi sebebiyle Mizoule ve Gandelsman

tarafindan patentlenmis olan benzotiyazol tiirevi bir ajandir (183, 184) (Sekil 2).

Fl /@EN%NH
2
S S

Sekil 2. Riluzoliin kimyasal yapisi (Bryson’dan, 184)

Ilerleyen yillarda anksiyolitik, antikonviilsan ve anestezik Ozelliklerinin de
kesfedilmesine ragmen giinlimiizde noroprotektif etkileri sebebiyle nérodejeneratif bir
hastalik olan ALS’nin tedavisinde kullanilan etkisi kanitlanmus ilk ilag olup, 1995 yilinda
ALS tedavisi igin FDA tarafindan onaylanmis ve giiniimiizde hala klinikte kullanilmaktadir
(9, 10).

Yapilan klinik ve deneysel ¢alismalar riluzol tedavisinin ALS disinda Alzheimer,
Parkinson ve Huntington gibi diger norodejeneratif hastaliklarda, noéropatik agrida,
psikiyatrik bozukluklarda ve bir¢ok periferik sinir hasart modelinde umut verici sonuglar
sundugunu gostermistir (17, 185-191). Ayrica yapilan preklinik g¢aligmalarda deney
hayvanlarinda olusturulan spinal kord hasari modellerinde olusan ndropatolojik tabloyu
anlaml sekilde iyilestirdigi gézlenmistir (192-194). Bu sonuglardan hareketle riluzol akut
spinal kord hasar1 tedavisinde kullanilmak tizere faz ¢alismalarina girmis ve hala Faz II/II1

arastirmasi devam etmektedir (195).
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2.5.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Riluzoliin oral biyoyararlanimi %60 civarindadir. Yiiksek yag igerikli bir 6glin
sonrast kullaniminda serum kan konsantrasyonunun %45 oraninda azaldig bilinmektedir.
Klinikte kararli durum plazma konsantrasyonuna 5 giinliik diizenli kullanim sonucu
ulastig1r saptanmistir. Ayrica %96 oraninda plazma proteinlerinden albiimine ve
lipoproteinlere baglandigi bilinmektedir (184). ALS tedavisinde 25, 50 ve 100 mg’lik
dozlar1 gesitli kombinasyonlar halinde kullanilabilmektedir. Gastrointestinal kanaldan hizla
absorpsiyona ugradigi bilinen riluzol oral alimi takiben 1-1.5 saat iginde maksimum
plazma konsantrasyonuna ulagsmaktadir (196). Riluzol biiyiik oranda karacigerde sitokrom
(CYP) P450 enzim ailesinden CYP1Al1, CYP1A2 ve glukuronidasyonla metabolize
edilmektedir ancak klerensi bireyleraras: farkliliklar gostermektedir. 6 ana olmak iizere
birgok metaboliti oldugu bilinmektedir (184). Riluzolin CYP 1A2 enzimiyle N-
hidroksiriluzol metabolitine doniistiigii ve bu formun major aktif metabolit oldugu yapilan
in vitro calismada saptanmustir. Riluzolin CYP 1A1 araciligiyla da mindr metabolitleri
olan  4-hidroksiriluzol,  5-hidroksiriluzol,  7-hidroksiriluzol ~ ve  2-amino-6-

hidroksibenzotiyazol’e doniistiigii bilinmektedir (197, 198).
2.5.3. Etki Mekanizmasi

Riluzoliin néroprotektif etkisini nasil meydana getirdigi kesin olarak bilinmemekle
birlikte ¢esitli mekanizmalar Onerilmistir. Cesitli ¢alismalarda riluzoliin hacme-duyarl
kloriir kanallarmi (12), voltaj-bagimli Na*, Ca™ kanallarm (13), NMDA reseptor aracili
kanallar1 inhibe ettigi ileri siiriilmiistiir (14). Bir baska ¢alismada ise riluzoliin cPLA2’yi
inhibe ederek arasidonik asit olusumunu azalttig1 ve bu sekilde antioksidatif etki gosterdigi
ifade edilmistir (15).

Riluzoliin en 6nemli etki mekanizmalarindan biri de glutamerjik asirimi modiile
etmesidir (10, 185, 189, 192). Riluzoliin sigan hipokampus ve kortikal sinaptozomlarda
K™la uyarilan glutamat salimimni inhibe ettigi bildirilmistir (189, 195). Fumagalli ve
ark.’nin yaptig1 c¢alismada riluzoliin doz bagimh olarak EAAT-1, EAAT-2 ve EAAT-3
tastyicilarinin aktivitesini arttirdigini gostermistir (199). ALS’li hastalarda da glutamat
seviyesinin saglikli bireylere gore ii¢c kat daha fazla oldugu ve motor néronlardaki EAAT
ekspresyonlarinin azaldigi gosterilmistir (200). Bu nedenle riluzoliin noéroprotektif
etkisinden EAAT aktivatorii etkisinin de sorumlu olabilecegi bildirilmistir. Yalnizca

santral olarak degil periferik sinir hasar1 sonucu degisen GT ekspresyonlarinin da gesitli
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noroplastik degisikliklere ve eksitotoksik yolaklarin aktivasyonuna neden oldugu
bildirilmistir (16, 201-203). Siyatik sinir hasar1 olusturulan siganlarda EAAT aktivatorii
olan riluzoliin non-selektif olarak glutamat uptake’ini arttirdigi ve bu sayede glutamat
eksitotoksisitesini 6nleyerek noroprotektif etki olusturdugu saptanmustir (16, 17). Benzer
sekilde sicanlarda optik sinir hasarinda riluzol tedavisinin glutamat seviyesini anlamli

olarak azaltarak noroprotektif etki olusturdugu gosterilmistir (204).

Fare astrosit hiicre kiiltiiriinde yapilan bir ¢calismada riluzoliin nérotrofik faktorler
olan NGF, GDNF ve BDNF sentezini uyardigi saptanmistir (189). Riluzoliin néroprotektif
etkisine iyon kanali inhibitorii ve antieksitotoksik etkilerinin yaninda PKC inhibitdr
etkinliginin de aracilik ettigi saptanmistir. Kortikal hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢aligmada
PKC aktivatorii ile artan PKC aktivitesinin riluzol uygulamasiyla azaldig: ifade edilerek
PKC direkt inhibitérii oldugu gosterilmistir (18). Endotelyal hiicre kiiltiirii kullanilarak
yapilan bir ¢alismada ise riluzoliin selektif olarak PKC B II alt tipini inhibe ederek etki
gosterdigi saptanmustir (9).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec

3.1.1. Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Tablo 2’de sunulmustur.

Tablo 2. Kullanilan kimyasallar, marka ve kodlar1

Kimyasal adx Marka/ Kod
% 0.9 izotonik Sodyum Kloriir (NaCl) Polifarma
Amonyum persiilfat (APS) Bio-Rad, 161-0700

Batticon® antiseptik soliisyon

BCA protein konsantrasyonu 6l¢iim kiti
Bromofenolblue

Clarity Western ECL Substrate
Dithiothreitol (DTT)

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) tetrasodyum

tuzu

Forane® likit (izofluran)

Fosfataz inhibitor kokteyl 1
Fosfataz inhibitor kokteyl 2
Gliserol

Glisin

Hidroklorik asit (HCI)

Ketalar® (Ketamin HCI)

Metanol

Nevparin® enjektabl flakon 50001U/mL (Heparin)
Partemol® 1g/100mL (Parasetamol)
PMSF (Fenil metil siilfonil florid)
Ponceau S

Proteaz inhibitdr kokteyl

Rilutek™ 50mg film tablet (riluzol)

Riluzol

29

Adeka

Thermo scientific, 23225
Biomatik, A2223
Bio-Rad, 1705061
Sigma, 43815

ZAG Kimya, 10378-23-1

Abbott

Sigma, P2850
Sigma, P5726
Sigma, G5516
Sigma, G8898
Sigma, 320331
Pfizer

Isolab, 67-56-1
Mustafa Nevzat
Vem Ilag
Sigma, 78830
Sigma, P7170
Sigma, P8340
Sanofi Aventis
Sigma, R116



Tablo 2. (Devam)

Rompun® %2 (Ksilazin)

S1gir serum albiimin (BSA)

Bayer

Capricorn Scientific, BSA-1U

Sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma, L3771

Sodyum floriir (NaF) Sigma, S7920

Sodyum hidroksit (NaOH) Tekkim, 1318-79-2
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma, 71383

Sodyum orthovanadat (NaVan-NazVO,) Sigma, S6508

Sodyum pirofosfat dibazik (NayH,P,07) Sigma, 71501
Superblock ™ Blocking Buffer in PBS Thermo scientific, 37515
Tetrametiletilendiaminden (TEMED) Sigma, T9281

TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, %10

Tris/Glycine/SDS Buffer 10x

Bio-Rad, 161-0183
Bio-Rad, 161-0772

Tris-Baz (C4H11NO3) Sigma, T1503
Triton X 100 Sigma, T8787
Tween 20 Sigma, P1379
Yagsiz siit tozu Regilait

B-merkaptoetanol

Merck, 8.057440.0250

3.1.2. Antikorlar

Kullanilan antikorlar Tablo 3’de sunulmustur.

Tablo 3. Kullanilan antikorlar, marka ve kodlar1

Antikor adi

Marka/ Kod

Anti-EAAT-1 antikoru

Anti-EAAT-2 antikoru

Anti-GAP-43 antikoru

Anti-mouse 1gG HRP-linked antikoru
Anti-PKC B II antikoru

Anti-p-PKC B 1II (ser660) antikoru
Anti-rabbit 1gG HRP-linked antikoru
Anti-f aktin antikoru

Bioss, bs-1003R
Bioss, bs-1751R
Cell Signalling, 8945
Bio-Rad, 170-5047
Abcam, ab32026
Cell Signalling, 9371
Bio-Rad, 170-5045
Sigma, A5441
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3.1.3. Cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo 4’de sunulmustur.

Tablo 4. Kullanilan cihazlar ve markalari

Cihazin Adi

Marka/ Mensei

Anestezi cihazi

Buz makinesi

Buzdolabi (+4 °C)

Chemidoc goriintiileme sistemi
Data kayit ve analiz sistemi
Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)

Dikey elektroforez ve transfer sistemi

Deiyonize su cihazi
Elektriksel alan stimiilatori
Elektroforez gii¢ kaynagi
Hassas analitik terazi
Homojenizator

Isitict

Kaba terazi

Magnetik karistiric
Mikroplaka okuyucu
Minisantrifij

Otomatik Pipetler

pH metre

Platin elektrod
Sogutmal1 santrifiij
Sonikator

Su banyolu calkalayici
Ultrasonik banyo
Vorteks

Yiiksek basingli stvi kromatografisi

E-Z Systems Inc., ABD
Hoshaizaki, Japonya
Argelik, Tiirkiye
Bio-Rad, ABD

MP35 BIOPAC, ABD
Argelik, Tiirkiye
Thermo Scientific, ABD
Bio-Rad, ABD
Sartorius, Almanya
MAY, Tiirkiye

BioRad, ABD

Ohaus, ABD

Heidolph, Almanya
Witeg, Almanya
Premier, Tiirkiye

Witeg, Almanya
Thermo Scientific, ABD
Isolab, Tiirkiye
Eppendorf, ABD
Ohaus, ABD

Grass Technologies, ABD
Sigma, ABD
Bandelin, Almanya

Memmert, Almanya

Elma Ultrasonics, Almanya

Isolab, Tiirkiye

Shimadzu, Japonya
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3.1.4. Kullanilan Cézelti ve Tamponlar
3.1.4.1. Stok Cozelti ve Tamponlar

0.1 N HCI ¢ozeltisi

Derisik stok HCI ¢ozeltisinden (%37°1ik) 813 pL alindi, 100 mL’ye deiyonize suyla

tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda saklandi.

1 M Tris-Cl (pH:7.4) tamponu

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

tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda saklandi.

5 M NaCl c¢ozeltisi

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

¢ozelti oda sicakliginda saklandi.

%20°1ik Triton-X 100

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

0.5 M EDTA cozeltisi

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

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

50 mM Sodyum pirofosfat (NaPPi) cozeltisi

1.115 g NaPPi (MA: 444.06 g/mol) 50 mL deiyonize suda ¢oziildii. Hazirlanan
cozelti alikotlanarak (1.5 mL/ 2 mL’lik eppendorf tiip) -20°C’de saklandi.

1 N NaOH Cozeltisi

4 g NaOH (MA:40 g/mol) bir miktar deiyonize suda ¢oziildi ve ¢ozelti hacmi 100

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

200 mM Sodyum ortovanadat (NaVan) cozeltisi

3.68 g NazvVO, (MA: 183.91 g/mol) 90 mL deiyonize suda ¢6ziildii ve pH’s1 1IN
HCI ile pH 10.0’a ayarlandi. Sar1 renk alan ¢ozelti renksiz oluncaya kadar kaynatilip
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sogutuldu ve tekrar pH kontrolii yapildi. Hazirlanan ¢6zelti alikotlanarak (1.5 mL/ 2
mL’lik eppendorf tiip) -20 °C’de saklanda.

1 M Sodyum floriir (NaF) cozeltisi

4.2 g NaF (MA: 41.99 g/mol) 100 mL deiyonize suda ¢oziildii. Hazirlanan ¢6zelti
alikotlanarak (1 mL/ 1.5 mL’lik eppendorf tiip) -20 °C’de saklandi.

100 mM PMSF

0.174 g PMSF (MA: 174.19 g/mol) 10 mL etanol iginde ¢6ziildii. Hazirlanan
¢oOzelti alikotlanarak (0.5 mL/ 0.5 mL’lik eppendortf tiip) -20°C’de saklanda.

0.5 M Tris-HCI tamponu (pH: 6.8)

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

mL’ye tamamladi. Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda saklandi.

5X Yiikleme tamponu

10 mL ¢o6zeltide 0.25 M Tris-Cl (pH:6.8), %10 SDS, %50 gliserol, %0.01
bromofenolblue olacak sekilde yiikleme tamponu hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti
alikotlanarak (1 mL/ 1.5 mL’lik eppendorf) -20 °C’de saklandi. Tampona kullanilmadan
once son konsantrasyonu 0.5 M olacak sekilde DTT (MA: 154.25 g/mol) eklendi ve

kullanima hazir hale getirildi.

10X Tris-Glisin tamponu

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

deiyonize suda ¢oziildli. Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda saklandi.

10X TBS cozeltisi

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

hacim deiyonize suyla 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda saklandi.

%20’lik Tween 20

20 mL Tween 20 80 mL deiyonize suda ¢ozildi. Hazirlanan ¢ozelti oda

sicakliginda sakland.
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%20°1ik SDS ¢dzeltisi

1 g SDS 5 mL deiyonize suda ¢6ziildii. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda saklandi.
3.1.4.2. Cahisma Cozeltileri ve Tamponlari

TNTE lizis tamponu

TNTE Lizis tamponundaki son ¢dzelti konsantrasyonlar: 50 mM Tris-HCI (pH: 7.4),
150 mM NaCl, %1 Triton-X 100, 1 mM EDTA (pH:7.0), 5 mM NaPPi, proteaz inhibitor
kokteyli (PI), %10 Gliserol, 2 mM NaVan, 20 mM NaF, 1 mM PMSF olacak sekilde
cozeltiler Tablo 5’de yer alan hacimler dogrultusunda birlestirildi ve toplam hacim 20
mL’ye tamamlandi. TNTE lizis tamponu her deney baslangicinda taze olarak hazirlandi ve

deney siiresince buz igerisinde saklandi.

Tablo 5. TNTE lizis tamponu hazirlamak i¢in gerekli stok ¢ozeltiler, konsantrasyonlar1 ve

hacimleri
Stok cozeltiler ve konsantrasyonlari Hacim (uL)

1 M Tris-HCI (pH: 7.4) 1000
5 M NaCl 600
%20’1ik Triton-X 100 1000
0.5M EDTA 40
Gliserol 2000
Pl 200
50 mM NaPPi 2000
200 mM NaVan 200
100 mM PMSF 200
Deiyonize su 12360

Toplam 20000

Tris-Glisin-SDS (TGS) viiriitme tamponu

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

olarak hazirlandi.

34



Transfer tamponu

10X Tris-Glisin tamponu 1X olacak sekilde seyreltildi ve 200 mL metanol
eklenerek toplam hacim deiyonize suyla 1 L’ye tamamlandi. Cozelti her seferinde taze

olarak hazirlanarak transfer islemine kadar sogumasi i¢in +4°C’de saklandi.

TBST cozeltisi

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

sicakliginda saklandi.

“Stripping” cozeltisi

3.125 mL 1 M Tris-Cl (pH:6.8), 5 mL %20’lik SDS, 350 uL B-merkaptoetanol
karistirildi ve toplam ¢dzelti hacmi deiyonize suyla 50 mL’ye tamamlandi. Cdzelti her

seferinde taze olarak hazirland.

900.1 Tween 20 iceren TBS cozeltisi

10X TBS ¢ozeltisi 1X olacak sekilde deiyonize suyla seyreltildi ve 100 pL Tween
20 1XTBS ¢ozeltisiyle 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda

saklandi.

%5’lik S181r serum albiimin (BSA) ¢ozeltisi

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

%7511k Siit tozu cozeltisi

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

Hazirlanan ¢ozelti +4°C’de saklandi.
3.2. Yontem
3.2.1. Riluzol Cozeltisinin Hazirlanmasi

Riluzol Sigma Aldrich (Kat no:R116) ve Sanofi Aventis (Rilutek® 50 mg film
tablet)’ten temin edildi. 8 mg/kg dozunda riluzol hazirlamak i¢in; tartilan miktar riluzol
veya bir film tablet 0.1 N HCl’de ¢oziindiiriilip %0.9’luk NaCl ¢ozeltisiyle istenen

konsantrasyona seyreltildi. Tiim enjeksiyonlar intraperitoneal (i.p.) yoldan uygulandi.
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3.2.2. Rilutek® 50 mg Film Tabletten Riluzol Geri Kazamim Analizi

Rilutek™e ait 1 film tablet 50 mg riluzol etkin maddesi igermektedir. Deney
hayvanina uygulanabilecek riluzol tasiyici ¢6zeltisi literatiirlerden faydalanilarak daha
onceki ¢alismalarla optimize edildi (1.6 mg/mL riluzol ¢6zeltisi i¢in 1.6 mg riluzol 145 pL
0.1 N HCI’de ¢oziildii, %0.9’luk NaCl ile 1 mL’ye tamamlandi). Bu tasiyict igerikten
hareketle 20 ppm konsantrasyonuna ulagsmak iizere 1 tablet gerekli hacimde 0.1 N
HCI+%0.9’luk NaCl karisiminda ¢6ziildii ve 15 dakika (dKk) ultrasonik banyoda bekletildi.
Uygulanan 6rnek hazirlama islemi sonucu, ilag etkin maddesinin ekstre edildigi miktar
saptamak i¢in geri kazanim ¢aligmasi yapildi. Bu amagcla, 1 film tablet, yukarida belirtilen
sekilde uygun ¢oziicli karisiminda ¢oziildii, 0.45 pm ¢apli siringa ucu filtresinden siiztildii
ve yiiksek basingli s1vi kromatografisi (YBSK) sistemine enjekte edildi. Bunun yaninda, es
konsantrasyondaki 20 ppm baz maddeden hazirlanan standart riluzol ¢ozeltisi direkt
sisteme enjekte edildi. Bu islem 3 farkli tablet iizerinden tekrarlandi ve pik alanlar
ortalamast alindi. Pik alanlar1 karsilagtirilarak tabletten geri kazanim miktart “Esitlik 17

formiilii kullanilarak hesaplandi.

Numune cozelti pik alani

Geri kazanim yiizdesi= (Esitlik 1)

Standart ¢ozelti pik alani

3.2.3. Deney Hayvanlari

Calismada yaslarina gore eslestirilmis, Sprague-Dawley erkek siganlar (275-400 g)
kullanilmistir. Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Cerrahi Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen siganlar deney protokolii siiresince 21+2°C’de 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik siklusu dogrultusunda merkezde barindirilarak ad libitum
beslenmistir. BKSH modelinin olusturulmasimin ardindan her bir deney hayvani ayr
kafeslerde barindirilmistir. Deneysel ¢alismanin yapilabilmesi igin KTU Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurul Bagkanligi’ndan etik kurul onay1 alinmistir (2018/01, Ek-1).

3.2.4. Deney Gruplari ve Deneysel Protokol

Calismada BKSH modelinde 1, 7 ve 15 giinliik tedavi sonras1 riluzoliin etkinliginin
degerlendirilmesi planlandi. Tez ¢alismasi kapsaminda Tablo 6’de yer alan deney gruplari

kurgulandi ve fonksiyonel ¢alismalari gergeklestirildi.

Deney bitiminde, siganlarin penis dokusu, MPG ve KS’ler ¢ikarilip molekiiler

analizlerde kullanilmak iizere sivi azotta hizlica dondurulup -80°C’de saklanda.
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Tablo 6. Deney gruplari

Deney Gruplari n

1. Sham + Tastyic1 (ST) 6

= £ 2. Sham+nRiluzol (8mg/kg; SR) 1
9 § 3. BKSH + Tasiyict (BT) 7
4. BKSH + Riluzol (8mg/kg; BR) 2

5. Sham + Tasiyici (7ST) 7

= § 6. Sham + Riluzol (8mg/kg; 7SR) 3
S § 7. BKSH + Tasiyict (7BT) 6
8. BKSH + Riluzol (8mg/kg; 7BR) 6

9. Sham + Tasiyici (15ST) 6

= £ 10 Sham + Riluzol (8mg/kg; 155R) 6
g § 11. BKSH + Tastyict (15BT) 5
© 12. BKSH + Riluzol (8mg/kg; 15BR) 6
Toplam 61

3.2.5. BKSH Modelinin Olusturulmasi

Sicanlar %2’lik izofluran anestezisi altinda supin (sirt {istlii) pozisyonunda
yatirilarak ekstremiteleri cerrahi tablaya sabitlendi. Aseptik sartlarda %70’lik alkolde
sterilize edilmis olan cerrahi aletler kullanilarak abdomen orta hatt1 boyunca yaklasik 3
cm’lik bir kesi atildi. Dikkatli bir sekilde deri alti dokusu ve kas diseksiyonu
gerceklestirilerek mesaneye ulasildi. Prostat bezinin gorlniirliigiinii kolaylastirmak igin
mesanenin biitinliigi bozulmadan bas kismindan kii¢iik bir klemp yardimiyla pozisyonu
degistirildi. KS’lerin belirlenmesini kolaylastirmak amaciyla skrotum kesesinde yerlesim
gosteren testislerin deri baglantilar1 dikkatli bir sekilde kesildi ve testis, duktus deferens ve
seminal vezikiiller bir gazli bez yardimiyla abdomene alindi. Prostat bezinin
dorsolateralinde bulunan MPG ve bilateral KS’ler ¢evre dokulara zarar vermeden tespit
edildi. Ince bir forseps yardimiyla prostat bezine bitisik yerlesim goteren KS’ler izole
edildi. MPG’nin 2-3 mm distalinden, sag ve sol KS’ler bir pens yardimiyla 1’er dk’lik 2 set
seklinde (aralarinda 15 saniye (sn)’lik bir periyod birakilarak) sikistirarak BKSH modeli
olusturuldu ve sonrasinda abdomene alinan testisler dikkatli bir sekilde skrotal keselere

yerlestirildi. Dokularin kurumasini 6nlemek amaciyla SF ile abdomen boslugu yikandi.

37



Insizyon 6nce kas dokusu yakinlastirilarak 4.0’lik cerrahi ipek ile ardindan deri tabakas:
3.0’lik cerrahi ipek ile cerrahi siitur yardimiyla kapatildi (Resim 4). Hasar uygulanmayan
kontrol “sham” sig¢anlari1 i¢in benzer islemler uygulandi ancak KS’ler tespit edildikten
sonra hig bir sikistirma islemi yapilmadan insizyon kapatildi. Enfeksiyon riskini dnlemek
icin siitur bolgesi antiseptik sollisyonla temizlendi. Deney hayvanlarinin izofluran
anestezisinden uyanmasi beklendi ve biitiin deney hayvanlarinin igme sularina bir giin
stireyle 2 mg/mL dozunda asetaminofen eklendi. Tablo 5’deki tedavi gruplarinda belirtilen
giin boyunca deney hayvanlarina hergiin ayn1 saatte 0.5 mL/100 g hacminde i.p.
enjeksiyonla riluzol veya tasiyici (0.1 N HCI+%0.9’luk NaCl ¢6zeltisi) uygulandi.

Resim 4. BKSH modelinin olusturulmasi (a) KS’nin saptanip pense yerlestirilmesi (b)
KS’nin pens yardimiyla sikistirilmasi (¢) BKSH hasarinin ardindan abdominal
insizyonun kapatilmasi. BKSH: Bilateral kaverndz sinir hasari, KS: Kavernoz
sinir
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3.2.6. OAB Ol¢iimii

Deney hayvanlarinda IKB, sistemik kan basincina gére degerlendirildigi i¢in IKB
ile es zamanli olarak OAB o6lgiilmesi gereklidir. Bu amagla, Resim 5’de gosterildigi gibi
ketamin/ksilazin anestezisi (80 mg/kg, 5 mg/kg i.p.) altinda spin pozisyonunda yatirilarak
ekstremiteleri ve genesi sabitlenen deney hayvanlarinin boyun bolgesi tras edildi. Aseptik
sartlarda yaklasik 3 cm’lik deri insizyonu gergeklestirildi. Kas tabakasi dikkatlice ayrildi
ve bir pens yardimiyla karotid arter komsulugunda ilerleyen vagus siniri ve diger sinir

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

Resim 5. Karotid arter izolasyonu (a) Deney hayvaninin supin pozisyonunda yatirilmasi
(b) Boyun derisi diseksiyonu (c) Boyun boélgesi kaslarmin diseksiyonu (d)
Karotid arterin saptanmasi (€) Sinir liflerinin karotid arterden ayrilmasi

4.0’lik cerrahi ipek iplik yardimiyla sol karotid arter askiya alindi. Arterin kraniyal
ucu ipek iplik yardimiyla sikica baglandi ve kan akimi kesildi. Arterin kalbe yakin kismi
ise gegici olarak kiiciik bir klemple sikistirildi. Boylelikle yaklagik 1 cm’lik bir alanda kan
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akimi gegici olarak durudurulmus oldu. Kaniiliin yerlestirilmesini kolaylastirmak icin bir
pens yardimiyla artere gerim verildi. Ince bir damar makasiyla karotid artere kesi atild1 ve
bu kesiden diger ucu basing transdiiserine bagli olan ucu agili olarak kesilmis 250 U/mL
heparin igeren polietilen 50 (PE-50) kaniil yerlestirildi. Kaniil yerlestirildikten sonra
karotid arter kaniiliin stiinden sikica ipek iplikle bagland1 (Resim 6). Kan akiminin
yeniden saglanabilmesi i¢in yerlestirilen pens ¢ikarildi. Pihtilasmay1 6nlemek i¢in siganlara
kaniil yardimiyla bir miktar heparin i¢eren SF verildi, dokularin kurumasini engellemek
amaciyla bolge SF ile 1slatilmis gazli bezle kapatildi. Deney boyunca basing transdiiserinin

bagli oldugu data kayit sistemi (BIOPAC MP35) araciligi ile OAB kaydedildi.

Resim 6. Karotid arter kateterizasyonu (a) Sol karotid arterin belirlenmesi (b) Karotid
arterin iki ucunun sikistirilarak kan akiminin askiya alinmasi (¢) PE-50 kaniiliin
karotid artere yerlestirilmesi. PE-50: Polietilen-50
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3.2.7. IKB Olg¢iimii

IKB 6l¢iimii i¢in, BKSH cerrahi isleminin uygulandigi alandan abdominal kesi
yardimiyla 6nce deri ardindan kas tabakas1 dikkatlice acildi. Testisler iist abdomene ¢ekildi
ve mesane bir klemp yardimiyla sabitlendi. Daha 6nce izole edilmis olan sag KS tekrar
belirlendi. Ardindan alt abdominal bir kesiyle devam edilerek penis dokusu yag ve deri
tabakalarindan ayrilarak serbestlestirildi (Resim 7a). Tunika albuginea tabakasini saran kas
dokusu ince bir damar makasiyla dikkatli bir sekilde kesilerek sag korpus kavernozum
belirlendi (Resim 7b), ucunda 27-G igne bulunan ve diger ucu basing transdiiserine bagl
250 U/mL heparin iceren PE-50 kaniil sag korpusa yerlestirilerek ucunun serbestlesmesi
saglandi (Resim 7c,d). Kaniil yardimiyla heparin iceren SF verilerek kaniiliin dogru
yerlesimi degerlendirildi ve sizdirma kontrolii yapildi. Deney boyunca basing
transdiiserinin bagli oldugu data kayit sistemi (BIOPAC MP35) aracihig ile IKB
kaydedildi.
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Resim 7. Intrakavernoz kaniil yerlestirilmesi (a) Penisin serbestlestirilmesi (b) Sag tunika
albuginea tabakasina polietilen kanilin yerlestirilmesi (c) Sag korpus
kavernozum dokusundan IKB’nin 6l¢iilmesi. IKB: Intrakavernoz basing
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Intrakaverndz kaniiliin (Resim 8a) yerlestirilmesinin ardindan KS belirlenip (Resim
8¢) bir pens yardimiyla platin elektrodlarin (Grass Technologies, NC0578021, Resim 8b)
lizerine yerlestirildi (Resim 8d) ve elektriksel uyarilmasina bagli olusan IKB degisiklikleri,
uygulanan farkl elektriksel uyar1 parametrelerine (MAY ST95PT stimiilator; 16 Hz, 1 ms
duration, 1-4 ve 8 voltlarda 1 dk’lik stimiilasyon) cevap olarak degerlendirildi. Her bir
elektriksel stimiilasyon uygulamasi arasinda 5’er dk’lik dinlenme stireleri birakildi.
Sonuglar maksimum IKB (mIKB)/OAB ve IKB egri altinda kalan alan/OAB (total
IKB/OAB) seklinde ifade edildi.

o
> -

-

-~

.
Resim 8. IKB &l¢iimii (a) IKB 6l¢iimiinde kullanilan kaniil (b) Bipolar platin elektrod (c)
Sigan prostat bezinin dorsolateralinde bulunan MPG ve KS (d) Bipolar platin

elektrod aracili KS’nin elektriksel stimiilasyonu. IKB: Intrakavernéz basing,
MPG: Major pelvik gangliyon, KS: Kavernoz sinir
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Fonksiyonel 6l¢iimlerin bitiminden sonra hizlica yaklasik 30-60 sn iginde MPG
dokusu, 1-3 dk arasinda ise penis dokular1 ¢ikarildi ve sivi azotta hizlica dondurularak -80

°C’de molekiiler analizler i¢in saklandi.
3.2.8. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Deney hayvanlarinda izole edilen MPG ve penis dokularina buz iizerinde yaklagik
10 mg/mL oraninda TNTE lizis tamponunda (her bir penis dokusu 1 mL TNTE lizis
tamponu i¢inde) mekanik olarak cerrahi makasla pargalandiktan sonra buz dolu bir kap
igerisinde homojenizator ile 20 rpm (x1000) devirde 5 kere 10’ar sn; her bir siganin sag ve
sol MPG dokular1 birlestirilerek TNTE lizis tamponunda (Her bir 6rnek 100 pl TNTE lizis
tamponu ig¢inde) mekanik olarak cerrahi makasla pargalandiktan sonra buz dolu bir kap
igerisinde sonikator ile 20 kHz frekansta 3 kere 10’ar sn homojenize edildi. Doku
homojenatlart 10000xg +4 °C’de 30 dk santrifiij edildi ve siipernatant ayrildi. Penis
dokusuna ait siipernatantlar buz iizerinde hizlica alikotlanarak 3’er adet 0.1 mL/ 0.5 mL
eppendorf ve 2’ser adet 0.3 mL/ 1.5 mL eppendorflarda; MPG dokusuna ait slipernatantlar
ise 3’er adet 0.03 mL/ 0.5 mL eppendorflara alinarak deney giiniine kadar -80 °C’de

saklandi.
3.2.9. Total Protein Tayini

Elde edilen homojenatlardaki total protein konsantrasyonu bikinkoninik asit (BCA)
protein Ol¢iim kiti kullanilarak saptandi. Kitte bulunan ve konsantrasyonu bilinen BSA (2
mg/mL)’dan gerekli diliisyonlar yapilarak 0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 ve 2000
ug/mL’lik standartlar hazirlandi. Kitte bulunan Soliisyon A ve Soliisyon B 50:1 oraninda
karistirild1 ve ¢alisma ¢ozeltisi hazirlandi. Her bir 6rnek ve standart ¢ozeltiden 25 pL ¢ift
tekrar olacak sekilde mikroplate kuyucuklarina eklendi. Ardindan tiim o6rneklere hizlica
200 pL calisma ¢ozeltisi eklendi. Mikroplaka kapatilarak 30 sn banko ilizerinde hafif bir
sekilde karistirildi ve su banyosunda 37 °C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Bu siireg
sonunda gergeklesen renk degisimi 562 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda 6l¢iildii
ve elde edilen BSA standart ¢ozeltileri absorbanslarindan yararlanilarak Microsoft Excel
araciligiyla konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izilip grafik denklemi hesaplandi. Orneklerin
absorbanslar1 grafik denklemine yerlestirilerek her bir 6rnek icin total protein miktar

mg/mL cinsinden hesaplanda.
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3.2.10. Western Blotlama
3.2.10.1. Jelin Hazarlanmasi

Deiyonize su ve alkolle temizlenen kisa ve uzun camlar kisa cam One gelecek
sekilde jel standina yerlestirildi. Jel igeriginin hazirlanmasi i¢in TGX Stain-Free FastCast
%10 Acrylamide Kit kullanildi. Kitin iginden ¢ikan resolver A ve B soliisyonlarinda 3’er
mL alinip karigtirildi. Bu karigima %10°luk APS ¢ozeltisinden 30 uL ve TEMED’ten 3 uL
eklenerek ayirma jeli hazirlandi. Hazirlanan karisim kisa camin 1 c¢m altina kadar hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde dokiildii. Ardindan hizlica yiikleme jelinin hazirlanmasi i¢in
kit icinde bulunan stacker A ve B soliisyonlarindan 1’er mL alinip igine %10’luk APS’den
10 uL. ve TEMED’ten 2 pL eklendi. Hazirlanan yiikleme jeli kisa camin {izerine ¢ikacak
sekilde dokiildii ve hizlica camlar arasina her bir kuyucugu 50 puL hacimli 10 kuyucuklu
tarak yerlestirildi. Jeller polimerizasyonun saglanmasi i¢in 30 dk jel standinda birakildi.

Hazirlanan jeller ayni giin kullanildu.
3.2.10.2. Doku Orneklerinin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

-80 °C’den ¢ikarilan ve buz iizerinde muhafaza edilen doku 6rneklerinden penis ve
MPG i¢in her bir kuyuya esit miktarda protein yiiklemesi yapacak sekilde (total protein
miktar1 30 pg) alinan siipernatant iizerine 5X yiikleme tamponundan eklendi ve son hacim
30 uL olacak sekilde 1X’e deiyonize su ile seyreltildi. Ornekler hizla karistirilip 2-3 sn
santrifiijlendi ve kaynar su banyosunda 5 dk kaynatildi. Ardindan 6rnekler vortekste
karistirildi ve 2-3 sn santrifiijlendi. Bu sekilde tiim 6rneklerde protein denatiirasyonu islemi
yapilarak yiiklemeye hazir hale getirildi. Hazirlanan 6rnekler ayni giin elektroforez islemi

i¢in kullanildi.
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Resim 9. Protein elektroforezi goriintiisii

Hazirlanan jeller deiyonize suyla yikandi. Kuyucuklarin goriiniir hale gelmesi igin
dipleri asetat kalemiyle isaretlendi. Jeller uzun camlar disa bakacak sekilde elektroforez
i¢in kullanilacak tanka yerlestirildi. Jeller arasina yiiriitme tamponu dokiilerek sizdirma
kontrolii yapildi. Sizdirma olmadigindan emin olunduktan sonra tank uygun seviyeye
kadar yiiritme tamponuyla dolduruldu. Yiiklemeye hazir hale getirmek igin jeller
tizerindeki taraklar ¢ikarildi. Her jelin ilk kuyucugunda 3 pL molekiil agirlik markorii
olacak sekilde 30 pL’lik 6rnekler kuyucuklara yiiklendi. Yiikleme islemi tamamlandiktan
sonra ornekler 80 V’da en son 25 kDa’lik molekiil agirlik ¢izgisi goriilene kadar yaklagik
100-120 dk oda sicakliginda yiritiildii (Resim 9).

3.2.10.3. Transfer islemi

Jeldeki oOrneklerin transferi i¢cin PVDF membranlar kullanilarak islak transfer
metodu uygulandi. Elektroforezde yiirlitme isleminin tamamlanmasini takiben jeller
tanktan c¢ikarilarak deiyonize suyla yikandi ve ince bir spatula yardimiyla camlar
birbirinden dikkatlice ayrildi. Jel tizerindeki kuyucuklar ve protein bulunmayan kisimlar
hizlica temiz bir jilet yardimiyla kesildi ve jel soguk transfer tamponuyla doldurulmus bir
kaba aktarilarak dengelenmeye birakildi. Diger yandan jele uygun boyutlarda PVDF
membran kesildi ve 5-10 dk saf metanolde orbital calkalayicida calkalamaya birakildi.
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Metanolden ¢ikarilan membran soguk transfer tamponu igerisine yerlestirilip 15 dk 60 rpm
devirde orbital ¢alkalayicida doygunluga ulasmasi saglandi. i¢inde soguk transfer tamponu
bulunan baska bir kaba transfer kaseti yerlestirildi. Kasetin siyah yiizeyine sirasiyla bir
adet transfer tamponuyla 1slatilms destek siingeri ve bir adet whatmann kagidi yerlestirildi.
Bir adet 1slak whatmann kagidi yardimiyla jel alinarak kaset istiindeki whatmann
kagidinin iizerine dikkatlice yerlestirildikten sonra doygunluga ulagmis olan PVDF
membran 45°’1ik agiyla hava kabarcigi kalmayacak sekilde jelin tizerine yerlestirildi ve bir
roll yardimiyla kalan hava kabarciklar1 ¢ikarildi. Ardindan transfer tamponuyla islatilmis

iki adet whatmann kagidi ve destek siingeriyle kaset igerigi tamamlandi (Sekil 3).

COOOOOO0O0

OOOOOOOO katot
Z oleloNoXoXeXeXe) stinger
D — membran
whatmann jel
kagitlar :
sunger
anot

Sekil 3. Islak transfer kaset icerigi

Kaset kaydirilmadan dikkatli bir sekilde kapatildi. Hazirlanan kaset transfer
tamponuyla doldurulmus olan tankin igerisine siyah yiizeyi anota (siyah), seffaf yiizeyi
katota (kirmiz1) gelecek sekilde yerlestirildi. Tank i¢ ortam sicakliginin dengelenebilmesi
icin temiz bir buz akiisii ve bir balik yardimiyla manyetik karistirici tizerinde buz dolu bir

kap icerisinde 80V da 2 saat transfer islemine birakildi (Resim 10a).
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Resim 10. Transfer islemi (a) Islak transfer islemi goriintiisii (b) Transfer isleminden sonra
Ponceau S ile boyanan PVDF membran goriintiisii. PVDF: Polivinilidin floriir

Transfer islemi tamamlandiktan sonra membran dikkati bir sekilde kasetten
cikarildi ve Ponceau S ¢ozeltisiyle boyanarak transfer isleminin dogrulugu ve yeterliligi
teyit edildi (Resim 10b). Daha sonra membran deiyonize suyla yikanarak Ponceau S
¢ozeltisinden arindirildi ve saf metanolle 5-10 sn yikandiktan sonra 15 dk oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Membran kuruduktan sonra az miktarda saf metanolle 1slatild1 ve 3

kere 10’ar dk TBST ¢ozeltisiyle yikandi.

3.2.10.4. Membranin Bloklanmasi

k™ Blocking

Membranlar yikama isleminden sonra bloklama islemi i¢in SuperBloc
Buffer in PBS veya %5’lik BSA ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 60 rpm devirde orbital
calkalayicida 1 saat inkiibasyona birakildi. Boylece spesifik olmayan baglanma noktalar

bloklama islemiyle kapatildi.
3.2.10.5. Primer Antikorla inkiibasyon

Bloklamay:1 takiben Tablo 7°de belirtilen sekilde, primer antikorlarla 20 rpm
devirde orbital ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
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Tablo 7. Primer antikor seyreltme oranlari, ¢ozeltileri, inkiibasyon sicakligi ve siireleri

Antikor Seyreltme  Seyreltme c¢ozeltisi Inkiibasyon
orani sicakhigi ve siiresi
Anti-EAAT-1 antikoru 1:1000 %35°1lik BSA ¢ozeltisi  +4 °C’de gece
boyu > 12 saat
Anti-EAAT-2 antikoru 1:1000 %35’lik BSA ¢ozeltisi  +4 °C’de gece
boyu > 12 saat
Anti-GAP-43 antikoru 1:1500 %35’lik BSA ¢ozeltisi  +4 °C’de gece
boyu > 12 saat
Anti-PKC B 1I antikoru 1:1000 SuperBlock™ +4 °C’de gece
Blocking Buffer in boyu > 12 saat
PBS
Anti-p-PKC B II (Ser 660)  1:1000 %S5°1lik BSA ¢ozeltisi  +4 °C’de gece
antikoru boyu > 12 saat
Anti-p aktin antikoru 1:3000 %S35’lik siit tozu Oda sicakliginda 1

¢Ozeltisi

Saat

3.2.10.6. Sekonder Antikorla Inkiibasyon

Primer antikor inkiibasyonunu takiben membran ii¢ kere 10’ar dk TBST ile oda

sicakliginda 60 rpm devirde orbital calkalayicida calkalanarak yikandi. Yikamanin

ardindan membranlar Tablo 8’de belirtilen sekilde, primer antikorlara uygun sekonder

antikorlarla 20 rpm devirde orbital ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.

Tablo 8. Sekonder antikor seyreltme oranlari, ¢dzeltileri, inkiibasyon sicakligi ve siireleri

Antikor Seyreltme  Seyreltme cozeltisi Inkiibasyon
Oram sicaklig1 ve siiresi
Anti-mouse 1gG HRP- 1:8000 %S5’lik siit tozu Oda sicakliginda 1
linked antikoru ¢Ozeltisi saat
Anti-rabbit 1I9G HRP- 1:8000 %5°lik siit tozu Oda sicakliginda 1

linked antikoru

¢Ozeltisi

saat

48



3.2.10.7. “Stripping” Islemi

Hedef antikor anti-p aktin antikoruyla yakin molekiil agirliklarina sahip oldugunda
B aktini saptayabilmek i¢in “stripping” islemi uygulandi. ECL ile goriintiilenen membran
tic kere 10’ar dk TBST ile oda sicakliginda 60 rpm devirde orbital calkalayicida
calkalanarak yikandi. Yikamanin ardindan membran “stripping” ¢ozeltisiyle su
banyosunda 50 °C’de 30 dk muamele edildi. “Stripping” islemini takiben membran tekrar
tic kere 10’ar dk TBST ile 60 rpm devirde orbital ¢alkalayicida oda sicakliginda yikandi.
Yikamanin ardindan membran %5’lik BSA igerisinde 1 saat oda sicakliginda 60 rpm
devirde orbital calkalayicida bloklandi ve B aktini saptamak i¢in primer ve sekonder

antikorla inkiibasyon islemleri tekrarlandi.
3.2.10.8. Goriintiileme

Sekonder antikor inkiibasyonu tamamlandiktan sonra membran ii¢ kere 10’ar dk
TBST ile oda sicakliginda 60 rpm devirde orbital calkalayicida calkalanarak yikandi.
Yikamanin ardindan membran temiz bir pens yardimiyla bir kaba alind1 ve 0.8 mL ECL

soliisyonu (ECL soliisyonlarinin 1:1 oranindaki karigimi) ile pipet yardimiyla yikandi.

Resim 11. ChemiDoc™ MP gériintiileme cihazi
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Goriintillemeye hazir olan membran ChemiDoc™ MP gériintileme cihaziyla
(Resim 11) wuygun protokoller kullanilarak goriintiilendi. Hedeflenen antikorun
gorlntiileme islemi tamamlandiktan sonra membran tekrar ii¢ kere 10’ar dk TBST ile oda
sicakliginda 60 rpm devirde orbital c¢alkalayicida calkalanarak yikandi. Yikamanin
ardindan membran kurumasini engellemek icin az miktarda TBST ile 1slatilarak stre¢ filme

sarilarak saklandi.
3.3. istatistiksel Analiz

Fonksiyonel analizler i¢in sonuglar (IKB, OAB) aritmetik ortalama deger + standart
hata olarak ifade edildi. Istatistiksel analizler GraphPad Prism (Siiriim 5.01; Graphpad
Yazilimi, San Diego, CA, ABD) kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki farklar tek yonlii
ANOVA’ nin ardindan Newman-Keuls post testi kullanilarak karsilagtirildi. Western blot
sonuglar1 goriintii analiz programi kullanarak (Image J, NIH, ABD) hesaplandi ve bant
yogunlugu ayni blot iistiindeki B aktin bant yogunlugu ile karsilastirilarak oranlanip kontrol
grubuna gore normalize edildi. Gruplar arasindaki farklar student t-testi kullanilarak
karsilastirildi. Deney gruplarindaki hayvan sayisi (0.8-0.85 gii¢ ve 0.05 oraninda tip 1 hata
olasiligina gore) n= 5-6 /grup olarak belirlendi. Istatistiksel anlamlilik p<0.05, p<0.01 ve
p<0.001 oldugunda anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Rilutek® 50 mg Film Tabletten Riluzol Geri Kazanim

Yapilan YBSK geri kazanim analizi sonucunda riluzol piki 2-3 dk arasinda
saptanirken analiz sirasinda herhangi bir kirlilik veya yardimci madde piki gézlenmemistir.
Bu sonug tablet igindeki diger yardimci maddelerin segilen ¢oziiclide ¢oziilmedigini
gostermektedir. Numunenin ve standart ¢ozeltinin sisteme enjeksiyonu ile elde edilen pik
alanlar1 ortalamalar1 sirasiyla 330.342+3.7 ve 550.646+8.2 olarak tespit edildi (Sekil 4) ve

“Esitlik 1” kullanilarak geri kazanim miktar1 yiizde cinsinden hesaplandi.
Riluzol geri kazanim yiizdesi= (330.342/550.646)x100

Riluzol geri kazanimi1 =% 59.99

AU
[270nmanm (1.00)

« a

mAY
{2 70nmanm (1.00)

b

Sekil 4. Rilutek® 50 mg film tabletten riluzol geri kazanim analizi. (a) Standart riluzol
¢ozeltisine ait YBSK kromatogrami. (b) Tabletten elde edilen ¢6zeltiye ait YBSK
kromatogrami. YBSK: Yiiksek basingli s1vi kromatografisi
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Yukarida hesaplanan geri kazanim miktar1 dikkate alinarak 8 mg/kg riluzol dozu
icin gerekli derisimde ¢ozelti hazirlandi ve 15 giinlik tedavi protokolleri i¢in deney

hayvanlarina i.p. yolla uygulandi.
4.2. In vivo Erektil Fonksiyonun Degerlendirilmesi
4.2.1. BKSHyi Takiben Gelisen ED’de 1 Giinliik Riluzol Tedavisinin Etkisi

BKSH uygulamasindan 1 giin sonra sham (ST) ve hasar (BT) gruplarinda
miKB/OAB ve total IKB/OAB oranlari arasinda anlamli fark bulunamamistir. Bu nedenle

riluzol tedavisinin etkisi degerlendirilememistir (Sekil 5, 6).
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Sekil 5. 1 giinlik BKSH ve riluzol tedavisini takiben erektil fonksiyon gostergesi
mIKB/OAB oranlarmin degerlendirilmesi. (@) BKSH’yi takiben KS’nin 1
voltluk stimiilasyonunun miKB/OAB oranma etkisi. (b) BKSH’yi takiben
KS’nin 4 voltluk stimiilasyonunun miKB/OAB oranma etkisi. (¢) BKSH’yi
takiben KS’nin 8 voltluk stimiilasyonunun miKB/OAB oranina etkisi (n=1-7).
BKSH: Bilateral kavernoz sinir hasar;, miKB: Maksimum intrakavernoz basing,
OAB: Ortalama arteriyel basing, ST: Sham+tasiyici, BT: BKSH+tastyici, BR:
BKSH-+riluzol, SR: Sham-+riluzol
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Sekil 6. 1 giinliik BKSH ve riluzol tedavisini takiben erektil fonksiyon gostergesi total
IKB/OAB oranlarinin degerlendirilmesi. (a) BKSH’yi takiben KS’nin 1 voltluk
stimiilasyonunun total IKB/OAB oranina etkisi. (b) BKSH’yi takiben KS’nin 4
voltluk stimiilasyonunun total IKB/OAB oranma etkisi. () BKSH’yi takiben
KS’nin 8 voltluk stimiilasyonunun total IKB/OAB oranina etkisi (n=1-7).
BKSH: Bilateral kaverndz sinir hasari, KS: Kavernoz sinir, IKB: Intrakaverndz
basing, OAB: Ortalama arteriyel basing, ST: Sham+tasiyici, BT: BKSH+tasiyic,
BR: BKSH+riluzol, SR: Sham+riluzol

4.2.2. BKSH’yi Takiben Gelisen ED’de 7 Giinliik Riluzol Tedavisinin Etkisi

BKSH ardindan 7 giin sonra gergeklestirilen fonksiyonel dl¢iimlerde sham (7ST) ve
BKSH gruplar1 (7BT) karsilastirildiginda 4 ve 8 voltluk elektriksel stimiilasyonlar sonucu
mIKB/OAB oraninda anlamli bir azalma saptanmustir (Sekil 7¢,d, p<0.001, p<0.05). iki
gruba ait total IKB/OAB oranlar1 karsilastirildiginda ise yalmzca 4 voltluk stimiilasyon
sonucu anlamli bir azalma gozlenmistir (Sekil 8b, p<0.05). Ancak 7 giin siireyle 8 mg/kg
riluzol tedavisi sinir hasariyla azalan mIKB/OAB ve total IKB/OAB oranlarinda denenen

ti¢ voltta da anlamli bir degisiklik olusturmamustir (Sekil 7, 8).
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Sekil 7. 7 giinlik BKSH ve riluzol tedavisini takiben erektil fonksiyon gostergesi

mIKB/OAB oranlarnin degerlendirilmesi. () 7 giinlik BKSH’yi takiben
tastyict ve riluzol tedavisi almig si¢anlarin KS’lerine uygulanan 4 voltluk
stimiilasyon sonucu kan basinci ve IKB’larindaki degisimi gdsteren trace drnegi.
(b) 7 giinliik BKSH’yi takiben KS’nin 1 voltluk stimiilasyonunun miKB/OAB
oranmna etkisi. (C) 7 giinliik BKSH’yi takiben KS’nin 4 voltluk stimiilasyonunun
mIKB/OAB oranina etkisi. (d) 7 giinlik BKSH’yi takiben KS’nin 8 voltluk
stimiilasyonunun miKB/OAB oranma etkisi (n=3-7). *p<0.05, **p<0.01,
*#%p<0.001 7ST grubu ile karsilastirildiginda anlamli farklar ifade etmektedir.
BKSH: Bilateral kaverndz sinir hasari, KS: Kaverndz sinir, miKB: Maksimum
intrakaverndz basing, OAB: Ortalama arteriyel basing, 7ST: 7 giinliik
sham+tasiyici, 7BT: 7 giinliik BKSH+tasiyici, 7BR: 7 giinliik BKSH+riluzol,
7SR: 7 glinliik sham+riluzol
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Sekil 8. 7 giinlik BKSH ve riluzol tedavisini takiben erektil fonksiyon gostergesi total
IKB/OAB oranlarinin degerlendirilmesi. (a) 7 giinliik BKSH’yi takiben KS’nin 1
voltluk stimiilasyonunun total IKB/OAB oranma etkisi. (b) 7 giinliik BKSH’yi
takiben KS’nin 4 voltluk stimiilasyonunun total IKB/OAB oranimna etkisi. (C) 7
giinliik BKSH’yi takiben KS’nin 8 voltluk stimiilasyonunun total IKB/OAB
oranina etkisi (n=3-7). *p<0.05 7ST grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark:
ifade etmektedir. BKSH: Bilateral kavernoz sinir hasari, KS: Kavernoz sinir, IKB:
Intrakaverndz basing, OAB: Ortalama arteriyel basing, 7ST: 7 giinliik
sham+tasiyici, 7BT: 7 giinlik BKSH+tasiyici, 7BR: 7 giinlik BKSH+riluzol,
7SR: 7 glinliik sham+riluzol

4.2.3. BKSHyi Takiben Gelisen ED’de 15 Giinliik Riluzol Tedavisinin Etkisi

BKSH ardindan 15 giin sonra gergeklestirilen fonksiyonel 6l¢iimlerde sham (15ST)
ve BKSH (15BT) gruplart karsilagtirildiginda 4 ve 8 voltluk elektriksel stimiilasyonlar
sonucu MIKB/OAB oraninda anlamli azalma saptanmustir (Sekil 9; p<0.001, p<0.05). ki
gruba ait total IKB/OAB oranlar1 karsilastirildiginda ise yalnizca 4 voltluk stimiilasyon
sonucu anlamli bir azalma g6zlenmistir (Sekil 10, p<0.001). 15 giin siireyle riluzol tedavisi
sinir hasarryla azalan miKB/OAB oraninda 4 ve 8 voltluk stimiilasyonlarda anlamli artisa
neden olmustur (Sekil 9c,d; p<0.001, p<0.01). 4 voltluk stimiilasyon sonucu riluzol

tedavisi alan hasar grubunun miKB/OAB oranmin sham grubuna kiyasla anlamli diisiik
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oldugu saptanmistir (Sekil 9c; p<0.05). Ancak 8 voltluk stimiilasyon sonucu riluzol
tedavisi alan hasar grubunun miKB/OAB oranmmn sham grubuna benzer oldugu
goriilmektedir (Sekil 9d).

Total IKB/OAB oranlar1 degerlendirildiginde ise yalnizca 4 voltluk stimiilasyonda
riluzol tedavisi anlamli bir iyilesme saglamigtir (Sekil 10b; p<0.001). Ancak diisiik
voltlarda KS stimiilasyonunun riluzol tedavisi alan sham grubunda miKB/OAB ve total
IKB/OAB oranlarinda anlamli artisa neden oldugu goriilmektedir (Sekil 9b, 10a; p<0.05).
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Sekil 9. 15 giinlik BKSH ve riluzol tedavisini takiben erektil fonksiyon gostergesi
miKB/OAB oranlarmin degerlendirilmesi. (a) 15 giinlik BKSH’yi takiben
tasiyict ve riluzol tedavisi almis siganlarin KS’lerine uygulanan 4 voltluk
stimiilasyon sonucu kan basinci ve IKB’larindaki degisimi gosteren trace drnegi.
(b) 15 giinliik BKSH’yi takiben KS’nin 1 voltluk stimiilasyonunun miKB/OAB
oranina etkisi. (¢)15 giinliik BKSH’yi takiben KS’nin 4 voltluk stimiilasyonunun
mIKB/OAB oranma etkisi. (d) 15 giinliik BKSH’yi takiben KS’nin 8 voltluk
stimiilasyonunun MIKB/OAB oranma etkisi (n=5-6). *** p<0.001, *p<0.05
15ST grubu ile karsilastinldiginda; "#p<0.001, ™p<0.01 15BT grubu ile
karsilastirildiginda anlaml farklar1 ifade etmektedir. BKSH: Bilateral kavernoz
sinir hasar1, KS: Kaverndz sinir, miKB: Maksimum intrakavernéz basing, OAB:
Ortalama arteriyel basing, 15ST: 15 giinliik sham+tasiyici, 15BT: 15 giinliik
BKSH-+tasiyici, 15BR: 15 giinliik BKSH+riluzol, 15SR: 15 giinliik sham+riluzol
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Sekil 10. 15 giinliik BKSH ve riluzol tedavisini takiben erektil fonksiyonun gostergesi
total IKB/OAB oranlarmnin degerlendirilmesi. (a) 15 giinliik BKSH’yi takiben
KS’nin 1 voltluk stimiilasyonunun total IKB/OAB oranina etkisi. (b) 15 giinliik
BKSHyi takiben KS’nin 4 voltluk stimiilasyonunun total IKB/OAB oranina
etkisi. (c) 15 giinlik BKSH’yi takiben KS’nin 8 voltluk stimiilasyonunun total
IKB/OAB oranma etkisi (n=5-6). *** p<0.001, *p<0.05 15ST grubu ile
karsilastirildiginda; *#p<0.001 15BT grubu ile karsilastirildiginda anlamli
farklar1 ifade etmektedir. BKSH: Bilateral kavernoz sinir hasari, KS: Kavernoz
sinir, IKB: Intrakaverndz basing, OAB: Ortalama arteriyel basing, 15ST: 15
giinlik sham+tasiyici, 15BT: 15 giinliik BKSH+tasiyici, 15BR: 15 giinliik
BKSH-+riluzol, 15SR: 15 giinlitk sham+riluzol

4.2.4. Spontan Ereksiyon (SE) Olusumuna Riluzoliin EtKisi

BKSH sonrast 7 ve 15 giinliik riluzol tedavisi sonrast in vivo erektil fonksiyonun
degerlendirilmesi ig¢in yapilan Olglimler sirasinda beklenmedik bir sekilde riluzol
uygulamasinin deney hayvanlarinin bazilarinda SE gelisimine neden oldugu goriilmiistiir.
Deney protokoliinde 7 ve 15 giinliik riluzol tedavisi alan toplam 21 deney hayvanindan 10
tanesinde (%47.62) spontan ereksiyon gozlendi. SE gozlenen hayvanlarin 3°i sham 3’

hasar grubu olmak tizere 6’s1 (%60) 7 giinliik riluzol tedavisi alirken, 2’si sham 2’si hasar
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grubu olmak tizere 4’li (%40) 15 giinliik riluzol tedavisi almaktadir. Detaylar Tablo 9’da

gosterilmigtir.

Yapilan degerlendirmede SE gozlenen total deney hayvani sayilarinin sham ve
hasar gruplarinda esit oldugu goriilmiistiir. Bazi deney hayvanlarinda elektriksel
stimiilasyon olmadan veya elektriksel stimiilasyon olduktan sonra birden fazla SE olustugu

gozlenmistir.

SE’lere ait mIKB/OAB oranlari incelendiginde sham gruplarinda oranlarin oldukca
yiiksek oldugu goriiliirken hasar gruplarinda miKB/OAB oranlarmin kismen daha diisiik
oldugu goriilmiistiir (Sekil 11 a,b).

Tablo 9. Tedavi gruplarina gére SE sayilari ve yiizdeleri. SE: Spontan ereksiyon

Stimiilasyon 1 voltluk 4 voltluk 8 voltluk
olmadan stimiilasyon stimiilasyon stimiilasyon
Tedavi goriilen SE sonrasi sonrasi sonrasi
gruplari sayisl goriilen SE goriilen SE goriilen SE
sayisl sayisl sayisi
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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Sekil 11. 7 ve 15 giinliik riluzol tedavisini takiben goriilen SE’nin degerlendirilmesi. (a)
SE’leri gosteren trace Ornekleri. (b) 7 ve 15 giinliik riluzol tedavisinin neden
oldugu SE’lere ait miKB/OAB oranlari. SE: Spontan ereksiyon, miKB:
maksimum intrakavernéz basing, OAB: Ortalama arteriyel basing,
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Sham-+tasiyici, BT: BKSH+tastyici, SR: Sham+riluzol, BR: BKSH+riluzol

4.3.Western Blot Sonuglari

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

I Ekspresyonu Uzerine Etkisi

BKSH ardindan 7 ve 15 giin boyunca riluzol ve tasiyici tedavisi alan siganlarin
penis dokularindaki PKC B II ve p-PKC B II protein ekspresyon diizeylerindeki
degisiklikler incelenmistir. Elde edilen sonuglara gére penis dokusunda 7 veya 15 giinliik

sinir hasarinda veya riluzol tedavisiyle PKC B II ekspresyon diizeyinde anlamli bir

degisiklik saptanmamustir (Sekil 12).
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Sekil 12. 7 ve 15 giinlik BKSH ve riluzol tedavisininin penis PKC [ II ekspresyon

diizeyine etkisi. (a) 7 glinlik BKSH ve riluzol tedavisininin penis PKC f II
ekspresyon diizeyi iizerine etkileri (n=4). (b) 15 gilinlik BKSH ve riluzol
tedavisininin penis PKC B II ekspresyon diizeyi {izerine etkileri (n=2). BKSH:
Bilateral kaverndz sinir hasari, PKC B II: Protein kinaz C B II, 7ST: 7 giinliik
sham+tagiyici, 7BT: 7 ginliik BKSH+tasiyici, 7BR: 7 giinlik BKSH+riluzol,
7SR: 7 giinliik sham+riluzol, 15ST: 15 giinliik sham+tasiyici, 15BT: 15 giinlik
BKSH+tasiyici, 15BR: 15 giinlik BKSH+riluzol, 15SR: 15 giinliik

sham-+riluzol

Penis dokusunda p-PKC B II ekspresyonlar1 degerlendirildiginde 7 ve 15 giinliik

BKSH’yi

takiben p-PKC B II ekspresyonlar1 anlamli olarak azalirken 7 giinliik riluzol

tedavisi bu azalmayi onleyememistir. Ancak 15 giinliik riluzol tedavisi sinir hasari sonucu

gelisen p-PKC B 1I ekspresyonundaki azalmay1 6nlemistir (Sekil 13).
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Sekil 13. 7 ve 15 giinlik BKSH ve riluzol tedavisininin penis p-PKC f II ekspresyon

diizeyine etkisi. (a) 7 giinlik BKSH ve riluzol tedavisininin penis p-PKC B 11
ekspresyon diizeyi lizerine etkileri (n=3-4). (b) 15 giinlik BKSH ve riluzol
tedavisininin penis p-PKC B 1II ekspresyon diizeyi iizerine etkileri (n=3-4).
** p<0.01 7ST grubuyla karsilagtirlldiginda anlamli farki ifade etmektedir.
"% p<0.001 15ST grubuyla karsilastinldiginda anlamli farki ifade etmektedir.
® p<0.05 15BT grubuyla karsilastirildiginda anlamh farki ifade etmektedir.
BKSH: Bilateral kavernoz sinir hasari, p-PKC f II: Fosfo-protein kinaz C f II,
7ST: 7 giinlik sham+tasiyici, 7BT: 7 giinliik BKSH+tasiyici, 7BR: 7 giinliik
BKSH-+riluzol, 7SR: 7 giinlik sham+riluzol, 15ST: 15 giinlik sham+tasiyici,
I5BT: 15 giinlik BKSH+tasiyici, 15BR: 15 giinlik BKSH+riluzol, 15SR: 15

giinliik sham+riluzol

43.2. MPG dokusunda BKSH’yi Takiben Riluzol Tedavisinin p-PKC B 1I

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

BKSH ardindan 7 ve 15 giin boyunca riluzol ve tasiyici tedavisi alan siganlarin

MPG dokularindaki p-PKC B II protein ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler

incelenmistir. MPG dokusunda 7 veya 15 giinliik sinir hasarinda veya riluzol tedavisiyle p-

PKC B 1I ekspresyon diizeylerinde anlaml bir degisiklik saptanmamistir (Sekil 14).

62



a

7ST  7BT

7BR

7SR

78 kDa | M

42 kDa | (I S S —

1504
£
Z
= 100-
Q.
=4 T
o]
% 50 =
1 o
0- T
7ST 7BT 7BR 7SR

15ST

15BT 15BR

15SR

p-PKC pII | " S

p aktin

g

8

p-PKC B II/ § aktin

ISST

mW (kDa)

<« 100
<« 75

e
B
e
e
ISBT  1SBR  15SR

Sekil 14. 7 ve 15 giinliik BKSH ve riluzol tedavisininin MPG p-PKC B II ekspresyon
diizeyine etkisi (a) 7 gilinlik BKSH ve riluzol tedavisininin MPG p-PKC B 1I
ekspresyon diizeyi itizerine etkileri (n=3) (b) 15 giinlik BKSH ve riluzol
tedavisininin MPG p-PKC B II ekspresyon diizeyi lizerine etkileri (n=3). BKSH:
Bilateral kavernoz sinir hasari, MPG: Major pelvik gangliyon, p-PKC B II:
Fosfo-protein kinaz C B 1II, 7ST: 7 giinliik sham-+tasiyici, 7BT: 7 giinlik
BKSH+tasiyici, 7BR: 7 giinliik BKSH+riluzol, 7SR: 7 giinliik sham+riluzol,
15ST: 15 giinlik sham+tasiyict, 15BT: 15 giinliik BKSH+tasiyici, 15BR: 15

glinlik BKSH+riluzol, 15SR: 15 giinliik sham+riluzol

4.3.3. MPG Dokusunda BKSH’yi Takiben Riluzol Tedavisinin EAAT-1 Ekspresyonu

Uzerine Etkisi

BKSH ardindan 7 ve 15 giin boyunca riluzol ve tasiyici tedavisi alan si¢anlarin

MPG dokularindaki EAAT-1 protein ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler incelenmistir.

MPG dokusunda 7 giinliik sinir hasarim1 takiben EAAT-1 ekspresyonunda anlamli bir

degisiklik goriilmezken, 15 giinliik sinir hasarimi takiben EAAT-1 diizeyinin anlamli olarak

azaldig1 saptanmustir. Ancak riluzol tedavisi

onleyememistir (Sekil 15).
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Sekil 15. 7 ve 15 giinlik BKSH ve riluzol tedavisininin MPG EAAT-1 ekspresyon
diizeyine etkisi. (a) 7 giinlik BKSH ve riluzol tedavisininin MPG EAAT-1
ekspresyon diizeyi lizerine etkileri (n=4). (b) 15 giinlik BKSH ve riluzol
tedavisininin MPG EAAT-1 ekspresyon diizeyi tizerine etkileri (n=4-5).
*p<0.05 15ST grubuyla karsilastirildiginda anlamli farki ifade etmektedir.
BKSH: Bilateral kaverndz sinir hasari, MPG: Major pelvik gangliyon, EAAT-1:
Eksitator aminoasid tagiyicisi-1, 7ST: 7 gilinliikk sham+tasiyict, 7BT: 7 giinliik
BKSH+tasiyici, 7BR: 7 giinlik BKSH+riluzol, 7SR: 7 giinlik sham+riluzol,
15ST: 15 gilinlik sham+tasiyici, 15BT: 15 giinlik BKSH+tasiyici, 15BR: 15
giinlik BKSH+riluzol, 15SR: 15 giinliik sham+riluzol

4.3.4. MPG Dokusunda BKSH’yi Takiben Riluzol Tedavisinin EAAT-2 Ekspresyonu
Uzerine EtkKisi

BKSH ardindan 7 ve 15 giin boyunca riluzol ve tasiyici tedavisi alan siganlarin
MPG dokularindaki EAAT-2 protein ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler incelenmistir.
MPG dokusunda 7 ve 15 giinliik sinir hasarini1 takiben EAAT-2 ekspresyonunda anlamli
bir azalma saptanmustir. 7 giinliik riluzol tedavisinin EAAT-2 ekspresyonundaki azalmay1

onleyemedigi goriilirken 15 giinliik riluzol tedavisinin EAAT-2 ekspresyonundaki

azalmayi 6nledigi saptanmistir (Sekil 16).
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Sekil 16. 7 ve 15 giinlik BKSH ve riluzol tedavisininin MPG EAAT-2 ekspresyon
diizeyine etkisi. (a) 7 glnliik BKSH ve riluzol tedavisininin MPG EAAT-2
ekspresyon diizeyi iizerine etkileri (n=4). (b) 15 giinlik BKSH ve riluzol
tedavisininin MPG EAAT-2 ekspresyon diizeyi lzerine etkileri (n=4-5).
***p<0.001 7ST grubuyla karsilastirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir.
"p<0.001 15ST grubuyla karsilastirildiginda anlaml fark: ifade etmektedir.
®p<0.05 15BT grubuyla karsilastirildiginda anlamli farki ifade etmektedir.
BKSH: Bilateral kavernoz sinir hasari, MPG: Major pelvik gangliyon, EAAT-2:
Eksitator aminoasid tastyicisi-2, 7ST: 7 gilinliik sham+tasiyici, 7BT: 7 giinliik
BKSH+tasiyici, 7BR: 7 giinliik BKSH+riluzol, 7SR: 7 giinlik sham+riluzol,
15ST: 15 giinliik sham+tasiyici, 15BT: 15 giinlilk BKSH+tasiyic1, 15BR: 15
giinlik BKSH+riluzol, 15SR: 15 giinliik sham+riluzol

4.3.5. MPG Dokusunda BKSH’yi Takiben Riluzol Tedavisinin GAP-43 Ekspresyonu
Uzerine EtKisi

BKSH ardindan 7 ve 15 giin boyunca riluzol ve tasiyici tedavisi alan siganlarin
MPG dokularindaki GAP-43 ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler incelenmistir. MPG
dokusunda 7 veya 15 giinliik sinir hasarinda GAP-43 ekspresyon diizeylerinde anlamli bir
degisiklik saptanmamistir. Benzer sekilde BKSH sonrasi riluzol tedavisi de MPG’de GAP-
43 ekspresyon diizeylerinde anlamli bir degisiklige neden olmamustir (Sekil 17).
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Sekil 17. 7 ve 15 giinlik BKSH ve riluzol tedavisininin MPG GAP-43 ekspresyon
diizeyine etkisi (a) 7 giinlik BKSH ve riluzol tedavisininin MPG GAP-43
ekspresyon diizeyi tizerine etkileri (n=4-5) (b) 15 giinliik BKSH ve riluzol
tedavisininin MPG GAP-43 ekspresyon diizeyi iizerine etkileri (n=4-6). BKSH:
Bilateral kaverndz sinir hasar, MPG: Major pelvik gangliyon, GAP-43:
Biiylime 1iligkili protein-43, 7ST: 7 giinlik sham+tasiyici, 7BT: 7 giinliik
BKSH+tasiyici, 7BR: 7 glinliik BKSH+riluzol, 7SR: 7 giinlik sham+riluzol,
15ST: 15 giinlik sham+tasiyici, 15BT: 15 glinlik BKSH+tasiyici, 15BR: 15
glinlik BKSH+riluzol, 15SR: 15 giinliik sham+riluzol
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5. TARTISMA ve SONUC

Prostat bezinin anatomisinden kaynakli cerrahi bakimdan oldukga avantajli olmasi
ve gelistirilen sinir koruyucu cerrahi tekniklerin operasyonun basarisini yiikseltmesine
ragmen, noronlarin cerrahi sirasinda hasarlanmasi klinikte radikal prostatektomi sonucu
gelisen ED ve mesane disfonksiyonuna neden olmaktadir. Ozellikle son yillarda prostat
kanserinin erken yaslarda saptanabilmesi sebebiyle radikal prostatektomi operasyonu
geciren geng bireylerin yasam Xkaliteleri agisindan erektil fonksiyon bozuklugu tedavi
edilmelidir. Bu nedenle radikal prostatektomi sonucu gelisen ED hem klinik hem de
deneysel agidan lizerinde yogunlasilmasi gereken norovaskiiler bir komplikasyondur (7).
Gliniimiizde farkli etiyolojik kaynakli ED tedavisinde cGMP nin yikimint 6nleyerek NO
bagiml yolagin aktivasyonunda rol oynayan PDE 5 enzim inhibitorleri birinci sira olarak
gosterilse de noronal hasarin hakim oldugu dénem olan radikal prostatektomiyi takiben 6
ay icinde kullanimlarina hastalarin yalnizca %12-17’si cevap vermektedir (146, 205). Bu
nedenle radikal prostatektomi sonucu gelisen ED’nin mekanizmasinin incelenmesi ve
tedavi yaklasimi olarak noroprotektif etkili ilaglarin gelistirilmesi son yillarda yapilan
birgok ¢alismanin ana hedefini olusturmaktadir (8). Bu ¢alismada radikal prostatektomi
sonucu gelisen ED modeli olarak kullanilan sigan BKSH modelinde, klinikte néroprotektif
etkisi sebebiyle noérodejeneratif kosullarda giivenle kullanilan riluzoliin, BKSH sonucu
gelisen ED'ye etkisi ve bu etkiye aracilik ettigini diisiindiigiimiiz PKC- Il ve GT

yolaklaryla iligkisi fonksiyonel ve molekiiler diizeyde incelenmistir.

Calismamizda siganlara 1, 7 ve 15 giinlik BKSH modeli uygulanmis ve dncelikle
fonksiyonel degisiklikler incelenmistir. 1 gilinliik BKSH modelinde erektil fonksiyonda
anlamli bir azalma saptanmamisken, 7 ve 15 giinlik BKSH modelinde erektil fonksiyon
sham grubuna kiyasla anlamli olarak azalmistir. Sonuclarimizla uyumlu olarak yapilan
diger benzer ¢alismalarda da 7 ve 14 giinliik KS hasarini1 takiben erektil fonksiyonun
anlamli olarak azaldigi ve ED gelistigi rapor edilmistir (5, 154, 206). Calismamizda
uyguladigimiz BKSH modelinde 1 giin sonra erektil fonksiyonda anlamli bir azalma
olusmamustir. Literatiirde 1 gilinliik KS hasar1 sonucu sigan ve farelerde ED gelistigine dair
caligmalar olmasina ragmen, (207, 208) bu farkliligin tiirler arasi degiskenlikten ve
uygulanan hasarin siddeti, kullanilan cerrahi ekipmanin farkliligi, hasar siiresi ve hasari
uygulayan arastirmacinin bireysel degiskenligi gibi parametrelerden kaynaklandigi

diistinilmektedir.
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Riluzol, klinikte ALS tedavisinde 25, 50 ve 100 mg’lik dozlar1 g¢esitli
kombinasyonlar halinde oral yoldan kullanilan néroprotektif etkili bir ajandir (196).
Riluzoliin ¢esitli deney modellerinde noroprotektif etkisinin incelendigi ¢calismalarda oral
yoldan genellikle 8, 10, 12 mg/kg/giin dozlarinda uygulanirken, daha ¢ok tercih edilen i.p.
yolla uygulama oldugu goriilmiis ve i.p. olarak genellikle 2, 4, 6, 8 ve 16 mg/kg/giin
dozlar1 néroprotektif etkiye aracilik eden tedavi dozlari olarak kullanilmistir (185, 191, 204,
209-212). Literatiir arastirmalar1 dogrultusunda ¢alismamizda riluzoliin etkinligini
degerlendirmek tizere degisken siirelerde noroprotektif etkiden sorumlu, deneysel
caligmalarda siklikla tercih edilen etkili dozlarindan biri olan 8 mg/kg/giin dozu si¢anlara
uygulanmak tizere se¢ilmistir. Calismamiz kapsaminda doz optimizasyonu yapilmasi
planlanmamis ve bu konuda herhangi bir 6n ¢alisma yapilmamistir. Oncelikli hedefimiz,
deneysel noroprotektif etkili dozundan hareketle riluzoliin literatiirde daha once
incelenmemis postgangliyonik otonomik noropati modeli olan BKSH modelindeki

noroprotektif etkinligini degerlendirmektir.

Bulgularimiz 7 giinliik BKSH’yi takiben 8 mg/kg/giin i.p. riluzol uygulamasinin
hasarla azalan erektil fonksiyonu Onleyemedigini gostermektedir. Erektil fonksiyonun
gostergesi IKB’nin riluzol tedavisi alan grupta tasiyici verilen hasar grubuna gére artma
trendi olmasma ragmen sham grubuna kiyasla hala anlamli olarak disiik oldugu
goriilmistiir. Diger taraftan BKSH hasarini takiben 15 giin riluzol (8 mg/kg; i.p.) tedavisi
erektil fonksiyonu anlamli olarak iyilestirdi. Medico ve ark.’nin yaptigi bir ¢aligmada
siyatik sinir hasari ile indiiklenen periferik noropati modelinde 2, 4 ve 8 mg/kg/giin
dozlarinda i.p. riluzol tedavisi hasari1 takiben 3 giin boyunca uygulanmis ve riluzol
tedavisinin doza bagimli olarak sicanlarin motor fonksiyonlarini iyilestirdigi saptanmistir.
(191). Cabaj ve ark.’nin g¢alismasinda ise yenidogan siganlarda siyatik sinir hasarini
takiben 14 giin boyunca 16 mg/kg/giin i.p. riluzol tedavisi uygulanmis ve riluzoliin
noroprotektif etki gosterdigini saptamiglardir (213). Costa ve ark. tavsanlarda yaptigi bir
caligmada ise fasiyal sinir hasari sonucu 4 hafta boyunca 4 mg/kg/giin i.p. riluzol
tedavisinin akson yogunlugunda ii¢ kata varan artmaya neden oldugunu gostermislerdir
(211). Pinteér ve ark. brakiyal pleksus yararlanmasi modeli olan ventral kdk avulsiyonu
modelinde 3 hafta boyunca i.p. 4 mg/kg (ilk hafta boyunca 4 mg/kg/giin; sonraki 2 hafta
giin asir1 4 mg/kg) riluzol tedavisinin motor néron dliimlerini azalttigini tespit etmislerdir
(214). Bergerot ve ark. ise benzer deney modelinde 2 hafta boyunca i.p. 4 mg/kg/giin

riluzol tedavisinin motor noronlardaki dentritik uzantilart arttirdigimi ve lokomotor
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aktiviteyi iyilestirdigini gostermislerdir (215). Vorwerk ve ark. da si¢anlarda optik sinir
hasar1 modelinde 7. giin sonunda glutamat seviyesinin pik yaptigini ve 7’si hasardan 6nce
olmak tizere toplam 14 giinliik i.p. 8 mg/kg/giin riluzol tedavisinin glutamat seviyesini
anlamli olarak azalttigimi ve bu sayede retinal gangliyon hiicrelerinin kaybini

engelleyebilecegini 6ne siirmiislerdir (204).

Mekanik hasarla indiiklenen noropati modellerin yani sira antineoplastik ilaglarla
indiiklenen periferik noropatilerde de riluzol tedavisinin etkinligi incelenmistir. Poupon ve
ark. farelerde oksaliplatinle indiiklenen periferik néropatinin neden oldugu agr1, duyusal ve
motor sinirlerdeki yapisal/ elektrofizyolojik degisikleri 13.2 mg/kg/giine karsilik gelecek
sekilde igcme suyuyla uygulanan riluzol tedavisinin 6nledigini gostermislerdir (216). Ayrica
giiniimiizde kolorektal kanser hastalarinda oksaliplatinle indiiklenen periferik noropatide
riluzoliin terapétik etkinligi faz 2 g¢aligmasi kapsaminda arastirilmakta ve ¢alismanin 2021
yilinda tamamlanmasi1 beklenmektedir  (217). Calismamiz kapsaminda si¢anlarda
postgangliyonik otonomik noéropati modeli olan BKSH basariyla olusturulmus ve bu
modelde IKB degisiklikleri degerlendirildiginde 8 mg/kg/giin riluzol tedavisinin
fonksiyonel olarak olusan hasar1 iyilestirdigi ilk defa gosterilmistir. Bu nedenle
bulgularimiz klinikte farkli etiyolojilerde noroprotektif etkisi sebebiyle giivenle kullanilan
riluzoliin ilag yeniden amacglandirma ve yeniden konumlandirilmasi stratejisi kapsaminda

periferik noropatilerdeki etkinligi bakimindan 6nemli 6n veri niteligindedir.

Calismamizda beklenmedik bir sekilde sham ve hasar gruplarmma 7 ve 15 giin
boyunca i.p. uygulanan riluzol tedavisinin, deney hayvanlarinin 6nemli kisminda SE
olusumuna neden oldugu goriilmiistiir. Sham grubuna ait deney hayvanlarinin bir kisminda
kayit siiresince birden fazla kez SE olustugu gozlenmistir. Literatiir incelendiginde
riluzoliin SE veya priapik aktiviteyle iligkisini gosteren herhangi bir deneysel ¢alismaya
rastlanmamustir. Ancak FDA verilerine gore Rilutek® 50 mg film tabletin yan etki
profilinin incelendigi klinik ¢alismada hastalarda iirogenital sistem yan etkileri igerisinde
nadiren priapizm olustugu rapor edilmistir (218). Ileri ki ¢alismalarimizda, bu gdzlemin
sistematik olarak incelenmesi, olasi mekanizmalarinin (PDE enzimleriyle iliskisi, nNOS-
eNOS/NO/cGMP yolagi iliskisi, RhoA/Rho kinaz sinyalizasyonuyla etkilesimleri, néronal

etkileri) aydinlatilmaya ¢alisilmasi planlanmistir.

Calismamiz kapsaminda BKSH ile indiiklenen ED’de riluzoliin in vivo olarak

gosterilen terapotik etkinliginin molekiiler mekanizmalar1 da aydinlatilmaya caligilmigtir.
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Bu amagla, deney gruplarinda in vivo erektil fonksiyon Ol¢limii tamamlandiktan sonra,
penis ve MPG dokular ¢esitli protein ekspresyonlarinin incelenmesi i¢in uygun sekilde
toplanip western blot analizleri i¢in hazirlanmistir. Calismamizda 7 veya 15 giinliik BKSH
modelinde penis dokusunda PKC B II ve p-PKC B II protein ekspresyonlar1 incelenmistir.
Penis dokusunda 7 veya 15 giinlik BKSH ve BKSH’yi takiben riluzol tedavisinde PKC
II protein ekspresyonlarinda anlamli bir degisiklik saptanmazken p-PKC (B II protein
ekspresyonlarinda 7 ve 15 giinlilk BKSH ile anlamli azalma saptanmistir. Ayrica 7 giinliik
riluzol tedavisinin p-PKC B 1II protein ekspresyonundaki azalmayi Onleyemedigi
goriiliirken hasar1 takiben 15 giinlikk riluzol tedavisinin p-PKC B II ekspresyonundaki
azalmay1 Onledigi bulunmustur. Penis dokusunun ardindan MPG dokusunda yalnizca
peniste ekspresyonu degistigi goriilen p-PKC B II protein ekspresyonunun 7 ve 15 giinliik
BKSH modelinde sonrasi1 degisimi incelenmistir. MPG’de 7 veya 15 giinliik BKSH sonrasi
p-PKC B II protein ekspresyonunun anlamli olarak degismedigi saptanmistir. MPG’de
riluzol tedavisinin etkinligini degerlendirmek i¢in BKSH sonrasi riluzol tedavisi alan
gruplarda da p-PKC [ 1II protein ekspresyon diizeyinde anlami bir degisiklik

saptanmamuistir.

PKC proteinleri serin/treonin rezidiilerinden fosforile eden bir kinaz enzimidir ve
ti¢ sekilde aktive olmaktadir; 1) fosforilasyon, 2) ligandla etkilesme (DAG, fosfolipidler ve
Ca’™) 3) enzimin subseliiler lokasyonunu saglayan proteinlere baglanmasi. Ortamda
herhangi bir uyar1 yokken PKC sitozolde yer almaktadir (219). Yeni sentezlenen PKC B II
ser660 konumundan fosforillenerek sitozole salinmakta ve hiicreler uyarildiginda artan
intraseliiler DAG PKC’nin sitozolden membrana translokasyonunu saglayarak PKC’yi
aktive etmektedir (219, 220). Bulgularimiza gore hasarla sitozolde p-PKC B II formunun
azalmast PKC B II’'nin membrana transloke olarak aktiflestiginin bir gostergesi olarak
yorumlanabilir. He ve ark. paklitakselle indiiklenen periferik noropati modelinin afferent
duyusal noronlarinda PKC B II aktivasyonuna neden oldugunu gostermislerdir. Calismada
zamana bagl olarak sitozolik PKC f II ekspresyonu anlamli olarak azalirken membranal
PKC B II ekspresyonu kontrole gore anlamli olarak artmakta bu durumda PKC B II
izoformunun aktiflesmesi olarak yorumlanmaktadir (133). PKC’nin eNOS aktivitesini
inhibe ederek endotelyal NO’nun iiretiminde azalmaya neden oldugu bilinmektedir. PKC
aracilt eNOS un inhibitoér Thr495 kismindan fosforillenmesiyle enzimatik aktivite ortadan
kalkmakta ve NO fiiretimi bu sekilde azalmaktadir (221). Ozellikle PKC B’nin endotelyal
disfonksiyondan sorumlu ana PKC alt tipi oldugu aydmlatilmig ve Tip 2 diyabetli
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hastalarda yapilan iki farkli klinik ¢alismada PKC f inhibisyonunun diyabete bagimli hem
makrovaskiiler hem de mikrovaskiiler endotelyal fonksiyonlari iyilestirdigi goriilmiistiir
(20, 21). Endotelyal hiicre kiiltiiriinde yapilan bir ¢alismada ise hiicreler yiiksek
konsantrasyonda glukozla inkiibe edildiginde membranal p-PKC B II (ser660)
ekspresyonunun dramatik bir sekilde arttigi gosterilmistir. Ayni calismada PKC B 1I
aktivatorii uygulamasinin da benzer sekilde membranal p-PKC [ 1II (ser660)
ekspresyonunu arttirdigr ve selektif PKC B II inhibitérii CGP53353’in konsantrasyon
bagimli olarak bu artis1 azalttig1 gosterilmistir (222). Miletic ve ark. siyatik sinir hasarinda
PKC alt tiplerini inceledikleri bir ¢alismada ise siyatik sinir hasarini takiben 7. giinde
spinal kordda PKC-B II ekspresyonunun anlamli olarak arttigi saptanmistir (19). Noh ve
arkadaglar1 kortikal hiicre kiiltiirlerinde yaptiklar1 ¢aligmada PKC aktivatorii uygulamasi
sonucu artan PKC aktivitesinin riluzol uygulamasiyla azaldigimi ilk defa tanimlayarak
riluzoliin PKC direkt inhibitorii oldugunu goéstermislerdir. Bu etkinin ALS tedavisinde
riluzoliin noroprotektif etkinligini destekleyici bir mekanizma oldugunu savunmuslardir
(18). Ardindan Yoo ve arkadaslari endotelyal hiicre proliferasyonu iizerine yaptigi bir
caligmada riluzoliin selektif olarak PKC B II alt tipini inhibe ederek etki gosterdigini
saptamislardir (9). Sonug olarak literatiirde ¢esitli patolojilerde endotelyal disfonksiyona ve
norodejeneratif siireclere aracilik ettigi gosterilen PKC’nin aktive formu olan p-PKC f II
(ser660)’nin BKSH sonucu penis diiz kasinda ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi ve
hasar sonrasi 15 giinliik riluzol tedavisinin de bu azalmayi iyilestirdigi goriilmiistiir. Ayrica
p-PKC B II (ser660)’in BKSH sonucu MPG dokusunda ekspresyonunun degismedigi
riluzol tedavisinin de bu durumu etkilemedigi gosterilmistir. Bu durumda riluzoliin ED’de
PKC B II aracil1 gelisen norodejeneratif siiregler disinda vaskiiler degisiklikleri iyilestirdigi
yorumu yapilabilir. Caligmamizda endotelyal disfonksiyonu degerlendirmek {lizere eNOS
ekspresyon diizeyi degerlendirilmemistir. Ancak ED’de peniste eNOS ekspresyonunun
azaldi1 bilinmektedir. Ozellikle peniste incelen p-PKC B II ekspresyon diizeyindeki
degisimin  fonksiyonel calismalarimizla parelellik  gostermesi gelisen ED’ye
PKC/eNOS/NO yolagmin aracilik ettigini diisiindiirmektedir. Hipotezin dogrulanmasi i¢in

ileriki ¢alismalarda bu yolagin arastirilmasi hedeflenmektedir.

Yapilan birtakim arastirmalar riluzoliin noroprotektif etkisini glutamerjik sistemle
etkilesimine dayandirmaktadir. Normal fizyolojik sartlarda glutamat presinaptik
membrandan saliverilerek postsinaptik membranda bulunan reseptdrlerine ((NMDA), a-

amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazol propiyonik asit (AMPA), metabotropik glutamat
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reseptorleri) baglanarak katyon influksuna aracilik ederek postsinaptik membran
depolarizasyonuna neden olmaktadir. Asir1 miktarda glutamat saliverilmesi asir1 Ca*”
influksunu takiben eksitotoksisiteye ve sonucta néron kaybina neden olur (21). Fizyolojik
olarak kritik olan bu ekstraseliiler glutamat seviyesinin regiilasyonunda, noron ve glialarda
bulunan Na® bagimli EAAT sinifina dahil olan GT’ler rol oynamaktadir (203, 223).
Glutamat uptake’inde ana rol EAAT-1, EAAT-2 ve daha az olarak da EAAT-3 iizerindedir
(199). ALS’li hastalarda yapilan ¢alismalarda glutamat seviyesinin saglikli bireylere gore
iic kat daha fazla oldugu ve motor ndronlardaki GT ekspresyonlarinin azaldig
gosterilmistir. Ayn1 zamanda siganlarda azalmig GT aktivitesi sonucu glutamat uptake’inin
bozulmasimi takiben post-sinaptik glutamat reseptdrlerinin asir1 uyarilmasi sonucu noronal
olimiin gergeklestigi saptanmistir (200). GT’lerin temel olarak noronlarda ve destek
hiicrelerinde ekprese ediliyor olmasi ve nérodejenerasyon/noroprotektif siireglerde etkin
rol oynamalar1 sebebiyle ¢aligmamizda GT’lerin protein ekspresyonlari yalnizca otonomik
bir gangliyon olan MPG dokusunda degerlendirilmistir. Calismamizda 7 giinlik BKSH
sonucu MPG’de EAAT-1 ekspresyonunda anlamli bir degisiklik saptanmazken sham
grubuna gore 15 giinlik BKSH’yi takiben EAAT-1 ekspresyonunda anlamli azalma
saptanmig ancak riluzol tedavisinin bu azalmayi Onleyemedigi goriilmiistiir. Ayrica
calismamizda sham grubuna gore hem 7 hem de 15 giinlitk BKSH sonucu MPG’de EAAT-
2 ekspresyonunda anlamli azalma saptanmistir. Hasar sonras1 7 giinliik riluzol tedavisinin
EAAT-2 ekspresyonundaki azalmayr Onleyemedigi goriilirken 15 giinlik riluzol
tedavisinin EAAT-2 ekspresyonundaki azalmayi anlamli olarak onledigi saptanmustir.
Periferik sinir hasart sonucu degisen GT ekspresyonlarinin ¢esitli ndroplastik degisikliklere
ve eksitotoksik yolaklarin aktivasyonuna neden oldugu bilinmektedir (16, 201-203).
Siyatik sinir hasar1 olusturulan sicanlarda GT aktivatorii olan riluzoliin non-selektif olarak
glutamat uptake’ini arttirdigit ve bu sayede glutamat eksitotoksisitesini Onleyerek
noroprotektif etki olusturdugu saptanmistir (16, 17). Benzer sekilde siganlarda optik sinir
hasarinda riluzol tedavisinin glutamat seviyesini anlamli olarak azaltarak noroprotektif etki
olusturdugu gosterilmistir (204). Napier ve ark. farelerde parsiyel siyatik sinir hasari
sonrast 4. ve 7. glin sonunda spinal kordda yapilan immiinohistokimyasal analizde EAAT-
1 ve EAAT-2 ekspresyonlarinin azaldigimi EAAT-3 ekspresyonunun degismedigini
gostermislerdir (203). Benzer sekilde baska bir ¢alismada siganlarda siyatik sinir hasarini
takiben 7 ve 14. giinlerde EAAT-1 ve EAAT-2 protein ekspresyonlarinin ve aktivitelerinin

kontrole gore anlamli olarak azaldigini; GT aktivatorii etkinligi bilinen riluzol tedavisinin
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de glutamat uptake’indeki azalmay1 onledigi saptanmistir (16). Fumagalli ve ark. riluzoliin
sinaptozomlarda Na* bagimli glutamat uptake’ini doza bagimli olarak arttirdigini saptamig
ancak mekanizmasini tam olarak aydinlatamamislardir (199). Amin ve ark. yaptiklari
caligmada siganlarda siyatik sinir hasarim1 takiben 14. giinde spinal EAAT-2
ekspresyonunun anlamli olarak azaldigmi ve EAAT-2 aktivatorii Klavunalik asit
tedavisinin bu azalmayi 6nledigini gostermislerdir (224). Ayrica ALS’li hastalardan alinan
postmortem doku 6rneklerinde EAAT-2 protein diizeyinin olduk¢a azaldig1 ve bu durumun
glutamat uptake’indeki azalmadan sorumlu oldugu ifade edilmistir (200). Oksaliplatinle
indiiklenen periferik noropati sonucunda da spinal kordda EAAT-2 ekspresyonunun
azaldigt EAAT-3 ekspresyonunun degismedigi ve bu durumun artan glutamat diizeyini
takiben siganlarda hipersensitiviteye neden oldugu gosterilmistir. Riluzol tedavisinin ise
EAAT-2 ekspresyonundaki azalmayr engelledigi; EAAT-3 ekspresyonunu ise
degistirmedigi bulunarak oral riluzol tedavisinin glutamat diizeyini azalttigi ve
oksaliplatinle indiiklenen hipersensitiviteyi iyilestirdigi sonucuna varilmistir (225).
Sicanlarda fasiyal sinir kesisi modelinde de benzer sekilde fasiyal niikleusta EAAT-2
ekspresyonunun 3. giinden itibaren azaldig1 gézlenmistir (226). Sung ve ark. ise yaptiklari
caligmada siyatik sinir hasarini takiben spinal kord arka boynuzunda 1. ve 4. giinde EAAT-
2 ekspresyonunun sham grubuna gore arttigimni ancak 7. giinden sonra anlamli olarak
azaldigin1 saptamiglardir (16). Calismamizda EAAT-1 ve EAAT-2’nin otonomik bir
gangliyon olan MPG’deki ekspresyonlari ilk defa gosterilmistir. Dolayisiyla bulgularimiz
GT’lerin periferik noéronlardaki ekspresyonu konusunda literatiire ©nemli katkilar
sunmaktadir. Sonuglarimiz BKSH sonucu MPG’de 15. giinde anlamli olarak azalan
EAAT-1 ekspresyonu sonucu glutamat diizeyinin arttigini ve asir1 glutamatin eksitotoksik
etki gostererek norodejenerasyon gelisimine neden oldugunu diisiindiirmektedir. Riluzol
tedavisiyle EAAT-1 ekspresyonunda hasar grubuna kiyasla anlamli bir artig
saptanmamasina karsin sham grubuyla kiyaslandiginda da bir farklilik goriilmemektedir.
Dolayisiyla anlamli olmasa da hasarla EAAT-1 ekspresyonunda meydana gelen azalmay1
kismen oOnleyebildigi yorumu yapilabilir. EAAT-2’nin glutamatin uptake’inden ana
sorumlu GT oldugu bilinmektedir. Ancak periferik ndronlarda patolojik durumlardaki
degisimiyle ilgili bilgiler kisitlidir. Periferik sinir hasari sonucu EAAT-2’nin spinal
korddaki ekspresyonunun azaldigi ve bu durumun glutamerjik eksitotoksisite sonucu
norodejenerasyona neden oldugu cesitli ¢alismalarda saptanmustir (16, 224, 225).

Calismamizda EAAT-2 ekspresyonunun BKSH sonrasi 7. giinde anlamli olarak azalmis
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olmasi ve bu azalmanin 15. giin sonunda da hala devam ederek fonksiyonel sonuglarla da
paralellik gostermesi glutamat uptake’inin azalarak glutamerjik eksitotoksistesi sonucu
gelisen norodejenerasyonun bir bulgusu olarak degerlendirilebilir. Ayrica uzun dénem (15
giin) riluzol tedavisinin EAAT-2 ekspresyonundaki azalmay1 onledigi ve bu sayede sinir
hasartyla olusan glutamat uptake’indeki bozulmay1 onleyerek noroprotektif etki gosterdigi
sOylenebilir. Riluzolin EAAT-2 ekspresyonu iizerinden olusturdugu diisiiniilen

noroprotektif etki fonksiyonel sonuglarimizla da paralellik géstermektedir.

Intraseliiler yerlesim gosteren GAP-43, genel olarak ndronal dallanma, aksonal
biiyiime, ndrotransmittter salimi1 ve sinaptik vezikiillerin geri doniisiimiinden sorumlu bir
proteindir. Ozellikle plastisitenin yogun oldugu bolgelerde yiiksek miktarda eksprese
oldugu bilinmektedir (227). Benzer sekilde periferik sinirlerde de rejenerasyon
stireglerinde GAP-43 ekspresyonunun arttigi ve bu artigin nérorejenerasyonun bir belirteci
oldugu bilinmektedir (228, 229). Calismamizda 7 ve 15 giinliik BKSH ve riluzol tedavisi
sonucunda MPG’de GAP-43 ekspresyonundaki degisiklikler degerlendirilmistir.
Bulgularimiz hem 7 hem de 15 giinliik hasar ve riluzol tedavisi sonucu MPG’de GAP-43
ekspresyonunda anlamli bir degisiklik olmadigini gostermektedir. Siyatik sinir hasari
modelinde dorsal kok gangliyonundaki GAP-43 seviyesi 21. giinde pik diizeye ulasmakta
hasarin 9. haftasinda dl¢lilemez diizeye geldigi saptanmistir (230). Wang ve ark. siyatik
sinir hasar1 modelinde hasarla birlikte siyatik sinirde GAP-43 ekspresyonunun anlamli
olarak arttifin1 ve uygulanan lazer tedavisinin GAP-43 ekspresyonunu hasarli gruba
kiyasla daha da arttirdigini gostermislerdir (229). Kato ve ark. unilateral KS Kkesisi
modelinde hasar1 takiben 7. giinde MPG’de GAP-43 mRNA ekspresyonunun arttigini
bulmuslardir (231). KS hasar1 modelinin kullanildigi baska bir ¢alismada ise MPG’de
GAP-43 mRNA ekspresyolarinda 7. giinde anlamli bir degisiklik saptanmazken 14. giinde
kontrol grubuna gére anlamli artig oldugu ifade edilmistir (232). Mulhall ve ark. ise
BKSH’yi takiben korporal dokuda immiinohistokimyasal olarak GAP-43 yogunlugunun
arttigin1 gostermis ancak ndroprotektif etkisi bilinen FK506 nin hasar grubuna kiyasla bu
yogunlukta anlamli bir degisiklik olusturmadigini ancak NGF ekspresyonunun arttigini
saptamiglardir. Arastirmacilar NGF’nin genellikle néronal survival ve noroprotektif etkide
kritik 6neme sahipken GAP-43’{in ise nororejenerasyona aracilik eden bir markir oldugunu
ve FK-506’nin nororejenerasyona degil daha ¢ok noroprotektif etkiye aracilik ettigi igin
total GAP-43 seviyesini degistirmedigini vurgulamislardir (233). Hayashi ve ark. KS

hasarmi takiben yaptiklar1 immiinohistokimyasal analizde GAP-43 yogunlugunun hasarla
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azaldigini, immiinsupresif bir ligand olan FK-1706’n1n ise bu azalmay1 geri dondiirdiigiinii
iddia etmislerdir (180). Calismamizda literatiirden farkli olarak sham grubuna kiyasla
BKSH sonras1 7 veya 15. giinde MPG GAP-43 diizeyinde anlamli bir farklilik

saptanmamuistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda klinikte ALS tedavisinde kullanilan riluzoliin radikal
prostatektomi sonucu gelisen ED modeli olan BKSH modelinde zamana bagli olarak etkisi
fonksiyonel ve molekiiler diizeyde incelenmistir. Sonug olarak, in vivo uzun dénem riluzol
tedavisinin sinir hasar1 sonucu gelisen erektil fonksiyondaki azalmayi onledigi ve
beklenmedik sekilde SE’lere neden oldugu goriilmiistiir. Riluzoliin bu terapétik etkisinden
p-PKC B II ve GT’lerden EAAT-2 ekspresyonunda meydana getirdigi degisiklikler
sorumlu olabilir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular, bir otonomik néropati modelinde PKC
B II ve GT’lerin etkisinin degerlendirilmesi ve MPG’de ilk defa GT ekspresyonlarinin
degerlendirildigi bir ¢alisma olmasi nedeniyle literatiire 6nemli katkilar saglamaktadir.
Calismamiz glinlimiizde ilag arastirma ve gelistirme ¢aligmalarinda olduk¢a 6nemli bir
strateji haline gelen, ilaglarin yeniden amaclandirilmasi/konumlandirilmasi kapsaminda

riluzoliin yeni terapétik etkinliginin degerlendirilmesine 6n veri saglayacak niteliktedir.
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