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OZET

Astragalozit IV’ iin Bilateral Kavernoz Sinir Hasar Modeli Sonrasinda Gelisen

Erektil Disfonksiyon Uzerine Etkileri

Prostat kanseri yetiskin erkeklerde en sik goriilen neoplazilerdendir. Tiimdral
dokunun rezeksiyonu amaciyla uygulanan radikal prostatektomi (RP) sirasinda kavernoz
sinir (KS)’lerin hasarlanmasi siklikla erektil disfonksiyon (ED) ile sonuglanmaktadir. RP ile
iliskili ED, travmaya bagli KS dejenerasyonu sonrasi kavernozal diiz kas kayb1 ve fibrozis
gibi morfolojik degisikliklerle karakterize iyatrojenik bir komplikasyondur. TGF-f1/Smad
sinyal yolag1 kavernozal fibrozisi indiikleyen ana mekanizmalardan biridir. Calismanin
amact bircok dokuda TGF-B1/Smad sinyal inhibisyonu aracili antifibrotik o6zellikleri
gosterilen astragalozit IV (AS-IV)’iin RP ile iliskili ED iizerindeki olasi terapotik etkilerini
bilateral kavernoz sinir hasar (BKSH) modeli kullanarak incelemektir. Calismada 72 adet
Sprague-Dawley erkek si¢an (8-10 haftalik) kullanildi. Sham ve BKSH modeli sonrasinda,
deney gruplarina (n=6) 7 ve 14 ginliikk protokoller boyunca 1 mg/kg/giin AS-1V, 5
mg/kg/giin AS-IV veya tasiyici intraperitoneal (i.p.) uygulandi. Protokolleri takiben es
zamanli intrakavernozal basimng¢ (IKB) ve ortalama arteriyel basing (OAB) olciildii;
maksimum-IKB/OAB (m-iIKB/OAB) ve total-IKB/OAB (t-IKB/OAB) oranlar1 erektil
fonksiyon (EF) ol¢iitii olarak degerlendirildi. Kavernozal doku histopatolojisi Masson
Trikrom yontemiyle incelenirken; TGF-B1, fibronektin, pSmad2, Smad2, Smad3 ve Smad7
protein ekspresyonlarindaki degisiklikler Western Blot yontemiyle degerlendirildi. Her iki
protokolde de BKSH gruplarindaki m-IKB/OAB ve t-IKB/OAB kontrol gruplarina gore
anlamli azaldi. EF’deki diisiis 14 glinliik 1 mg/kg ve 5 mg/kg AS-1V tedavileriyle anlamli
onlendi. BKSH gruplarinda TGF-B1, fibronektin, pSmad?2 ekspresyonlar1 ve pSmad2/Smad2
orani kontrol gruplarina gore anlamli artarken, Smad7 seviyeleri anlamli azaldi. AS-1V
tedavisi TGF-B1, fibronektin ekspresyonlarindaki artigi ve azalan Smad7 ekspresyonunu her
iki protokolde de doz bagimli sekilde anlamli 6nlerken, pSmad2/Smad2 orani sadece 5
mg/kg dozunda kontrole yakin anlamli bulundu. BKSH ile indiiklenen kavernozal fibrozis
ise sadece 14 giinliik 5 mg/kg AS-1V tedavisiyle anlamli 6nlendi. Sonug olarak; AS-1V’iin
BKSH ile indiiklenen ED {izerindeki koruyucu etkisi, TGF-f1/Smad sinyal

transdiiksiyonunu engelleyerek gosterdigi antifibrotik 6zellikleriyle iliskilendirilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Erektil disfonksiyon, Fibrozis, Kavernoz sinir hasari, TGF-1/Smad

Xvii



ABSTRACT

Effects of Astragaloside 1V on Erectile Dysfunction Following Bilateral Cavernous

Nerve Injury Model

Prostate cancer is one of the most prevalent neoplasia seen in adult men. Injury of
cavernous nerves (CN) during radical prostatectomy (RP) performed for resection of tumoral
tissue frequently results in erectile dysfunction (ED). ED associated with RP is an iatrogenic
complication characterized by penil tissue morphological changes such as cavernosal
smooth muscle loss and fibrosis after trauma-induced CN degeneration. TGF-f1/Smads
signaling pathway is one of the main mechanisms causing cavernosal fibrosis. The aim of
study is to examine the possible therapeutic effects of astragaloside 1V (AS-1V), which has
been shown antifibrotic properties mediated by TGF-1/Smads signal inhibition in many
tissues, on ED associated with RP using bilateral cavernous nerve injury (BCNI) model.
Sprague-Dawley 72 male rats (8-10 weeks) were used in this experiment. Following Sham
and BCNI models, the experimental groups were treated with 1 mg/kg/day AS-1V, 5
mg/kg/day AS-1V or vehicle intraperitoneally (i.p.) for 7 and 14 days protocols. At the end
of the protocols, intracavernous pressure (ICP) and mean arterial pressure (MAP) were
measured simultaneously; maximum-ICP/MAP (m-ICP/MAP) and total-ICP/MAP (t-
ICP/MAP) were evaluated as degree of erectile function (EF). While histopathology of
cavernosal tissue was examined by masson trichrome method, changes in TGF-B1,
fibronectin, pSmad2, Smad2, Smad3 and Smad7 protein expressions levels were evaluated
by Western Blot method. In both protocols, m-ICP/MAP and t-ICP/MAP significantly
decreased in BCNI groups compared to control groups. 14 days of 1 mg/kg and 5 mg/kg AS-
IV treatments was significantly prevented the decrease in EF. TGF-B1, fibronectin, pSmad2
expressions and pSmad2/Smad2 ratio were significantly increased in BCNI groups
compared to control groups, however Smad7 levels were significantly decreased. While AS-
IV treatment significantly prevented the increase in TGF-B1, fibronectin and the decrease in
Smad7 expressions in a dose-dependent manner in both protocols, pSmad2/Smad2 ratio was
significantly found to be close to the control only at 5 mg/kg dose. Cavernosal fibrosis
induced by BCNI model were significantly hindered by only 14 days of 5 mg/kg AS-1V
treatment. As a result, the protective effect of AS-1V on BCNI induced ED is associated with

its antifibrotic properties by inhibiting TGF-p1/Smads signal transduction.

Keywords: Cavernous nerve injury, Erectile dysfunction, Fibrosis, TGF-f1/Smads
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1. GIRIS ve AMAC

Prostat kanseri erkeklerde orta-ileri yaslarda ortaya c¢ikan ve yaygin goriilen
metastatik bir hastaliktir (1). Timo6r dokusunun eradikasyonu amaciyla uygulanan radikal
prostatektomi (RP) non-metastatik prostat kanserli hastalarda oldukga sik kullanilan etkin
bir standart tedavidir (2). Cerrahi tekniklerdeki gelismelere ragmen manipiilasyon alaninin
tirogenital sistemle iligkili norovaskiiler paketlerce yogun ve dar bir bolgede bulunmast,
islem sirasinda erektil dokuyu inerve eden kaverndz sinir (KS)’lerin ¢esitli nedenlerle
hasarlanmasina ve erektil disfonksiyon (ED) gelisimine neden olmaktadir (3, 4).
Epidemiyolojik verilerde RP sonrasi bireylerin 6nemli bir kisminda (%10-90) ED gelistigi
bildirilmistir (5-7).

Peniste erektil fonksiyon (EF)’den sorumlu olan siniizoidal yapidaki korpus
kavernozumlar; endotel, diiz kas ve fibroblast gibi farkli hiicre tiplerinden olusmaktadir (8).
Cinsel uyarilar ile indiiklenen penil ereksiyon; KS’ler ile iletilen parasempatik stimiilasyon
aracili arteriyel dilatasyon, kavernozal diiz kas gevsemesi ve vendz okliizyon sonucu gelisen
bir siiregtir (9). Ereksiyonun etkin bir sekilde baglamasi, siirdiiriilmesi ve sonlanmasi igin
kaverndz dokudaki vaskiiler yapilarin, sinir inervasyonunun ve siniizoidal histolojik yapinin

saglikli olmasi gerekmektedir.(9, 10).

RP ile iligkili ED patogenezinde KS’lerin hasar1 sonrasinda noronal mikro ¢evrede
olusan lokal inflamatuvar yanitlar, néronal apopt0zis, néronal nitrik oksit sentetaz (nNOS)
ekspresyonunun azalmasi ve/veya inaktivasyonu 6nemli yere sahiptir (11, 12). RP ile iliskili
ED’de kavernozal dokuda endotelyal nitrik oksit sentetaz-nitrik oksit/siklik guanozin
monofosfat (eNOS-NO/cGMP) yolaginin inhibisyonu Ve transforming growth faktér-f1
(TGF-B1)/Smad sinyal yolag: aktivasyonunun rol oynadigi bilinmektedir (11-14). KS’lerin
kismi rejenerasyon kapasitesi géz oniinde bulunduruldugunda, inervasyon eksikligine bagl
hipoksik siire¢ kavernéz dokuda diiz kas hasarimi ve ekstraseliiller matriks (ESM)
proteinlerinin birikimi ile karakterize olan fibrozisi indiikler (15-18). Kavernéz dokuda
meydana gelen irreversibl degisliklikler sonucu elastikiyetin azalmasi ve vendz sizintilara
bagl olarak ED gelismektedir (15, 17, 18).

TGF-B1 fibrotik siireclerin regiilasyonunda kritik 6neme sahiptir, bu nedenle fibrozis
i¢in dnemli bir terapotik hedef olarak kabul edilmektedir (19, 20). TGF-B1 kanonikal (Smad
bagimli) ve kanonikal olmayan (Smad bagimsiz) yolaklar araciligiyla fibrozisi indiikler (21).
Aktive olan TGF-B1, tip-2 TGF-B1 (TPR-2) ve tip-1 TGF-B1 (TPR-1) transmembranal



serin/treonin protein kinaz reseptorleri iizerinden yolagin sinyal diizenleyicilerinden olan
sitoplazmik Smad2 ve Smad3 molekiillerinin aktivasyonunu (fosforilasyonunu) indiikler.
Ardindan Smad4 ile kompleks olusturan pSmad2/3 niikleusa gegerek transkripsiyon faktori
gibi davranir. Smad7 ise yolagi inhibe eder (20-22). KS hasarina bagli noronal dejenerasyon
sonrast artan TGF-B1/Smad yolaginin aktivasyonu profibrotik siireclerle ilgili genetik

ekspresyonlar1 diizenleyerek kavernozal fibroziste etkin rol oynamaktadir (23).

Astragalozit 1V (AS-IV) Cin tibbinda bir¢ok klinik durumda yaygm kullanilan,
biyoyarlanimi diisiik, etkin ve giivenilir bir bitkisel bilesiktir (24). Literatiirde mevcut
bilimsel ¢alismalarda AS-IV’iin nérorejeneratif, ndroprotektif, antiinflamatuvar, antioksidan
ve antiapoptotik 6zellikleri bildirilmistir (24-26). Ayrica basta TGF-B1/Smad sinyal yolagi
inhibisyonu olmak {izere cesitli mekanizmalarla kardiyak, pulmoner, renal ve hepatik

fibrozis gelisimini dnleyebilecegini gosteren bir¢ok preklinik ¢alisma bulunmaktadir (27-

30).

RP ile iliskili ED, cinsel yasam kalitesini etkileyen 6nemli psikososyal sorunlara yol
acmasi ve mevcut tedavilerin etkinliginin sinirli olmasi nedeniyle dnemli bir sosyoekonomik
yik olusturmaktadir (4, 6). Patofizyolojisinin multifaktoriyel bir siire¢ olmasi ve bu
patolojilere iliskin birgcok mekanizmanin aydinlatilamamis olmasi ise rasyonel tedavi
yaklagimlarini sinirlandirmaktadir (18). Kavernozal doku mimarisindeki irreversibl hasar ile
EF arasindaki iliski g6z 6niinde bulunduruldugunda RP ile iliskili ED tedavisindeki en
onemli rasyonel terapi se¢eneklerinin noroprotektif/rejeneratif tedavilerden ziyade erken

donemde gelisen fibrozisi 6nlemeye odakli yaklagimlar olabilecegi diistiniilmektedir (31).

Calismanin amaci sicanlarda indiiklenen bilateral kavernéz sinir hasar (BKSH)
modelinde AS-IV’iin EF ve kavernéz dokudaki fibrozis {izerine etkilerinin fonksiyonel,
histolojik ve molekiiler yontemlerle degerlendirilmesidir. Bu kapsamda BKSH modeli
uygulanan si¢anlara 7 veya 14 giin boyunca AS-1V tedavisi uygulanarak a-) es zamanli in
vivo intrakavernozal basing (IKB) ve ortalama arteriyel basing (OAB) 6l¢iimii ile EF’nin
degerlendirilmesi, b-) penil dokudan elde edilen kesitlerin histopatolojik incelemesi ve c-)
fibrotik siirecleri indiikleyen TGF-B1, Smad2, Smad3 ve pSmad2(Ser*®5¢); fibroz belirteci
olan fibronektin ile yolagin endojen inhibitdrii olan Smad7 protein diizeylerinin Western
Blot yontemi ile semi-kantitatif degerlendirilmesi amaglanmistir. Arastirma sonuglarinin,
AS-IV’in RP ile iliskili ED tedavisinde yeni bir terapétik ajan olarak degerlendirilmesine

katki saglayacagi ve daha ileri arastirmalar i¢in 6n veriler sunacag: diigiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Penil Doku
2.1.1. Penil Doku Anatomisi

Penis eksternal bir erkek genital organi olup, distal ucu glans penis olarak
adlandirilir. Insanda anatomik olarak penisi ¢evreleyen katmanlar distan ice dogru; deri,
fasya tabakasi ve tunica albuginea seklinde siralanmaktadir (32). Penis tunica albuginea
orjinli bir septum ile birbirinden ayrilan korpus kavernozum ve korpus spongiozum olmak
tizere iki farkl silindirik yapidan olusmaktadir. Korpus kavernozum; ag seklindeki elastik
liflerle ¢evrelenmis, endotel igeren siniizoidal diiz kas yapisindadir. Korpus spongiozum ise

ventralde iiretrayi saracak sekilde glans penisi olusturur (Sekil 1) (9, 32, 33).
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Korpus spongiozum

Siniizoidler
Uretra

Sekil 1. Insan penis dokusunun transvers kesiti ve anatomik yapisi (Rehfeld’den, 32)

Kemirgenlerde korpus kavernozum tabakasi integral bir yapiya sahiptir. Glans penis
yerine os penis ad1 verilen kemiksi bir doku yer alir (34). Sigan penis dokusunun enine kesiti

ve anatomik yapilari Resim 1’de gosterilmistir (35).



Resim 1. Sican penis dokusunun enine kesiti ve histomorfometrik goriiniimii. a) Korpus
kavernozum ve b) Korpus spongiozum toplam alani (Correa’dan, 35)

Biiyiik ve diizensiz vaskiiler siniizoidleri iceren korpus kavernozum dokular1 septum
ile ayrilmis olmasina ragmen biitlinlesik fonksiyon gosterir. Hiicreler arasi iyon gecisini
saglayan konneksin-43 proteini araciligiyla es zamanli kasilip gevseyen kavernozal diiz kas
hiicreleri histomorfometrik olarak degerlendirildiginde flasid haldeki penil doku kesit
alaninin (enine) yaklasik yarisini (%40-52) olusturmaktadir (36-38).

Tunica albuginea, penise esneklik ve dayaniklilik saglamak iizere diizensiz dagilim
gosteren kolajen iceren liflerden olusan ¢ift katmanli fibroelastik bir tabakadir. Ereksiyon
sirasinda basingla genisleyen tunica albuginea, emisser venleri sikistirarak EF’ye katki
saglar (39). Tunica albuginea kavernozal dokular1 dis kisminda vertikal sekilde ¢evrelerken
ic kisminda ise sirkiiler yapi ile erektil dokunun ana iskeletini olusturur (40). Tunica
albuginea glans penis tizerinde bulunmaz. Korpus spongiozum tizerinde ise oldukga incedir.
Bu nedenle ereksiyon sirasinda bu dokulardaki basing IKB'nin ancak %35-50'si kadar
olabildiginden, korpus spongiozumun ereksiyona olan katkisi ihmal edilebilir. Bu durum

ereksiyon sirasinda iiretra iizerindeki baskiy1 azaltmaktadir (9, 40).

Erektil dokunun perfiizyonu bulbo-iiretral arter, dorsal arter ve kaverndz arter olmak
iizere dallanan ve bilateral seyreden penil arter tarafindan saglanir (36, 41). Bulbo-iiretral
arterler; posterolateral kenardan girerek korpus spongiozum, glans penis ve {iiretranin
perflizyonunu saglarken, dorsal arterler korpus spongiozum ve glans penisin kanlanmasina
katkida bulunur (42). Penis hilumu yakinindan korpus kavernozumlara giren kavernoz

arterler ise trabekiiler bosluklara direkt agilan heliksin arterleri olusturarak korpus



kavernozumlari perflize ederler (36, 42). Korpus spongiozum ve korpus kavernozumlarin
drenajimi saglayan sirkumfleks venler korpus kavernozumlar etrafinda ilerlerken emisser
venler ile birleserek preprostatik pleksus araciligiyla derin dorsal vene baglanirlar.
Subtunikal vendz pleksustan ¢ikan diger emisser venler ise dorsomedial tarafta internal

pudental vene baglanarak penil doku drenajina katkida bulunan kavernéz venleri olustururlar
(43, 44).

2.1.2. Penil Ereksiyon

Penil ereksiyon, seksiiel uyari ile indiiklenen santral ve periferik sinir stimiilasyonu
sonucu lokal mediyatorler ve vaskiiler mekanizmalarin aracilik ettigi fizyolojik bir
fonksiyondur (Sekil 2) (35, 45).
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Sekil 2. insanda penil ereksiyona aracilik eden anatomik yapilar ve ereksiyonun fizyolojisi
(Correa’dan, 35)



Flasid durumdaki peniste, sempatik stimiilasyon ile kavernoz arterler ve diiz kaslar
bazal bir tonusa sahiptir. Bu durumda arterlerde vaskiiler direng artmis olmasina ragmen
vendz drenaj devam ettiginden IKB degeri 35 mm Hg civarinda seyretmektedir (9, 46).
Timesans fazinda parasempatik inervasyon ile indiiklenen vazodilatasyon sonucu
kavernozal dokudaki arter ve arteriyollerde direng azalir, kan akimi artar (36). Subtunikal
vendz pleksusun tunica albuginea ve siniizoidler arasinda sikismasiyla venoz drenaj azalir.
Olusan veno-okluzyon sirasinda tunica albugineann gerimi artar ve IKB degeri yaklasik
100 mmHg’ye ulasir. Bulbokavernozal refleksin tetiklenmesi ile iskiokavernoz kaslar
kanlanmasi artan korpus kavernozumlarin tabanini kuvvetli bir sekilde sikistirir ve penis
erekte hale gelir. Bu asamada erektil dokunun perfiizyonu gegici olarak durur (9, 41).
Detiimesans fazinda ise sempatik aktivasyonun etkisiyle arteriyel kan akimi azalirken,
kavernozal diiz kas kontraksiyonu ve vendz drenaj artmaya baslar; siniizoidal hacim azalir

ve ereksiyon sonlanir (9, 36, 47).
2.1.2.1. Ereksiyonun Santral ve Periferal Kontrolii

Santral sinir sistemi (SSS)’nin erektil doku tizerindeki ana kontrol merkezi oldugu
bilinse de konuya ait klinik veriler kisithdir. Preklinik calismalarda SSS’deki bazi
merkezlerdeki dopaminerjik, oksitosinerjik, nitrerjik ve melanokortinerjik sistemlerin
ereksiyonun diizenlenmesindeki etkileri kismen de olsa aydmnlatilmigtir (48, 49). Beyin ve
omuriligin farkli alanlarinda yayilim gosteren bu bdlgelerdeki travmalar, hemorajiler ve
tiimorler; alzheimer, parkinson ve multiple skleroz gibi hastaliklar ED gelisimine sebep

olabilmektedir (50).

Ereksiyonun SSS temelli regiilasyonunda oksitosinerjik ve dopaminerjik sistemlerin
cok biiyiikk bir 6nemi oldugu diisiiniilmekte olup klinikte dopaminerjik sistemin 6nemli
uyaranlarindan olan apomorfin, levodopa ve bromokriptin uygulamalarmin ereksiyonu
indiikledigi goriilmektedir (49). Ayrica santral noradrenerjik aktivasyonunun ereksiyonu
indiikledigi, seratonerjik sistemin ise reseptor alt tiplerine bagli olarak EF’yi inhibe ettigi
bilinmektedir (33).

Erektil siire¢clerden sorumlu oldugu diisiiniilen ve {izerinde en fazla preklinik ¢aligma
bulunan santral merkezler; basta hipotalamusta yer alan mediyal preoptik alan (MPOA) ve
paraventrikiiler alan (PVA) olmak {izere amigdala, hipokampiis, beyin sapindaki
paragigantoseliilaris ¢ekirdek, lokus seruleus, ventral tegmental alan, ventral sibikulum ve

spinal korddur. PVA’da yaygin bir projeksiyona sahip oksitosinerjik néronlarin NMDA gibi



eksitator amino asitler, apomorfin, oksitosin ve dopamin agonistleri tarafindan uyarilmasi
penil ereksiyonu indiiklemektedir (51-53). PVN’deki oksitosinerjik ndronlar iizerinden
ereksiyonu indiikleyen diger bilesikler; kannabinoid CB:1 reseptdr antagonistleri, NO
(6zellikle MPOA ve PVN), biiylime hormonu salgilatict peptid ve heksarelinin peptid
analoglari gibi ajanlardir. GABA ve agonistleri, opioid peptidler, morfin ve diger opiyatlar
ise ereksiyonu inhibe etmektedir (53). Ereksiyonun diizenlenmesinde PVA’daki ana
proerektil nérotransmitterler oldugu vurgulanan dopamin ve oksitosin benzer sekilde ayni
etkiyi MPOA’daki oksitosinerjik néronlar iizerinden de gostermektedir (48, 53). Ayrica
dopamin ve agonistlerinin penil ereksiyona D> reseptorii iizerinden santral aracili
katkilarinin oldugu da bilinmektedir (49).

Penil doku direkt/indirekt olarak somatik, sempatik, parasempatik ve nonadrenerjik
nonkolinerjik sinirlerle inerve edilmektedir. Penil dokuyu inerve etmek tizere Tii-Lo
segmentlerinden ¢ikan sempatik preganliyonik sinirler siiperior hipogastrik pleksustan sonra
sag-sol inferior hipogastrik pleksuslara (pelvik pleksus) ulasir (41). Spinal kordun S2-S4
segmentlerinden ¢ikan pregangliyonik parasempatik lifler de pelvik splanknik sinirler
araciligiyla benzer sekilde pelvik pleksuslara [siganlarda major pelvik gangliyon (MPG)]
tasinir (33). Santral ve periferal kaynaklardan ¢ikan otonomik sinir lifleri pelvik pleksusta
sinaps yaparak dallanir; alt iirogenital sistem ve rektumu inerve eder. Penil dokunun
inervasyonunu saglayan sinirler ise KS’ler olarak adlandirilirlar. Parasempatik inervasyonun
korpus kavernozumlar ve korpus spongiozum iizerindeki etkisi diiz kas gevsemesi ile
sonuglanan tiimesans yani ereksiyondur (9, 54). Erektil dokunun inervasyonuna aracilik

eden noronal yapilar Sekil 3°te gosterilmistir (55).
2.1.2.2. Ereksiyonun Molekiiler Fizyolojisi

Ereksiyon birgok mediyator tarafindan modiile edilmektedir (48). Hiicre i¢i Ca*2
konsantrasyonunu regiile eden mekanizmalar kavernozal diiz kas kasilmas1 ve gevsemesinde
onemli rol oynar (33). Cinsel uyarinin olmadig1 ve sempatik sistemin egemen oldugu
durumda, kavernoz diiz kas hiicreleri basta noradrenalin (NA) olmak {izere bir¢ok kasict
ajanin etkisi altinda olup flasid halde bulunur (56). NA B-adrenerjik reseptorler {izerinden
ereksiyona kismi katki saglar gibi goriinse de, temelde vaskiiler ve kavernozal diiz kas
postsinaptik G-protein kenetli a-adrenerjik (a1aB,p Ve azap,c) reseptorleri lizerinden flasid
bazal tonusu ve detiimesansi indiiklemektedir (33, 57). Reseptor ligand etkilesimi Gq

tizerinden hiicre zarma bagli bir enzim olan fosfolipaz C (PLC) enzimini aktive ederek



fosfatidil inositol bifosfattan inozitol trifosfat (IPs) ve diagilgliserol (DAG) olusumunu
indiikler. Olusan bu ikincil habercilerden IP3 sarkoplazmik retikulumdaki Ca*?kanallarindan
sitoplazmaya Ca*? saliverilmesini artirirken, hidrofobik bir molekiil olan DAG ise protein
kinaz C (PKC)’yi aktive ederek sitoplazmik Ca*? diizeyini artirir. Hiicre i¢i konsantrasyonu
artan Ca*2, dort adet baglanma bolgesine sahip olan kalmaduline (CaM) baglanir. Olusan
Ca*2-CaM kompleksinin miyozin hafif zincir (MHZ) kinaz1 aktive etmesi ile fosforillenen
MHZ alt iiniteleri miyozin adenozin trifosfataz1 (ATPaz) aktive ederek kavernoz ve vaskiiler

diiz kas kontraksiyonunu indiikler (33, 58).
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Sekil 3. Insan penis dokusunun ndronal inervasyonu (Steers’den, 55)

ED tedavi stratejilerindeki yeni hedefler olarak karsimiza ¢ikan prostaglandin Fo,

tromboksan Ay, endotelin-1 (ET1), anjiotensin-II ve néropeptid Y penisin flasid durumunun



stirdiiriilmesine katki saglayan diger endojen ajanlardir (33, 59). Endotelinler (ET1, ETo,
ETs) diiz kas kontraksiyonuna katkida bulunan peptid yapili maddelerdir. Penil
detiimesansini indiikleyen ana izoform olarak kabul edilen ET1, kavernozal diiz kaslar ve
kavernoz arterlerdeki ETa reseptorii iizerinden sempatik aktivasyonu potansiyelize ederken;
kavernozal endotel hiicrelerindeki ETg reseptorleri iizerinden de NO saliverilmesini
artirabilmektedir (23, 33). ET: etkisini tipki anjiotensin-1l gibi sitoplazmik Ca*?
konsatrasyonunu artiran IP3 ve DAG olusumunu indiikleyerek gostermektedir (58). ET1’in
ayrica serin-treonin kinaz olan RhoA/Rho kinaz sisteminin aktivasyonunu indiikleyerek
MHZ fosfatazi inhibe ettigi ve kontraktil tonusa katki sagladigi bilinmektedir (33, 58).

Cinsel uyar1 sonucu aktive olan parasempatik ve NANK sisteme ait eksitator inputlar,
arteriyel (kavernozal-heliksin) ve kavernozal diiz kas sisteminin gevsemesi sonucu gelisen
veno-okluzyon olusumu ile ereksiyona sebep olmaktadir (60). Bu siiregte hiicre iginde
sGC/cGMP ve AC/cAMP sinyal yolaklart 6nemli rol oynamaktadir (36). Parasempatik ve
NANK sisteme ait sinirlerce saliverilen Ach ve NO penil ereksiyonu indiikleyen ana
faktorlerdir (36, 60). KS stimiilasyonu sonucu saliverilen Ach sempatik sinir uglarindan NA
saliverilmesini inhibe ederek EF’ye indirekt katki saglarken; direkt etkisini muskarinik
reseptorler (Ms) aracihigiyla vaskiiler ve kavernozal endotel hiicrelerde hiicre ici Ca?*
diizeyini arttirarak gosterir. Boylece kavernozal doku endotel hiicrelerinde endotelyal nitrik
oksit sentetaz (eNOS) aracili NO saliverilmesini indiikler (Sekil 4) (36, 58). Lokal
konsantrasyonu artan néronal ve endotel kaynakli NO kavernozal doku diiz kas hiicrelerine
difiize olduktan sonra sGC’yi aktiflestirerek GTP’den cGMP {iretimini saglar. Hiicre igi
konsantrasyonu artan c¢cGMP PKG’nin aktivasyonunu ve RhoA/Rho kinaz yolagi
inhibisyonunu tetikler (36). PKG nin gesitli iyon kanallarini fosforillemesinin ardindan K*
kanallarinin ac1lmasi ve sitoplazmik Ca*? konsatrasyonunun azalmasi sonucu MHZ kinaz
inaktivasyonu ve MHZ fosfataz aktivasyonu ile defosforillenen MHZ’ler kavernozal ve

vaskiiler gevsemeyi indiikler (61).

L-Arjinini kullanarak NO iiretimini saglayan NOS’lerin var olan izoformlarinin
(nNOS, eNOS, iNOS) tiimii penil dokuda eksprese edilmekte olup; iNOS’nin bu karmagik
mekanizmada etkisinin olmadigi, nNOS tarafindan {iretilen NO’nun tlimesansin
baslamasindan sorumlu oldugu ve eNOS aracili NO’nun ise rijit timesansin siirdiiriilmesine

katki sagladigi bilinmektedir (62).
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Sekil 4. Kavernozal diiz kas hiicre tonusunu diizenleyen hiicre i¢i ve hiicreler arasi
mekanizmalar (Mas’dan, 58)

Endojen kaynakli H2S molekiilii de, kavernozal dokuda NO artis1 basta olmak tlizere
cesitli mekanizmalarla ereksiyonun indiiklenmesinde rol oynar (63). Kolinerjik sinir
kaynakli vazoaktif intestinal polipeptid (VIP) ve kalsitonin geni ile iliskili peptid (CGRP);
endotel kaynakli prostaglandin Ei1 ve E», adenozin, ATP, nosiseptin ve adrenomedullin
kavernozal diiz kas relaksasyonuna katkida bulunarak erektojenik etki gosteren diger
mediyatorlerdir (33, 59). VIP, PGE: ve PGE: tarafindan CAMP aracili PKA diizeyinin
artirilmas hiicre i¢i Ca*? miktarim azaltarak ereksiyona katkida bulunur (62, 64). Benzer
sekilde adenozinin de A2 reseptor sinyal yolagi aracili hiicre ici cAMP seviyelerindeki artig

ile erektojenik etki gosterdigi bilinmektedir (65).

Ereksiyonun siirdiiriilmesinde rol oynayan diger bir sistem de serin/treonin protein
kinaz Akt olarak da bilinen ve PKB’yi aktive eden fosfatidilinositol-3-kinaz sinyal yolagidir.
Sistemin aktivasyonu eNOS’un dogrudan fosforilasyonunu saglayarak NO {izerinden
ereksiyonun siirdiiriilmesini saglar (60). Bunun yaninda olusan endotelyal shear stres

sebebiyle endotelyal NO iiretiminin artmasi EF’ye katkida bulunmaktadir (36, 47).
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Molekiiler anlamda cGMP ve cAMP'nin yikimini katalizleyen ve 11 izoformu
tanimlanmis olan fosfodiesteraz (PDE) enzimleri, diiz kas tonusunun regiilasyonunda
oldukga 6nemli bir role sahiptir. Kavernozal dokuda cAMP PDE 2, 3 ve 4 enzimleri ile
AMP’ye doniisiirken; PDE5 ise cGMP’nin GMP’ye yikilmasi ile ereksiyonun sonlanmasina
katkida bulunmaktadir (66, 67).

2.2. Erektil Disfonksiyon
2.2.1. Erektil Disfonksiyonun Tanimi ve Epidemiyolojisi

Erektil disfonksiyon tatmin edici bir cinsel performans igin gerekli olan penil
ereksiyonun baglatilamamasi, siirdiiriilememesi veya tekrarlanamamasi olarak tanimlanan
bir halk saglig1 sorunudur. Bireylerin dzgiiven ve partnerleriyle olan iliskilerinin kalitesini
azaltan ED’nin prevalans ve insidansi diinya genelinde artma egilimindedir (6). Diinya
genelinde farkli yas gruplarindaki erkeklerde ED prevelans: %3-76.5 araliginda olup; 2025
yili sonunda 322 milyon erkegin bu problemden etkilenecegi tahmin edilmektedir (68).
Mevcut durumda ABD’de her 5 erkekten 1'inde goriilen ED vakalarinin yaklasik %25’ini
40 yas alt1 bireyler olusturmaktadir (69). Ulkemizde 40 yas ve iizerindeki 1892 kisiyi
kapsayan epidemiyolojik bir ¢alismada ED prevalansinin yaklasik %70 oldugu belirlenmis;
vakalar da kendi i¢inde %13’1 siddetli, %39’u orta siddetli ve %48’1 hafif siddetli olarak
derecelendirilmistir. Ayrica ED prevalansinin ve siddetinin komorbiditeler ile dogru oranti
gosterdigi bildirilmistir (70). 2760 katilimcinin dahil edildigi benzer bir ¢alismada 40-49 yas
araliginda ED prevelansinin %17, 50-59 yas aralifinda %35.5, 60-69 yas araliginda %68.8
ve 70 yas iistii i¢in %82.9 oldugu bildirilmis; ED vakalarinin ise %76.9’u hafif, %16.3’1i orta
ve %S5.7’si siddetli olarak siniflandirilmistir (71).

2.2.2. Erektil Disfonksiyon icin Risk Faktorleri

Erektil disfonksiyonda modifiye edilebilen ve edilemeyen bir veya birden fazla risk
faktorii meveuttur (6). Ozellikle kardiyovaskiiler sistem ile iliskili kronik hastaliklar, diyabet
ve pelvik cerrahiler basta olmak iizere yaslanma, depresyon, norojik hastaliklar, bazi
farmakoterapotik ajanlar, hipertroidizm, vitamin D eksikligi, hipogonadizm, renal
yetmezlik, bening prostat hiperplazisi ve alt iiriner sistem bozukluklari, sedanter yasam,

alkol ve sigara kullanim1 ED gelisimindeki temel risk faktorlerinden bazilaridir (6, 45).

Yaglanma ED gelisimindeki mutlak risk faktorlerinden biri olmasa da ED

prevalasinin artan yas ile birlikte korelasyon gosterdigine dair birgok epidemiyolojik ¢alisma
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mevcuttur (6, 70, 71). Gelisen bu siirecte Rho/Rho Kinaz yolagi disregiilasyonu, artan
sempatik aktivite ve penil vaskiiler tonus, pelvik ateroskleroz gelisimi, azalan eNOS ve
nNOS aktivasyonu ile eslik eden komorbiditelerin etkili oldugu bilinmektedir (72, 73).
Hormonal degisimler, fibrotik siireglere bagli kavernozal diiz kas atrofisi ve elastisitesinin

azalmasi da yaslanma ile indiiklenen ED patogenezindeki 6nemli faktorlerdendir (74).

Literatirde ED’nin kardiyovaskiiler hastaliklarin ilk klinik belirteci olabilecegi
konusunda birgok kanit bulunmaktadir (6, 45). Bu durum ED ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin ~ patogenezinde endotel disfonksiyonun katkisinin  ortak olmasina
dayandirilmaktadir (75). Arastirmalarda HT hastasi erkeklerin yarisindan fazlasiin gesitli
derecelerde ED’ye sahip olduklar1 raporlanmistir (76). Bu siiregte sempatik sistem ve renin
anjiyotensin aldosteron sisteminin (RAAS) aktivitesinin artmasi sonucu NO iiretiminin
azalmasi, artan reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi, ERK1/2 ve RhoA/Rho-kinaz sinyal
yolagi aktivasyonu ile birlikte kavernozal dokuda aktive olan TGF-f1/Smad gibi fibrotik

mekanizmalarin da 6nemli rolii oldugu saptanmustir (77-79).

Diyabetik erkeklerde ED prevalansi saglikli bireylere kiyasla 3-4 kat daha fazladir
ve daha erken yaslarda ortaya ¢ikmaktadir (45, 80, 81). Bu durum kardiyovaskiiler risk
degerlendirmesi acisindan da olduk¢a 6nemlidir (82). Preklinik ¢alismalarda diyabetik ED
gelisiminde periferal noropati, endotel disfonksiyon, nNOS ve eNOS inhibisyonu, oksidatif
stres artisi, glikasyon son iriinleri, VEGF sinyalizasyonunun disregiilasyonu, RhoA/Rho
kinaz ve TGF-B1/Smad/CTGF sinyal yolagi aktivasyonu ile korpus kavernozumlarda
indiiklenen fibrotik degisimler ve kavernozal diiz kas apoptozisi sonucu meydana gelen

morfolojik degisikliklerin etkili olabilecegi gosterilmistir (73, 83, 84).

Spinal kord hasar1, multiple skleroz, radikal sistektomi, kolorektal cerrahi, radikal
prostatektomi veya anterior rezeksiyon gibi major pelvik cerrahileri takiben gelisen KS
hasar1 ED'ye sebep olabilmektedir. Pelvik cerrahiler sonrasinda gelisen ED genelde

norojenik, vaskiilojenik ve psikojenik kaynakli olabilmektedir (45).

Stres ve performans anksiyetesi ile indiiklenen psikojenik ED’nin erektil dokudaki
sempatik aktivitenin artmasina bagl gelistigi diisiiniilmektedir (45, 85). Literatiirde RP gibi
pelvik cerrahiler oncesinde bireylerin operasyon sonrasi karsilagabilecekleri ED riski
sebebiyle gosterdikleri stres ve depresif durum ile gelisen ED arasindaki iligskiyi dogrulayan

caligmalar mevcuttur (18).
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Sigara kullanim1 ED i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (86, 87).
Arastirmalarda kronik sigara kullanimi nedeniyle ED gelisme riskininin yaklasik 2 kat arttig
bildirilmis olup, bu durumdan gelisen endotel disfonksiyon, artmis sempatik
hiperaktivasyon ve venookluzif disfonksiyon (VOD) gibi siire¢ler sorumlu tutulmustur (88,
89).

Peyronie hastalig1 tunica albugineadaki kolajen birikimi sonucu gelisen arteriyel
yetmezlik ve/veya VOD nedeniyle penil dokuda ereksiyon sirasinda agr1 ve deformasyonlara
yol agan; erkeklerin yaklasik %3’tinii etkileyen bir hastaliktir (90). Klinikte peyronie
hastalig1 olan bireylerin %30-40’inda ED goriildiigii bildirilmistir (91). ED problemi olan
1440 denekte peyronie hastaliginin prevalansini degerlendirmek i¢in yapilan klinik bir

calismada, ED’li bireylerin %7.9 unun ilgili hastaliga sahip oldugu belirtilmistir (92).

Dislipidemi noéronal ve endotel disfonksiyon araciligiyla kavernozal NO
diizeylerinde azalmaya neden olarak ED gelisimine katkida bulunur (73). ED gelisme
riskinin normal bireylerle karsilastirildiginda viicut kitle indeksi (VKI) 25-30 kg/m? olan
bireylerde %50, 30 kg/m?’den fazla olanlarda %300 arttig1 saptanmustir (93). Ayrica serum
total kolesterol seviyesindeki her 1 mmol/L’lik artisin ED gelisim riskini %32 artirdigy,
HDL'deki her 1 mmol/L'lik artisin ise ED riskinde belirgin bir azalmaya sebep oldugu
gosterilmistir (94). Esposito ve arkadaslar1 egzersiz ve kilo kaybinin obez bireylerin
%33 linde EF’de anlamli bir diizelme sagladigin1 géstermislerdir (95). 1990 ile 2006 yillar
arasinda yapilan ve 221 arastirmanin incelendigi bir meta analizde; EF ile saglikli bir fiziksel
aktivite arasinda dogru orantili bir iliski oldugu belirtilirken, sedanter yasam ile EF arasinda

ise negatif bir korelasyon oldugu vurgulanmistir (96).

Literatiirde tiim ED vakalarinin yaklasik %25'inin kronik ila¢ kullanimina baglh
ortaya ciktig1 bildirilmistir. Bunlardan B-blokérler, diiiretikler, Ca*? kanal blokorleri,
anjiotensin reseptOr blokorleri, anjiotensin doniistiiriici enzim inhibitorleri ve a-reseptor
blokorleri gibi antihipertansif ajanlarin farkli patofizyolojik mekanizmalarla ED'ye neden
oldugu bilinmektedir. Bunun yani sira bazi antidepresanlar, anksiyolitikler, opiyatlar,
antipsikotikler, hormonal preparatlar ve H> reseptér blokorleri de ED gelisimini
tetikleyebilmektedir (97). Literatiirde antidepresan ilaglardan TSA kullanan hastalarin
yaklasik %30’unda, SSRI kullanan hastalarin %25-73’{inde ve SNRI kullanan hastalarin ise
%58-70’inde ¢esitli derecelerde ED gelistigini gosteren veriler raporlanmistir (98). Gelisen
ED'nin siddeti ilaglarin kullanim siklig1 ve dozuna bagli olarak degisebilmektedir (97, 98).
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2.2.3. Erektil Disfonksiyonun Tedavisi

ED’nin siddeti ve patagonezi tedavi protokiiliiniin belirlenmesinde énemlidir (6, 45).
Tedavinin planlanmasinda ve etkinliginin degerlendirilmesinde fizik muayene, klinik
bulgular ve gegerliligi kanitlanmis anketler kullanilmaktadir (99). Mevcut medikal tedaviler
genellikle semptomlar1 azaltici nitelikte olup rasyonel bir tedavi yaklagimi sunmamaktadir.
Birinci basamak tedaviler psikoterapi, farmakoterapi ve mekanik destek gibi yontemleri;
ikinci basamak tedaviler intraiiretral ve intrakavernozal ila¢ uygulamalarini icermektedir.
Penil protez, vendz ligasyon ve penil revaskiilarizasyon gibi operasyonel riskler barindiran

cerrahi yaklagimlar ise tiglincii basamak tedavi yontemlerinden bazilaridir (33, 100).

Giuiniimiizde ED’li hastalarin birinci basamak tedavisinde etkinlik, tolere edilebilirlik
ve uygulama kolayliklari agisindan fosfodiesteraz (PDES)'i inhibe ederek penil vaskiiler ve
korporal diiz kas gevsemesi icin gerekli olan NO/cGMP yolagi modiilasyonu ile erektil
cevabin artirilmasina katki saglayan PDES inhibitorleri (sildenafil, tadalafil, vardanafil,
avanafil, udenafil vb) gibi terapétik ajanlar oral yoldan kullanilmaktadir. Korporal doku
morfolojisinin bozuldugu ve NO iiretiminin ¢esitli nedenlerle yetersiz oldugu vaskiiler
komplikasyonalara baglh ED, diyabetik ED ve RP ile ilgkili ED’li bireylerde hastaligin
siddeti ile de iligkili etkin bir tedavi elde edilememektedir (100, 101). Kimyasal yapilari
cGMP ile benzerlik gosteren PDES inhibitorleri, PDES enziminin katalitik bdlgesine
baglanarak cGMP'nin 5’-GMP’a yikimini inhibe ederek etki gosterirler (Sekil 5) (102).
Etkinlikleri benzer olan PDES5 inhibitorleri sadece farmakokinetik 6zellikleri yoniinden
farklilik gosterir. PDES inhibitorleri ED’de kiiratif bir tedavi saglamadigi gibi kontrendike

oldugu durumlarda (nitrat ve a-blokor kullanimi) klinik kullanimlarini sinirlamaktadir (73).

Bunun disinda o2 adrenerjik reseptor blokorii yohimbin, ai2 adrenerjik reseptor
blokorii olan fentolamin, dopamin reseptdr agonisti apomorfin ve trisiklik bir antidepresan
olan trazodon PDES inhibitorleri varliginda pek tercih edilmeyen diger erektojenik
ajanlardandir (33). Hipogonadizm ile iliskili ED’de topikal veya dokuya direkt enjeksiyon
ile replasman tedavisi tek basina veya PDES inhibitorleri ile kombinasyon seklinde

uygulanmaktadir (103).

14



Ereksiyon
i . Kavernozal diiz
GIalJlat siklaz kas gevsemesi
| NO sa]llml.l <CMP -

NANK sinir tmﬂ,a“m e PDE 5 inhibitérleri )
endotelyal hiicreler PDES ¢~ '(snldenaﬁl tadalafil vb. ) |

/
\\\ o

| Parasempatik inervasyon e

| cINSEL vvARL Detumesans

Sekil 5. Penil ereksiyon ve ED tedavisinde PDES inhibitérlerinin yeri (Beckman’dan, 102)

Basta PDES inhibitdrleri olmak tizere oral tedavi protokollerinin etkisiz oldugu veya
kontrendike oldugu vakalarda topikal, intrakavernozal ve intraiiretral uygulamalar disinda
vakum cihazlar1 gibi non-farmakolojik mekanik tedaviler ve cerrahi teknikler de tercih
edilmektedir (33, 104). Korpus spongiozum ve korpus kavernozumlar arasindaki siki
baglanti referans alinarak kavernoz dokuya enjeksiyonu yapilabilen intraiiretral ajanlarin en
onemlisi PGE;: analogu olan alprostadildir. Alprostadil ayn1 zamanda topikal olarak da
giivenle uygulanabilmektedir (33). Korpus kavernozum igine dogrudan yapilan
intrakavernozal enjeksiyon ajanlari ise gerektiginde kombinasyon seklinde de kullanilabilen
papaverin (ilk klinik ornek), alprostadil, fentolamin, fenoksibenzamin, VIP ve
timoksamindir (33, 45, 56). Cinsel iliskiden kisa siire 6nce yapilan bu uygulama sonrasinda
herhangi bir cinsel uyariya gerek kalmadan ereksiyonun saglanmasi hastalar i¢in bir avantaj
gibi goriinse de; mevcut tedavilerin uygulama zorlugu disinda, kullanimini kisitlayan en

onemli komplikasyonlari uzamis agrili ereksiyon, hematom ve korporal fibrozistir (33, 105).

Kok hiicre uygulamalarimin hasarli dokular1 yenileyerek ED tedavisinde etkili
oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur. Yapilan preklinik ve klinik c¢alismalarda

intrakavernozal kok hiicre uygulamasinin etkinligi ve uygulama kolaylig1 agisindan basta
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PR ile iligkili ED olmak iizere PDES inhibitorlerine yanit vermeyen hastalar i¢in en uygun

yontem olabilecegi belirtilmektedir (73).

Bireylerin cinsel yagsamini etkileyek psikolojik stres olusturan ED’nin tedavisi i¢in
daha etkin ve giivenilir tedavi stratejilerinin gelistirilmesi amaciyla makro ve mikrovaskiiler
bozukluklarin restorasyonu, inflamatuvar ve norodejeneratif siireglerin baskilanmasi,
TGFB1/Smad gibi kavernozal fibrozis ve apoptozisi tetikleyen yolaklarin inhibisyonu basta
olmak iizere; NO {iretiminin ve biyoyararlaniminin artirilmasi, dopamin ve melanokortin
reseptOr agonistleri, RhoA/Rho-kinaz yolagi inhibitdrleri, anjiotensin reseptor blokorleri ve
anjiyogenik biiylime faktorleri gibi EF’yi iyilestirecek mekanizmalarin aktivasyonunu hedef
alan periferal/santral etkili ¢esitli ajanlarin etkinlik ve giivenlilik arastirmalarina odaklanan

bilimsel ¢alismalar tiim hiziyla devam etmektedir (106-108).

2.3. Radikal Prostatektomi
2.3.1. Prostat Anatomisi ve Fizyolojisi

Erkek iirogenital sisteminde yer alan, kontraktil fonksiyonlar:1 bulunan ekzokrin bir
bez olan prostat; santral, periferal, transizyonal ve anterior fiboromuskular stroma olmak
tizere farkli histolojik ve fonksiyonel 6zelliklere sahip dort bolgeden olusan biitiinlesik bir
yapidir (Sekil 6) (109, 110). Kemirgenlerde ise insanlardakinden farkli olarak bilateral
seyirli ve ¢cok loblu (farelerde dort lob, siganlarda tig¢ lob) bir anatomiye sahiptir (111).

Proksimal iiretra

Anterior
fibromuskular stroma

N

Seminal
vezikiil

Santral zon

Periferal zon

Sekil 6. insan prostatinin bdlgesel anatomisi (Bhavsar’dan, 109).

16



Prostat, insanlarda pelvik diyafram ile peritonal kavite arasinda; anteriorda simfiz
pubis, posteriorda rektum, lateralde prostatik vendz pleksus ve levator ani kasi, inferior
kisimda eksternal tiriner sfinkter, superior kisimda mesane ile iligkili olup mesanenin hemen
inferiorunda proksimal iiretray1 cevreleyecek sekilde lokalize olmustur (112). Inferior

hipogastrik pleksus kaynakli dual inervasyona sahip olan prostat basta KS’ler olmak iizere

tirogenital sisteme ait norovaskiiler pleksuslar ile yakin bir iligkiye sahiptir (Sekil 7) (11,
113).

Sol kavernéz sinir

statik sinirler
By \&"™ .

3

Korpus spongiozum - Uretral sfinkter

Sekil 7. Insan pelvisinin lateral gériiniimii ve prostatin anatomik yerlesimi (Burnett’ten, 11)

2.3.2. Prostat Kanseri ve Epidemiyolojisi

Yavas seyirli ve erken donemde asemptomatik olan prostat karsinomlarinin biiyiik
kismi (%70) periferal bolge kaynakli olmakla birlikte daha az bir kismi transizyonel bolge
kaynaklidir (2, 109). Prostat kanseri 2018 yilinda diinya genelinde 9.5 milyon yeni kanser
vakasiin 1.3 milyonunu olusturmus; prostat kanserine bagli 350 bin can kayb1 meydana
gelmistir (1, 114). Vakalara 40 yasin altinda daha az rastlanmakla birlikte, biiyiik bir kismi
60 yas lizerindekilerden olusmaktadir (115). 2040 yili icin Ongoriilen kiiresel tablo 2.4
milyon yeni tan1 ve 740 bin 6liimlii vaka olarak tahmin edilmektedir (1). Ulkemizde 2018
yil1 igerisinde 17.5 bin yeni tan1 ve 5.2 bin can kaybina sebep olan prostat kanseri ile ilgili

son veriler yillik 20 bin yeni tan1 ve 5.5 bin 6liimlii vaka olarak raporlanmistir (115).

17



2.3.3. Radikal Prostatektomi ve Urogenital Sistem Uzerindeki Etkileri

Hasta Oykiisii, klinik bulgular ve hastaligin evrelendirilmesi, mevcut tedavilerin
degerlendirilmesi ve uygulanmasi igin Onemlidir. Tedavi secenckleri karsinomun
yerine/biiyiikliigiine ve metastaz yapmig/yapmamis olmasina gore farklilik gostermektedir.
Rasyonel tedavi tiimoral dokunun prostat beziyle sinirli oldugu durumlarda miimkiindiir (2).
Tiimoral dokunun diseksiyonu amaci ile prostat dokusunun tamaminin ¢ikarilmasi olarak
adlandirilan radikal prostatektomi (RP), erken evre veya tiimoriin lokalize oldugu orta yas
ve Ustii hastalarda kansere bagli 6liimleri azaltmak amaciyla uygulanan etkin bir cerrahi
yontemdir (12, 116). KS’ler ile prostatin anatomik iliskisinin anlasilmaya baglanmasinin
ardindan; 1904 yilinda ilk perineal RP, 1947°de retropubik prostatektomi, 1970’te prostat
spesifik antijenin kesfi, 1982’de sinir koruyucu radikal retropubik prostatektomi ve 2001
yilinda ilk robotik prostatektomi gergeklestirilmistir. Bu siire¢ sonrasinda prostatin pelvik
pleksus ve iirogenital sisteme ait ndrovaskiiler paketler ile olan anatomik komsulugu
netlestikee sinir koruyucu laparoskopik ve robotik destekli tekniklerin uygulanmasinin yolu
daha da agilmistir (11, 14, 116-119). Buna ragmen basta ED olmak {izere ejakulasyon
bozuklugu, penis morfometresinin azalmasi, uzun doénem friner inkontinans ve lretral
obstriiksiyon gibi komplikasyonlar halen daha RP sonrasinda hastalarin karsilagabilecegi en

ciddi iirogenital sistem problemleri olarak karsimiza ¢ikmaya devam etmektedir (6, 120).
2.4. Radikal Prostatektomi ile Tliskili Erektil Disfonksiyon
2.4.1. Etiyolojisi ve Epidemiyolojisi

Minimal invazif ve sinir koruyucu cerrahi tekniklere ragmen KS’lerin genellikle
prostatin postolateral yiizeyi boyunca degisken dallanmalar (200-400 pm’lik) géstermesi;
RP operasyonu sirasinda istenmeyen travmatik (1s1 veya direk temas) sinir hasarlarina sebep
olabilmektedir. Bu durum RP ile iligkili ED gelisimini indiikleyen major faktor olarak kabul
edilmektedir (14, 113). Yontemden bagimsiz olarak operasyon sirasinda arteriyel hasar,
anastomoz bolgesinde darliklar, lokal inflamatuvar yanitlar gibi birgok faktoriin de RP ile
iliskili ED gelisiminde etkili olabilecegi raporlanmistir (14). Aksesuar pudendal arter gibi
vaskiiler faktorlerin RP sirasinda meydana gelebilecek travmatik yaralanmalara kars
olduk¢a duyarli oldugu ve RP ile iligskili ED vakalarimin %4-75’inde bu durumun etkin
sekilde rol oynadigi bilinmektedir (12, 121, 122). Mulhall ve arkadaglari tarafindan yapilan
Klinik bir calismada; bilateral sinir koruyucu RP gegiren erkeklerin operasyondan sonraki 4

ile 12 ay arasinda, %59'unda arteriyel yetmezlik, %26'sinda venoz sizint1 ve ayni1 zamanda
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vendz sizintist olanlarin hepsinde bir dereceye kadar arteriyel yetmezlik gelistigi
gozlenmistir. Mevcut fizyolojik degisimlerin RP sonrasi gelisen VOD ve dolayisiyla ED’ye
katkida bulunan patofizyolojik mekanizmalar1 tetikleyen O©nemli stliregler oldugu

vurgulanmustir (123).

Epidemiyolojik c¢aligmalarda RP ile iligkili ED prevelansi (%10-90) uygulanan
cerrahi tekniklere ve metodolojik yontemlere gore farklilik gostermektedir (5, 7). Bu
kapsamda, lokalize prostat kanseri teshisi konulduktan sonra RP operasyonu gecirmis 1164
erkek (55-74 yas) hasta ile gerceklestirilen kohort ¢alismasinda, erken (2 yil), orta (5 yil) ve
uzun donemde (15 y1l) deneklerin EF’lerinde sirastyla %78.7, %75.7 ve %87 oraninda farkl1
derecelerde yaygin diisiis oldugu raporlanmistir (124). Nelson ve arkadaslart RP 6ncesi
normal erektil fonksiyona sahip olan 134 denekle yaptiklar1 bir calismada, operasyondan 2
y1l sonra normal EF’lerini geri kazanan deneklerin oranin1 %16 olarak bildirmislerdir. 60
yasin tizerindekilerde ise bu oranin sadece %4 oldugunu vurgulamislardir (125). Hagling ve
arkadaglarmin yaklagik 3 yil siiren ¢ok merkezli, prospektif ve randomize olmayan
calismasinda; robot destekli laparoskopik RP ve retropubik RP operesyonu gegiren
hastalarda 12 ay sonunda farkli derecelerde de olsa ED goriilme oranlari sirasiyla %70.4 ve
%74.7 olarak raporlanmistir (126). Literatiirde sinir koruyucu tekniklerin daha az irogenital
sistem komplikasyonlarina sebep oldugunu gosteren veriler bulunmakla birlikte, bilateral
sinir koruyucu tekniklerin unilateral sinir koruyucu tekniklere goére istiin oldugu
belirtilmistir (7, 127).

2.4.2. Kavernéz Sinir Hasan ile Indiiklenen Erektil Disfonksiyonun Patofizyolojisi

Miyelinsiz  KS’ler  pelvik  gangliyonlardan koken alir ve icerdigi
sempatik/paraempatik sinir lifleri ile penisin otonomik inervasyonunu saglar (128). RP gibi
pelvik cerrahiler sonras1 KS’lerde meydana gelen inflamatuvar ndéropatik hasar nedeniyle
EF azalir. Intakt KS liflerinin latent bir iyilesme dénemi ardindan rejenere olmasiyla EF’de
diizelme saglanir (12, 129). Gelismis ndrotrofik faktor aktivasyonu ve ndroinflamasyonda
azalma ile karakterize edilen rejeneratif fazda, sempatik sinirlerin parasempatik sinirlere
gore daha hizli yenilenmesi de fonksiyonel iyilesme siirecini negatif yonde etkilemektedir

(12, 14, 129).

Intraoperatif KS ve/veya gliyal hiicrelerin hasar1 sonras1 néronal mikro ¢evredeki
lokal inflamatuvar yanitlar ve NNOS-NO/cGMP sinyal yolaginin inhibisyonu RP ile iliskili
ED gelisiminde rol oynar (11, 17). Noronal hasarin erken doneminde MPG’de akut
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inflamatuvar fazda interlokin-6 (IL-6) ve IL-6 reseptor ekspresyon artiginin etkili oldugu
bilinmektedir (130). Cerrahi operasyondan sonra kavernoz dokunun gegici denervasyonu
atrofik ve fibrotik degisikliklere neden olarak kavernoz dokuda diiz kas hasar1 ve kolajen
birikimine yol agmaktadir (131). Intakt sinirlerdeki rejenerasyon sirasinda kavernz dokuda
inervasyon eksikligine bagli hipoksi nedeniyle gelisen endotel disfonksiyon, eNOS-
NO/cGMP sinyal yolagi inhibisyonu, inflamasyon, oksidatif ve nitrozatif stres artigi
kavernoz doku hasarmma neden olarak RP ile iliskili ED patogenezinde etkin rol
oynamaktadir (9, 14, 132). KS hasari ile indiiklenen ED’nin ana nedeninin nérojenik temelli
oldugu varsayilsa da altta yatan siireglerin karmasikligi etkili tedavi protokollerinin

uygulanabilirligi agisindan engel teskil etmeye devam etmektedir (12, 133).

MPG ve KS'lerin Schwann hiicrelerinde bulunan sonic hedhehog (SHH) proteini
kavern6z doku biitiinliigiiniin siirdiiriilmesinde etkin rol oynamaktadir. KS hasar1 sonrasi
SHH diizeylerinin azalmas1 aksonal demiyelinizasyon ve KS'lerin dejenerasyonuna sebep
olur. Sinir hasarmin hemen ardindan KS mikrogevresine peptid amfifil nanolifleri
araciligityla SHH proteini uygulamasinin sinir rejenerasyonunu saglayarak ve diiz kas
apoptozisini onleyerek EF’yi iyilestirebilecegi gosterilmistir. Hem néronlarda hem de gliyal
hiicrelerde SHH proteini mevcuttur. SHH protein ekspresyonundan sorumlu olan mRNAnin
ise sadece noronlarda bulunmasi, néronlardan gliyal hiicrelere parakrin olarak iletildigini
gosterir. Bu sonuglar, SHH sinyal yolaginin ndronlar1 hasardan koruyan ve rejenerasyonu
saglayan onemli bir hiicresel mekanizma olabilecegini diistindiirmektedir (17, 134). Benzer
bir ¢alismada sinir hasarin1 takiben MPG ve Schwan hiicrelerinde adhezyon proteini olan
Ninjurin-1’in diizeylerinin artmasinin, NNOS eksprese eden sinirlerin rejenerasyonu ve
kavernoz endotelyumun yapisal ve islevsel iyilesmesini engelledigi gosterilmistir (135).
Diger bir aragtirmada, norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir role sahip oldugu
diistiniilen kalpain-1 protein aktivasyonunun KS hasar1 ardindan gelisen ED’de rolii oldugu

bildirilmistir (136).

Preklinik ¢alismalarda KS hasar1 sonrasi kavernozal dokularda ve MPG’de
RhoA/ROCK yolag1 upregiilasyonu raporlanmistir (107, 129, 137). Literatiirde ndronal
hasar sonrast MPG’deki RhoA/ROCK sinyal yolagi aktivasyonunun, nitrerjik ndéronlarin
secici apoptozisine neden olan kaspaz-3'in dogrudan aktivasyonuna yol actigin1 gdsteren
caligmalar yer almaktadir (129). Bu kapsamda RhoA/ROCK yolaginin Y-27632 gibi ¢esitli

ajanlarla inhibisyonu, BKSH sonrasi gelisen nérodejenerasyon ve dolayisiyla NO
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biyoyararlaniminin artirilmasi, kavernozal atrofi ve fibrozisin azaltilmasi yoluyla RP ile
iliskili ED i¢in uygun bir terapdtik hedef olabilecegini gostermistir (107, 138-140). Yapilan
benzer ¢alismalarda TGF-B1 ile sfingosin-1-fosfat ve RhoA-ROCK1-LIMK2-kofilin yolagi
arasindaki koordinasyonun da KS hasarinin neden oldugu kavernozal fibrozis ve diiz kas

atrofisinde rol oynadig ileri siirilmistiir (141, 142).

Fibrozis dokularda ilerleyici islev bozukluguna sebep olan dnemli bir fizyopatolojik
olaydir (143). Kavernoz dokuda hiicre proliferasyonu ve ESM birikimi ile karakterize
fibrozis olusumu preklinik ve klinik ¢alismalarda iyi tanimlanmis bir komplikasyondur (79,
128). Saglikl1 bir kavernoz dokuda ESM proteinlerinin sentezi ve yikilmasi denge halindedir.
KS hasar1 sonrasi gelisen fizyopatolojik siiregte proliferasyona ugrayan fibroblastlar,
miyofibroblast adi verilen kontraktil yetenege sahip hiicrelere doniismektedir. Basta TGF-
Bl olmak tizere ET1 ve A-ll gibi mediyatorlerin araciligiyla aktive olan
fibroblast/miyofibrolastlar profibrotik ESM’lerin fibrotik ESM proteinlerine doniisimiinii
hizlandirirarak fibrozis olusumuna katkida bulunmaktadir (8, 33). TGF-B1’in E-cadherin
gibi epitelyal belirteglerin down-regiilasyonu; vimentin ve a-SMA gibi mezenkimal
belirteglerin upregiilasyonu ile karakterize olan epitelyal mezenkimal gegiste 6nemli rol
oynadigi bilinmektedir (144). Sinir hasarini takiben dokuda TGF-B1 diizeyinin artmasi,
dokuya makrofaj gibi inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonunu ve miyofibroblastlar
tarafindan indiiklenen fibrotik siiregleri aktive ederek kavern6z dokunun histolojik yapisinda

irreversibl degisikliklere sebep olmaktadir (128).

Saglikli dokuda ereksiyon sirasinda PGE1 diizeyinin artmasi fibrotik stireci inhibe
ederek kavernozal oksijen seviyelerindeki artisi desteklemektedir. Noronal hasar sonrasi
kavern6z dokudaki hipoksik siireg; endotel kaynakli PGE1 olusumunu inhibe ederken, TGF-
B1/Smad yolagi aktivasyonu ve TGF-B1 bagimli endotelin-1 iiretiminin artmasin
indiikleyerek tip I ve tip III kolajen birikimine sebep olmaktadir. Bu durum kavernozal
fibrozis ve diiz kas atrofisi ile birlikte erektil dokularin islevselligini azaltan endotelyal
fonksiyon kaybina sebep olarak ED’ye yol agmaktadir (12, 127). KS hasar1 sonrasinda
erektil dokuda indiiklenen hiicresel, molekiiler ve yapisal degisikliklerden bazilar1 Sekil 8’de

gosterilmistir (127).

21



Kavernoz

sinir hasari

J

inflamatuvar
sirecg 1

PGE-1 |
TGF-p1/Smad 1

TGF-p1 bagimh ET-1

ESM tretimit ve birikimi ¢ Kavernozal diiz kas atrofisi't

degredasyonunu | Endotelyal disfonksiyon t

Kavernozal fibrozis

VoD

ED

Sekil 8. Kavernoz sinir hasar1 ardindan kavernozal dokuda indiiklenen hiicresel, molekiiler
ve yapisal degisiklikler (Leungwattanakij’den, 127)

Proteoglikanlar ve fibroz proteinler fibrozis olusumundaki temel ESM bilesikleridir.
Fibroz proteinler yapisal proteinler (kolajen ve elastin) ve adhezif proteinler (fibronektin,
laminin, tenaskin, vitronektin, integrin) olmak tizere ikiye ayrilir. Kolajenler; fibroblast ve
osteoblastlar gibi bag dokusu hiicreleri tarafindan sentezlenen lifli proteinlerden olusan ve
ekzositoz yoluyla ESM'ye salgilanan proteinlerdir (145). Fibronektin ise endotel, diiz kas ve
fibroblastlarca iiretilen yiiksek molekiiler agirlikli bir glikoprotein olup; plazmada ve diger
viicut sivilarinda ¢oziiniir bir formda bulunmaktadir. KS hasar modellerinden sonra erken
donemde TGFP1 ekspresyonunun aktive olmasi sonucu diizeyi artan fibronektin; hiicre
yiizeyi integrinleri, fibrin ve kolajenlere baglanarak ¢oziinmeyen formda birikmekte ve

fibrotik siirece katki saglamaktadir (146, 147).
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2.4.3. TGF-p1/Smad Sinyal Yolagimn Kavernoz Sinir Hasari ile Indiiklenen

Kavernozal Fibrozis Gelisimindeki Rolii

Kavern6z sinir hasar1 ardindan sinirlerin rejenerasyon siiresi klinik anlamda 18-24
ay siirebileceginden bu siire zarfinda azalan noronal uyari, penil doku perfiizyonuna katki
saglayan dogal ve nokturnal ereksiyon kaybina sebep olmaktadir (18). Bu siire zarfinda
azalan NO {iretimi ve iskemik ortam ED’ye sebep olan kavernozal diiz kas apoptozisi ve
fibrozis gelisimini indiiklemektedir. Sonug olarak erektil kapasite kavernéz dokulardaki

irreversibl yapisal bozukluklardan dolay1 azalmaktadir (17, 148, 149).

Fizyolojik sartlarda yara iyilesmesi i¢in gerekli ekstraseliiler matriks (ESM) birikimi
ile karakterize olan fibrotik siire¢ler, baz1 durumlarda dokulardaki fibroblastlarin uzun siireli
aktivasyonu sonucu asir1 fibroz ESM birikimine neden olan patolojik bir cevap haline
gelmektedir (8). Fibroblast proliferasyonu, fibroblastlarin apoptoza direngli olan
miyofibroblastlara farklilagsmasi, asir1 kolajen ve diger ekstaseliller matriks (ESM)
proteinlerinin birikmesi ile karakterize edilen fibrozis, penil doku homeostazinin
bozulmasia neden olmasi sebebiyle RP ile iliskili ED patafizyolojisinde etkin bir role
sahiptir (128, 150). lacono ve arkadaslarinca yapilan klinik bir ¢alismada; RP operasyonu
gecirmis bireylerden operasyondan sonraki 2. ve 12. ayda alinan korporal biyopsi
orneklerinde, kavernozal diiz kas ve trabekiiler elastik lif miktarlarinda azalma, artmis

kolajen birikimi ile karekterize bozulmus kavernozal doku mimarisi gosterilmistir (151).

Interlokinler, TGF-P siiper ailesinin iiyelerinden olan TGF-B1, aktivin A ve B gibi
sitokinler bu patolojik siirece katkida bulunan en 6nemli mediyatorlerdir (152). TGF-p’nin
memelilerde tanimlanmig ii¢ izoformundan (TGF-B1, 2 ve 3) biri olan TGF-B1 hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi ve ESM iiretiminin diizenlenmesinde rol oynayan ¢ok islevli
bir sitokindir (153). Artmis TGF-f1 ekspresyonu ve/veya aktivasyonu ESM iiretimindeki
artis1 ve yikimindaki azalmay: indiikleyerek o6zellikle akciger, karaciger, bobrek, deri ve
penis gibi organlarda fibrozis olusumunda 6nemli rol oynar (128, 152). TGF-B1 ligandlari
fibriline baglandiktan sonra matriks iginde konsantre hale gelerek profibrotik yaniti
hizlandirmaktadir (152). Yapilan bir aragtirmada ekzojen TGF-B1 (80 pM) ile inkiibe edilen
insan korpus kavernozal primer diiz kas hiicre kiiltiiriinde kolajen-1 ve kolajen-111 sentezinin
kontrol grubuna gore 2.5-4.5 Kat artis gosterdigi raporlanmustir (154). Benzer bir ¢alismada

TGF-B1’in intrakavernozal enjeksiyonunun bag doku sentezini artirdig1 ve kavernozal diiz

23



kas miktarinda azalmaya yol acarak korpus kavernozumlarin yapisal biitiinliigiinii

degistirdigi gosterilmistir (13).

TGF-p stiper ailesinin; TGF-f izoformlari, aktivinler, inhibinler, GDNF’ler, kemik
morfogenetik protein (BMP)’ler ve anti-miillerian hormon gibi yapisal olarak birbirine
benzeyen fakat fonksiyonel anlamda farkli 6zellikteki 40°’tan fazla iiyesi bulunmaktadir.
Mevcut iiyeler hiicre farklilagmasi, ESM {iretimi, anjiogenezis, apoptozisin diizenlenmesi
gibi biyolojik etkilerini 7 farkli tip-1 (aktivin reseptor benzeri kinaz/ALK) ve 5 farkli tip-2
TGF-pB reseptorleri (TPR) araciligiyla gergeklestirir (20, 21, 152). TGF-B1 aktivasyonu
patolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve fiziksel faktorler tarafindan tetiklenen farkl
etiyolojilere sahip fibrotik siireglerde kritik 6neme sahiptir (143).

Smad proteinleri yapisal ve fonksiyonel dzelliklerine gore; reseptor ile regiile edilen
Smad’lar [(R-Smad’lar (BMP Smad’lar ve TGF-B/aktivin Smad’lar)], common-partner
Smad’lar (Co-Smad’lar) ve inhibitér Smad’lar (I-Smad’lar) olmak iizere 3 alt gruba ayrilirlar
(152). TGFB1/Smad sinyal iletiminin negatif regiilasyonu I-Smad’lar (Smad6, Smad7)
tarafindan gerceklesebilir. I-Smad’lar, R-Smad’larin (Smadl, Smad2, Smad3, Smad5 ve
Smad8) aktivasyonunu veya Co-Smad’lar (Smad4) ile olusturacaklari heteromerik kompleks

olusumunu engelleyerek etkilerini gosterirler (152, 155).

Kanonikal sinyalizasyonda TGF-1, ALKS olarak bilinen tip-1 (TBR-1) ve tip-2
(TPR-2) transmembranal reseptorler olan serin/treonin protein kinazlar1 bir araya getirerek
ilgili genetik ekspresyonu diizenler. TGF-B1 kendi akseptorii olan LAP ve latent TGF-f1
baglayici protein (LTBP) ile kompleks halinde inaktif durumdadir. Ligand yoklugunda TR-
1 ve TPR-2 reseptorleri sitoplazma membraninda homodimer halindedir (21). Bazi
proteazlar (plazmin, katepsin), trombospondin-1 ve integrinler gibi latent TGF-p1
aktivatorlerinin  etkisiyle serbestlesen TGF-f1, TPR-2’ye baglanarak reseptoriin
fosforilasyonunu indiikler. TPR-2’nin fosforilasyonu ardindan TPR-1’de serin/treonin
rezidiiellerinden (GS domain) fosforillenir. Béylece TGF-B1 uyarisi TBR-2 ve TPR-1
reseptOr ciftlerinin birlesmesini ve reseptdr aktivasyonundaki en onemli basamak olan
tetramerik reseptor kompleksinin fosforilasyonunu saglar (21, 152, 155). Aktive olan TPR-
1, TGF-B protein ailesinin hiicre i¢i sinyal aracilar1 ve modiilatorleri olarak iglev goéren Co-
Smad grubuna ait sitoplazmik proteinlerden Smad2(Ser*®>¢7) ve Smad3(Ser*?¥/4?%)
proteinlerinin fosforilasyonuna (aktivasyonuna) aracilik eder (156-158). Smad proteinlerinin

aktive olmus reseptdr kompleksi tarafindan fosforilasyonunu kolaylastiran SARA proteini
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ayni zamanda inaktif formlarinin niikleusa gegislerini de engeller. Fosforile Smad kompleksi
(pSmad2/3), MH2 (C-terminal) domainleri vasitasiyla Smad4 ile heteromerik kompleks
halinde diger transkripsiyon faktorleri, transkripsiyonel ko-aktivatér [CBP, p300)] ve ko-
represorler ile etkilesime girerek niikleoporinler araciligiyla niikleusa geger (21, 152, 155).
Ardindan MH1 (N-terminal) domainleri vasitasiyla promotor bolgedeki Smad baglayan
molekiillere (SBE, AGAC ve GTCT) baglanir (8, 155). Bu siiregte TGF-1/Smad sinyal
yolaginin genetik ekspresyon tizerindeki etkisi, genin promotor bolgesinde bir veya daha
fazla SBE veya alternatif olarak TGF-f inhibitor element (TIE) olarak bilinen bir dizi ile
diizenlenir (159). Smad7 ise 1-) TBR-1"in fosforilasyonunu engelleyerek, 2-) protein fosfataz
(PP1) yoluyla reseptor kompleksinin defosforilasyonunu saglayarak, 3-) aktive olmus TBR-
1 igin R-Smad’lar ile yarisarak olusacak heterodimerik kompleksin olusumunu engelleyerek,
4-) E3-ubikitin ligaz ve Smad ubikitinasyon regiilator faktor-2 (Smurf-2) TPR-1 etkilesimi
ile reseptor degradasyonunu saglayarak gelisebilecek fibrotik siire¢leri engellemektedir (21).
TGF-B1/Smad sinyal yolagi, interstisyel bir kolajenaz olan matriks metaloproteinaz-1
(MMP-1) genetik aktivasyonu {iizerinde inhibisyona sebep olur. Ayrica doku proteaz
inhibitorii olan TIMP-1 ve PAI-1 aktivasyonu aracili etkisi ile cesitli dokularda ESM
birikimini destekleyerek fibrozis gelisimine dolayli yoldan katki saglamaktadir (152).

TGF-B1’in fibrotik siiregler iizerindeki etkisi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin ¢ogu
kanonikal yolak tizerinde yogunlasmis gibi goziikse de TGF-f1/ALK1/Smadl/5, TGF-
B1/ERK, TGF-B1/INK/p38, TGF-B1/PI3K/Akt, TGF-B1/JAK2/STAT3, TGF-1/ROCK
gibi nonkanonikal sinyal yolaklarinin da ilgili siirecte rol oynadigi bilinmektedir (21). TGF-
B1/Smad yolagina benzer sekilde aktivin/Smad2/3 sinyalizasyonu da fibrozisi tetiklerken;
BMP/Smad1/5/8 yolaginin aktivasyonu ise antifibrotik siirecleri indiikleyici 6zellik
gostermektedir (152). Sekil 9°da fibroblast hiicre aktivasyonu sonrasinda TGF-f1/Smad
(kanonikal) ve TGF-B1/non-Smad (non-kanonikal) sinyal yolaginin fibrotik siirecler

tizerindeki etkisi gosterilmistir (22).
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Literatiirde hipertansiyon, diyabet, spinal kord hasar1 ve KS hasart ile iliskili olarak
aktive olan TGF-B1/Smad sinyal yolagmin farkli rodent tiirlerinde indiiklenen ED
patogenezinde korpus kavernozum dokularinda gelisen profibrotik siireglerdeki rolii ile ilgili
birgok veri bulunmaktadir (79, 108, 160). TGF-B1 yasla indiiklenen kavernozal fibrozis
gelisiminde de 6nemli bir role sahiptir (161, 162). Cui ve arkadaslar tarafindan yapilan
deneysel bir calismada TGF-B1/RhoA/ROCKI1/LIMK?2/Kofilin sinyal yolaginin yasla
indiiklenen korporal fibroziste etkili oldugu gosterilmistir (162).

BKSH ile iligskili ED’de artmis TGF-B1/Smad sinyal yolagi aktivasyonu,
fibroblast/miyofibroblast ~doniisiimiiyle indiiklenen ekstraselliller matriks (ESM)
proteinlerinin birikimi sonucu gelisen fibromuskular anomaliler, kavernozal diiz kas
apoptozisi ve endotelyal hiicre proliferasyonu ile NO diizeyinin azalmasi onemli rol
oynamaktadir (11, 12, 14, 127, 163). Jin ve arkadaslar1 fare korpus kavernozumunda TGF-
B1/Smad yolaginin upregiilasyonu ile birlikte kavernozal diiz kas ve endotel hiicre
apoptozunun BKSH'dan 3 giin sonra bagladigini; 7. ve 14. giinler arasinda maksimum
seviyeye ulastigimi gostermislerdir (13). Benzer bir ¢alismada sigan BKSH modelinde
kavernozal diiz kas apoptozisinin hasardan sonraki 24 saat i¢inde ortaya ¢iktigin1 gosteren
veriler mevcuttur (65). Baska bir ¢aligmada fibrotik hastaliklarla iliskilendirilen histon
deasetilazin (HDAC) BKSH modelinde penil dokudaki genetik ekspresyonunun arttigi
gosterilerek HDAC/TGF-B1/Smad yolaginin kavernozal fibrozis gelisiminde etkin rol
oynadig1 vurgulanmistir (163). Song ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢calismada, BKSH
sonras1 farelerin korpus kavernozumuna Smad7 genini kodlayan tek doz adenoviriis
enjeksiyonunu takiben 2. hafta sonunda PAI-1, fibronektin, kolajen-I ve kolajen-1V gibi
ESM proteinlerinin iiretiminin azalmasinin yaninda; endotel hiicre apoptozisinin 6nemli
oOlglide azaldigr ve eNOS fosforilasyonunun indiiklendigi gosterilmistir (164). Sigan korpus
kavernozumlarinda (enine) gelisen ilerleyici fibrozis siirecine ait morfolojik degisikliklerin

temsili goriintiisii Sekil 10°da gosterilmistir (79).
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Sekil 10. Fibrozisin ilerlemesi sirasinda sican korpus kavernozumundaki a) normal
gortiniim, b) hafif derecede fibrozis, c) orta derecede fibrozis ve d) ileri derecede
fibrozisi temsil eden morfolojik gorlintiler. Yildiz isareti ESM olan
interstisyumu, ok uglari ise kavernozal diiz kas trabekiillerini gostermektedir
(Cho’dan, 79).

2.4.4. Radikal Prostatektomi Sonras1 Gelisen Erektil Disfonksiyon Tedavisinde Yeni
Yaklasimlar

Norodejenerasyon ve sonrasinda kavernozal dokuda meydana gelen morfolojik
degisikliklerin RP ile iligkili ED gelisimine aracilik ettigi bilinmektedir. Bu sebeple noronal
rejenerasyonun saglanmasi, kontraktil ve gevsetici faktorler arasindaki dengenin
bozulmasina neden olan penil diiz kas apoptozisinin ve fibrozis olusumunun Snlenmesi,
bir¢ok arastirmaci tarafindan 6nemli hedefler olarak goriilmektedir. Bu sebeple literatiirde
alternatif molekiiler yolaklar1 hedef alan yeni terapdtikler stratejiler lizerine yogunlasan

birgok ¢alisma bulunmaktadir (108).

RP ile iligkili ED modellenen preklinik caligmalarda lokal veya sistemik olarak
birgok néromodulator ajan arastirilmaya devam edilmektedir. Bu temele dayandirilan birgok
arastirma norotrofik faktdrler ve immiinofilin liganlar ile hasarlanmais sinir rejenerasyonuna
odaklanmuis fakat basarili bir ndronal rejenerasyon elde edilse bile EF’nin tam olarak geriye
dondiiriilemedigi bildirilmistir (23, 128). Son donemlerde immiinofilin ligandlar, beyin
kokenli sinir biiylime faktorii (BDNF), glial hiicre kokenli norotrofik faktér (GDNF),
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norotrofin-3 (NT-3) ve biiylime farklilagsma faktorii-5 (GDF-5) gibi norotrofinler, sonik
hedhehog protein (SHH), glial biiytime faktorii (GGF-2); Ninjurin-1 proteini veya norotrofik
tirozin kinaz reseptori tip 1’e (TrkA) kars1t bazi monoklonal antikor tedavi yontemleri

preklinik ¢alismalarda arastirilmaktadir (23, 128, 165).

Immiinofilin ligandlarmin preklinik diizeyde sinir koruyucu ve rejenerasyonu
indiikleyici etkileri araciligiyla EF’yi iyilestirdigi gosterilmis olmasina ragmen klinik bir
calismada takrolimus (FK506)nin immiinosupresif olmayan bir analogu olan GPI 1485,

sinir koruyucu RP gegiren erkeklerde EF tizerine etkili bulunmamuistir (166-168).

Periferal sinir hasar1 sonrasinda MPG ve Schwan hiicrelerinde diizeyi artan adhezyon
proteini Ninjurin-1’in monoklonal antikor ile etkisizlestirilmesi NNOS pozitif sinirlerin
rejenerasyonunu, EF’yi ve kaverndz endotelyumun hem yapisal hem de islevsel olarak
restore edilmesini basarili bir sekilde desteklerken uygulanan tedavinin norotrofik ve
anjiyojenik etkileriyle RP ile iliskili ED tedavisi i¢in iyi bir alternatif olabilecegi
vurgulanmistir (135).

Birgok ¢alismada deneysel KS hasar modellerinde alternatif tedavi yaklasimi olan
testosteron uygulamasinin tek basina veya PDES inhibitorleri ile kombine kullaniminin
olumlu sonuglar1 gosterilmistir (18). Vignozzi ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
calismada sigan Dbilateral sinir rezeksiyonu sonrasi tadalafilin testosteron ile
kombinasyonunun penil dokunun perfiizyonunu sagladigi ve fibrozisi 6nledigi belirtilmistir
(169). Fakat penil rehabilitasyonda testosteron tedavisinin erektil fonksiyon iizerindeki
etkinlik ve giivenilirligini gostermek amaciyla daha fazla preklinik ve o6zellikle klinik

calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (149).

Yapilan Klinik bir ¢alismada penil kavernozal dokuda mineralokortikoid reseptor ve
11-beta-hidroksisteroid dehidrogenez tip-2 mRNA ekspresyonlar1 gosterilmig; insan penil
dokusunun aldosterona olan yanati ile ED arasinda bir iligki olabilecegi sonucuna varilmastir.
Ayrica asirt mineralokortikoid reseptor ekspresyonu veya aktivasyonun inhibe edilmesinin

ED tedavisi i¢in terapdtik strateji olabilecegi vurgulanmustir (170).

Son donemlerde yeni tedavi alternatifleri olarak triiyodotironin, Rho Kkinaz
inhibitorleri ve kok hiicre tedavisi ile ilgili galismalar dikkat ¢ekmektedir (137, 148, 171).
Bu baglamda, kok hiicre temelli terapotik yaklagimlar KS hasarindan sonra korpus
kavernozum mikro yapisini koruyarak ve KS rejenerasyonuna katki saglayarak ED'nin

iyilestirilmesinde umut verici sonuglar sunmustur (23, 172). Benzer c¢alismalarda
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intrakavernéz olarak enjekte edilen insan adipoz kaynakli kok hiicrelerin (h-ADSCS)
terapdtik etkinliginin kavernozal doku tizerinden ziyade MPG’ye yonelen kok hiicrelerden

kaynaklandigini kanitlamistir (173).

Arastirmacilar kok hiicre tedavisinin yani1 sira, vaskiiler endotelyal bliyiime faktorii
(VEGF) ve temel fibroblast biiytime faktorii (BFGF) gibi anjiyojenik biiylime faktorlerinin
ED tedavisi lizerinde terapotik etkinligini gostermistir. Bae ve arkadaslari tarafindan yapilan
bir ¢alismada giiglii bir anjiyojenik biiyiime faktorii olan BFGF'nin deneysel BKSH
modelinde farelerin penil subkutan dokusuna hidrojel aracili enjeksiyonunun kavernozal
endotelyal ve diiz kas morfolojisini diizelterek erektil islevde kismen de olsa iyilesme
sagladig1 gosterilmistir (165). Sinir biiytime faktorii (NGF) ve reseptorii TrkA'nin, geg
embriyonik ve postnatal donemlerde sempatik noronlarin gelisimi i¢in gerekli oldugu
bilinmektedir (108). KS hasar1 sonras1 sempatik sinirlerin parasempatik sinirlere gore daha
hizl1 yenilendigi ve penil ereksiyonu antagonize ettigi goz Oniinde bulunduruldugunda
spesifik TrkA monoklonal antikor (TrkA-mAb) uygulamasinin periferal sempatik néronlarin
rejenerasyonunu bloke ederek néronal hasar sonrasi gelisen ED tedavisinde etkili olabilecegi
diistiniilmiistiir. KS hasar1 ardindan TrkA-mAb'nin siganlarin major pelvik ganglion veya
korpus kavernozumuna lokal olarak uygulanmasinin korpus kavernozumdaki tirozin
hidroksilazi eksprese eden sempatik sinir liflerini 6nemli dl¢lide azalttigi ve dorsal sinirdeki
nNOS pozitif lifleri artirarak erektil fonksiyonun iyilesmesine katki sagladigi gosterilmistir

(174).

Deneysel periferik noropati modellerinde nérogulin biiylime faktorleri ailesinin bir
tiyesi olan GGF-2'nin sinir koruyucu ve iyilestirici etkileri gosterilmistir. Siganlarda
indiiklenen BKSH modelinde GGF-2’nin aksonal biitiinligii korudugu ve aksonal
fonksiyonlar iyilestirdigi raporlanmstir (10).

Calismalarda direkt sGC’yi aktivite eden BAY 41-8543, BAY 60-4552 ve BAY 60-
2730 gibi ajanlarin intakt endotelyal ve/veya KS stimiilasyonundan bagimsiz olarak hiicre
ici cGMP konsantrasyonunu artirarak RP ile iligkili ED tedavisinde etkili olabilecekleri

konusunda umut verici sonuglar elde edilmistir (23, 175).

BKSH sonras1 kavernozal dokuda RhoA/ROCK yolaginin aktivasyonunun artmasi
nedeniyle, bu sinyal yolagmin Y-27632 ile inhibisyonu BKSH sonrasi azalan NO
biyoyararlanimini artirip, kavernozal apoptozisi azaltarak RP ile iliskili ED i¢in uygun bir

terapotik yaklasim olabilecegi ileri siiriilmiistir (107). Yapilan farkli g¢alismalarda
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RhoA/ROCK yolaginin inhibisyonunun aksonal rejenerasyon, kavernozal diiz kas hiicre
apoptozisi ve doku fibrozisini azaltarak RP ile iliskili ED tedavisinde etkili bir terapotik
hedef olabilecegi gosterilmistir (138-140).

A-11, vazokonstriksiyon ve TGF-B1/Smad aracili fibrozisi indiikleyen 6nemli bir
endojen mediyatordiir. A-II reseptdr blokdrlerinin RP ile iligkili ED {izerindeki olasi
terapotik etkisini degerlendirmek amaciyla yiiriitiilen preklinik ¢alismalarda 6nemli sonuglar
elde edilmistir (133, 146). Sinir koruyucu radikal retropubik prostatektomi sonrasinda
hastalarda irbesartan uygulamasinin EF iizerine etkisini retrospektif olarak degerlendirmek
amaciyla yiritiilen klinik bir ¢alismada, preoperatif erektil islevi normal olan hastalarda
operasyondan sonra diizenli irbesartan kullanimmin ameliyat sonrasi azalan erektil

kapasiteyi potansiyalize edebilecegi belirtilmistir (106).

BKSH modellerinde fibrotik hastaliklarla iliskili histon deasetilaz (HDAC)’ 1n penil
dokudaki genetik ekspresyonu degismektedir. HDAC inhibisyonunun artan kavernozal
fibrozis ve azalan erektil cevap tlizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan bir
calisgmada; HDAC inhibitorii olan valproik asitin hasardan sonraki 14. giinde artan HDAC4
ve fibronektin ekspresyon seviyelerini azalttigi, gelisen kavernozal fibrozis ve erektil
cevaplarda anlamli bir iyilesme sagladigi gosterilmistir. HDAC/TGF-f1/Smad yolagininin
fibrotik ve norodejeneratif siirecler iizerindeki muhtemel etkisi sebebiyle HDAC
inihbisyonunun RP ile iliskili ED tedavisinde onemli bir stratejik hedef olabilecegi
belirtilmistir (163). Lin ve arkadaslar tarafindan COX-2 ve prostasiklin sentaz aktivatorii
olarak tasarlanmig bir protein olan COX2-10aa-PGIS’in 28 giinliik sican BKSH modeli
sonrast TGF-B1 ekspresyonunu azaltirken eNOS ekspresyonunu artirdigi; antifibrotik ve

antiapoptotik siirecleri etkileyerek erektil fonksiyonu iyilestirdigi gosterilmistir (176).

Etkinlik ve giivenilirliklerine iligkin yeterli bilimsel kanit olmamasina ragmen son
yillarda ED tedavisinde geleneksel bitkisel tiriinlerin kullanimi giderek yayginlagmaktadir.
Bu sebeple bu konu ile ilgili farkli ED modellerinin kullanildigi calismalar 6nem kazanmistir
(23, 177). Wu ve arkadaslari, Ginkgo biloba total ekstresinin (farkli dozlarda) siganlarda
indiiklenen BKSH modelinde ED {izerindeki etkisini incelemek i¢in yaptiklari ¢alismada;
EF’nin anlamli derecede iyilestigi fonksiyonel, histolojik ve molekiiler verilerle
desteklenerek  gosterilmis; bu durum total ekstrenin nororejeneratif etkisiyle
iliskilendirilmistir (178). Baska bir ¢alismada Epimedium yaprak ekstresinden elde edilen

Ikariin adli bilesigin KSH modeliyle indiiklenen ED iizerindeki etkisini incelemek igin in-
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Vivo Ve in-vitro ¢alismalar yapmuislar ve gosterilen olumlu etkiden ikariin’in bilinen PDES
inhibitori etkisine ek olarak norotrofik 6zellikleri sorumlu tutulmustur (179). Benzer sekilde
Panax gingseng, Tribulus terrestis ve Lepimedium meyenii gibi geleneksel tipta afrodizyak
etkileri sebebiyle kullanilan bitkilerin ¢esitli sebeplerle gelisen ED’nin tedavisi amaciyla

preklinik ve/veya klinik ¢alismalara konu oldugu bilinmektedir (180-182).

Tiim bu yolak ve mediatorlerin RP ile iligkili ED gelisimindeki etkinlik derecesi tam
olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, etkin ve tolere edilebilir bir tedaviye ihtiyag
duyulmaktadir. Bu sebeple konuyla ilgili bir¢ok preklinik ve klinik ¢alisma yapilmakta;
hastaligin patofizyolojisi hakkinda daha kesin bilgiler ve rasyonel tedavi stratejileri elde

edilmeye ¢alisilmaktadir (18).

2.5. Deneysel Erektil Disfonksiyon Modelleri

Etiyolojik anlamda ED gelisimine neden olan risk faktorlerinin ¢oklugu ve sebep
olduklar1 patofizyolojik siireclerin karmasikligi, deneysel calismalarda kullanilmak {izere
secilecek olan ED modellerinin tasarlanmasi, optimizasyonu ve uygulanabilirligi agisindan
oldukg¢a 6nemlidir (6, 183). Yapilan ilk deneysel ED ¢alismalarinda bazi primat tiirleri,
kopek, kedi ve tavsan gibi deney hayvanlari kullanilmis ve konuyla ilgili 6nemli bilgiler elde
edilmistir (184, 185). Rodentlerin insan genomu ile benzer homolojiye sahip olmasi, seksiiel
ozelliklerinin fonksiyonel ve morfolojik anlamda insanlarla benzerlik gostermesi, deney
manipiilasyonuna uygunluklari, kolay temin edilebilirlikleri, ekonomik olmalari, kisa yasam
siireleri, 1yi yapilandirilmis modelleme protokolleri ve deney sonuglarinin tekrar
edilebilirligi; sigan ve farelerin kullanildigr modelleri son donemlerde ED caligmalarinda
daha popiiler hale getirmistir (184-186). Cok sayida avantaji olmasma ragmen, cinsel
davraniglar1 daha ¢ok koku uyaranlarma bagl olan rodentlerin, gorsel ve isitsel uyaranlarca
indiiklenen insan cinsel davraniglari ve ED’nin karmagik yapisimi tam olarak temsil

edemeyecegi de bir gergektir (187).

Bu kapsamda kullanilan deneysel ED modellerinin bazilari; basta DM ve KS hasari
ile indiiklenen modeller olmak {izere, yaslanma modelleri, dislipidemi modelleri, HT
modelleri, kastrasyon modelleri, sigara kullanim modelleri, kronik renal yetmezlik
modelleri, spinal kord hasar1 gibi organik modeller, stresle indiiklenen organik olmayan
modeller, bilateral internal iliak arter ligasyon modeli, korporal VOD modeli, radyasyon ile
indiiklenen modeller ve priapizm modelleri olarak siralanabilir (183-185). Bunlardan

diyabetik ED ile ilgili yapilan ¢alismalarda; streptozotosin basta olmak iizere ¢esitli kimyasal
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ajanlarin (alloksan vb.) pankreas B hiicrelerini tahrip etmesiyle olusturulan DM modelleri,
cerrahi yontemlerle (total pankreatektomi) olusturulan DM modelleri, diyet ile olusturulan
DM modelleri, spontan DM modelleri ve genetigi degistirilmis hayvan DM modelleri gibi
farkli tip-1 ve tip-2 DM modellemeleri kullanilabilmektedir (183).

Mevcut deneysel modeller ereksiyonun norofizyolojisi ve ED'nin patofizyolojisinin
daha iyi anlasilmasia; bu alandaki yeni terapotik ajanlarin ve cerrahi prosediirlerin
kesfedilmesine olanak saglamissa da klinik durumu daha iyi yansitan deneysel modellere
ihtiya¢g duyulmaktadir. Bu sebeple ED'yi en iyi sekilde taklit eden farkli hayvan
modellerininin gelistirilmesi amaciyla yiirlitiilen modifikasyon caligmalar1 tiim hiziyla

devam etmektedir (183, 184).
2.5.1. Kavernoz Sinir Hasar Modelleri

Bu alandaki ilk bilimsel ¢alismalar 19. ylizyilin ikinci yarisinda kopeklerde pelvik
sinirin ereksiyonda etkin rol oynadiginin gosterilmesiyle baslamistir (188). Langworthy ve
arkadaslar1 1965 yilinda siganlarda pelvik sinirleri ilk kez tanimlayarak korpus kavernozum
inervasyonu tizerindeki etkilerini incelemislerdir (183). Lewis ve arkadaslart 1968 yilinda
bogalarda IKB 6l¢iimiinii gerceklestirmislerdir (189). 1983 yilinda ise Walsh ve arkadaslar
pelvik inervasyonu saglayan noronal demetlerin RP cerrahisi sirasinda hasarlanmasinin RP
ile iliskili ED gelisiminde etkili oldugunu dogrulamiglardir (190). Tiim bu gelismeler
ardindan RP ile iligkili ED’nin preklinik yansimasi olan deneysel KS ablasyon modeli

(sicanlarda) ilk kez 1989 yilinda Quinalan ve arkadaslar tarafindan tanimlanmistir (191).

Preklinik ¢aligmalarda RP ile iliskili ED’nin taklit edilmesi amaciyla kullanilan KS
hasar modelleri; MPG’den koken alan ve prostatin dorsolateralinde bilateral seyrederek
EF’nin diizenlenmesinde rol alan KS’lerin cesitli yontemlerle hasarlanmasi sonucu
olusturulmaktadir. Tasarlanan modeller, MPG’nin 2-3 mm distalinden forseps veya klemp
kullanilarak olusturulan basing uygulanmasiyla indiiklenen sikistirma (crush) hasari basta
olmak iizere; KS’lerin dondurulmasi, gerilmesi, tranzeksiyonu ve eksizyonu gibi
yontemlerle olusturulabilmektedir (183, 185, 186). KS dondurulmasi metodu sikistirma
metoduna benzer sekilde sinir kilifin1 bozmayan ve rejenerasyon ¢alismalarinda kullanilan
bir yontemdir. Transeksiyon ve eksizyon yontemleri ise sinir koruyucu olmayan RP
sirasinda uyarmin unilateral ve/veya bilateral olarak ortadan kalktigi daha ciddi
yaralanmalar1 temsil etmektedir. Buna gore bilateral KS eksizyonu, reinervasyona izin

vermedigi i¢in penil denervasyonun uzun vadeli morfolojik ¢alismalarinin degerlendirilmesi
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amaciyla tercih edilmektedir. Tek tarafli KS hasarinin gerceklestigi pelvik operasyonlari
temsil eden unilateral hasar modelleri ise arastirmacilarin ayn1 hayvanda hem hasar hem de
kontrol 6l¢iim sonuglarini  karsilastirmasina olanak saglamasi sebebiyle tercih
edilebilmektedir (185).

Preklinik ¢alismalarda ¢ift tarafli sinir koruyucu RP sirasinda meydana gelen kismi
sinir hasarini taklit etmek amaciyla cogunlukla BKSH modelleri tercih edilmektedir (13, 15).
Bu model daha ¢ok penil ereksiyonunun fonksiyonel iyilesmesini kolaylastirabilecek
nororejeneratif ve noroprotektif ajanlarla ilgili ¢alismalarda kullanilirken; kavernozal doku
biitiinliiglinlin  bozulmasint Onleyebilecek antifibrotik = stratejilerin  degerlendirilmesi
amaciyla da kullanilabilmektedir (15, 183). Modeller bir klemp veya forseps ile KS’lerin
mekanik olarak belirli bir siire sikistirilmasi esasina dayanmaktadir. Sikistirma siiresi, siddeti
ve tekrar araliklar1 ¢aligmanin amacina gore tasarlanmaktadir. Bu kapsamda forseps
yardimiyla 15’er sn’lik ii¢ set veya hemostatik klemp ile yapilan ikiser veya iliger dk’lik
stirekli sikistirma gibi farkli protokoller igeren KS hasar modelleri kullanilabilmektedir (15,
166, 192).

2.5.2. Erektil Fonksiyonun In vivo Degerlendirilmesi

Erektil cevabin fonksiyonel anlamda olusturulmasi ve incelenmesinde kullanilan en
yaygin yontem; karmasik bir cerrahi operasyon sonrasinda, submaksimal elektriksel KS
stimulasyonu sonucu olusan intrakavernéz basing (IKB) ve ortalama arteriyel basing
(OAB)’nin es zamanl 6Slgiilmesi ardindan maksimum-IKB/OAB (m-IKB/OAB), total-
IKB/OAB (t-IKB/OAB) ve delta-IKB/OAB (A-IKB/OAB) oranlarinin degerlendirilmesidir
(184, 193). Bu sekilde hem arteriyel basing hem de kavernozal dokudaki basing
degisiklikleri ayn1 anda yorumlanabilmektedir. Degerlendirme kapsaminda sistemik kan
basincinda artmaya veya azalmaya sebep olabilecek ajanlarin m-IKB/OAB ve t-IKB/OAB
tizerindeki etkileri analiz edilebilmektedir (184). KS norotomisi gibi elektriksel sinir
stimulasyonunun yapilamadigr durumlarda ise erektil cevabin elde edilebilmesi amaciyla

papaverin gibi intrakavernozal enjeksiyon uygulamalarindan faydalanilabilmektedir (127).

Hipotalamik PVA ve MPOA gibi santral merkezlerin stereotaktik kimyasal ajanlarla
(oksitosin, NMDA, apomorfin, dopamin ve agonistleri) veya elektriksel stimulasyon ile
uyarilmasi, ereksiyonun santral mekanizmalarinin arastirilmasi amaciyla kullanilabilen
diger yontemlerdir (52, 194). iIKB ve OAB &l¢iimleri sirasinda sonucu etkileyebilecegi

diistiniilen medikal uygulamalarin 6niine gegebilmek adina gelistirilen telemetrik sistemler
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araciligiyla olgiilen basing degisikliklerinin kaydedildigi calismalar anestezik uygulamalara
ihtiya¢ duyulmadigindan son derece kullaniglidir (195). Ayrica literatiirde bazi1 ¢alismalarda
bazal IKB degeri, tiimesans zaman1 ve elektriksel stimiilasyonun sonlandiriimasindan sabit
bazal IKB’ye kadar gegen siire olan detiimesans zamani gibi parametreler EF

degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (183, 196).

Deney hayvanlarinin cinsel davranislarinin degerlendirilmesinde ciftlesme testi,
temassiz ercksiyon testi ve refleksif ereksiyon testleri gibi davramis modelleri de
kullanilabilmektedir (185). Bazi ¢alismalarda ise apomorfin gibi ajanlarin enjeksiyonundan
sonraki ilk 30 dk boyunca os penisinin goriiniir hale gelmesi ile karakterize olan ereksiyon

sayisinin kaydedilmesiyle EF degerlendirilmektedir (84).
2.6. Astragalozit IV
2.6.1. Astragalozit IV’iin Kokeni ve Kimyasal Yapisi

Astragalus membranaceus, kokleri (radix Astragali) Geleneksel Cin Tibbi’nda
yaygin olarak kullanilan ve halk arasinda “huang qi” olarak bilinen, Cin Farmakopesi'ne
kayith (ISBN 978-7-5067-8929-5-2015) terapétik degere sahip bir tibbi bitkidir. Yapilan
deneysel calismalarda radix Astragali’nin kardiyoprotektif, renoprotektif, hepatoprotektif,
immiinoregiilator, antioksidan, antiinflamatuvar, antifibrotik vb. 6zelliklere sahip oldugu
raporlanmistir (26, 197). Astragalus membranaceus koklerinin bu genis terapotik kullanimi
basta astragalozitler olmak iizere cesitli sekonder metabolitlerinin sorumlu oldugu
bilinmekte olup yapilan izolasyon ve yapi aktivite ¢aligmalari neticesinde bu sekonder

metabolitlerin bircogu aydinlatilmistir (26, 198).

Astragalozit 1V (AS-1V) Cin Farmakopesine kayith radix Astragali igeren
preparatlarin kalite kontroliinde kullanilan major biyoaktif komponent olarak kabul
edilmektedir (198). Birgok Astragalus tiiriinden izole edilebilen sikloartan-tip triterpenik
saponin olan AS-IV’iin (3-O-f D-ksilopiranozil, 6-O-$-D-glukopiranozil-20(R), 24(S)-
epoksi-3f4,6a,16/,25-tetrahidroksisikloartan) hidrofobik bir aglikona bagh hidrofilik
gruplardan olusan molekiiler yapisi Sekil 11 ‘da gosterilmistir (199).
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Sekil 11. Astragalozit IV tin kimyasal yapis1 (C41HggO14)

2.6.2. Astragalozit IV’iin Farmakokinetik Ozellikleri ve Giivenilirligi

Bilesiklerin farmakokinetik profili farmakolojik ve toksikolojik 6zelliklerinin
karakterizasyonunda 6nemli rol oynar (200). Son yillarda konuyla ilgili bir¢ok caligma
yapilmis olsa da AS-IV'iin farmakokinetik 6zellikleri ile ilgili veriler sinirlidir. Planlanacak
yeni ¢alismalarin ise 6zellikle AS-IV’iin biyotransformasyonuna ait aydinlatilmay1 bekleyen
siireclerin ve farmakolojik etki profilininin daha iyi anlasilmasina katki saglayacagi

diistiniilmektedir (199, 200).

Yapilan ilk preklinik calismalarda, AS-IV’iin gorece lipofilik 6zelliklerde olmasina
ragmen yiiksek molekiil agirlig1 (784 g/mol) ve sudaki zayif ¢oziiniirligii sebebiyle oldukga
zayif bir membran permeabilitesi ve dolayisiyla absorbsiyon oranina sahip oldugu
gosterilmistir (201-203). Gu Y ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada AS-IV’iin
siganlara tek doz (20 mg/kg) oral solusyon seklinde uygulandiginda biyoyararlaniminin
%2.2, yarilanma Omriiniin ise 4.65 saat ve sanal dagilim hacminin 0.56 L/kg; intravenoz tek
doz uygulama (2.5 mg/kg) sonrasinda ise yarilanma omriiniin 3.37 saat ve sanal daglim
hacminin 0.77 L/kg oldugu saptanmigtir. Ayrica AS-IV’lin diisiik oral biyoyararlaniminda
bir disa-atim proteini olan p-glikoproteininin etkisinin olmadigi ve Cin Farmakopesi’ndeki
kullanimina uygun sekilde ham kok ekstresi i¢inde uygulandiginda biyorarlaniminin artig
gosterebilecegi in-vitro deneysel modelleme g¢alismalarinda gosterilmistir (201). Benzer
caligmalarda sican ve kopeklerde oral AS-IV uygulamasi sonrasinda gastrointestinal
sistemden emiliminin ve biyoyararlanimin diisiik oldugu (sirasiyla 20 mg/kg dozda %2.2-

3.66 ve 10 mg/kg dozda %7.4), enterohepatik siklusa girdigi ve plazma proteinlerine
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baglanma oraninin yiiksek oldugu (%83-90) bildirilmistir (204, 205). Sicanlarda parenteral
(1.5 mg/kg i.v.) uygulama sonrasinda karaciger, akciger ve bobreklerde daha yiiksek
konsantrasyonda olmak {izere genis bir doku dagilimi gosterdigi saptanmustir (204, 206).
Biyoyararlaniminin diisiik olmasi, ¢oziiniirliik ve stabilite problemi olan AS-IV’iin bu
Ozellikleri sistemik etkilerinin degerlendirilecegi preklinik ve klinik c¢aligmalardaki

kullanimin kisitlamaktadir (199, 203).

Cheng ve arkadaslar1 siganlarda AS-IV’iin basta hidroliz, dehidrojenasyon,
glukuronizasyon ve siilfatasyon olmak {iizere biyotranformasyon reaksiyonlar1 sonucunda
22 farkli metabolitinin olustugunu gostermislerdir (200). Farkli bir ¢alismada AS-IV'lin ana
metaboliti olan sikloastragenolun in vivo uygulamada UDP glukuronil transferaz 1A8 ve
2B7 enzim aktivitelerini inhibe ettigi bildirilmistir (207). AS-IV’lin bagirsak mikrobiyotasi
tarafindan ilk gegis etkisine ugratilarak farkli farmakolojik aktivitelere sahip
metabolitlerinin olustugu ve bunlarin AS-1V ile birlikte sistemik dolasima katildigr da
bilinmektedir (198, 208).

AS-IV'in in vivo ve in vitro toksisitesi ve potansiyel advers etkileri hakkinda
calismalar sinirhidir. Bazi preklinik arastirmalarda AS-1V’{in peripartum dénemde dikkatli
kullanilmasi gerektigi raporlanmistir (209, 210). Xu M ve arkadaslarinca yiiriitiilen klinik
bir arastirmada (faz-1), AS-IV’iin tek veya ¢oklu doz intravendz uygulanmasi sonrasinda
birinci derece farmakokinetik 6zelliklere sahip, yarilanma omrii yaklasik 2.5 saat olan

giivenli ve tolere edilebilir bir bilesik oldugu bildirilmistir (211).

2.6.3. Astragalozit IV’iin Farmakolojik Profili

Literatiirde =~ AS-IV’lin  antikanser, = immiinoregulatdr,  kardiyoprotektif,
hepatoprotektif, renoprotektif, yara iyilestirici, antidiyabetik, antiastmatik, antiinflamatuvar,
antioksidan, néroproptektif, ndrorejeneratif, antiapoptotik ve antifibrotik etkinligini gosteren
bircok deneysel ¢alisma bulunmaktadir (24-26). Son yillarda AS-IV'iin RP ile iliskili ED
patofizyolojisi ile de yakindan iligkili olan nérodejeneratif, inflamatuvar, oksidatif, apoptotik
ve fibrotik siiregler izerindeki etkilerinin raporlandigi ¢ok sayida in vitro ve in vivo ¢aligma
bulunmaktadir (24-30).

AS-IV'in, biligsel bozuklugun eslik ettigi norodejeneratif bozukluklarin 6nlenmesi
ve tedavisinde etkili olabilecegini gosteren c¢alismalarda; AS-IV’in  serebral

iskemi/reperflizyon hasar1 sonrast sinir rejenerasyonuna katkida bulundugu, fare
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hipokampusunde aksonal biiyltimeyi hizlandirdigi, néronal atrofi ve hafiza kaybini 6nledigi,
hipokampal néronlarda spontan sinaptik ileti ve senkronik Ca*? haraketliligini (salinimi)
baskilayabilecegi gosterilmistir (212-220). Yue ve arkadaslar1 AS-IV'iin PC12 primer hiicre
kiiltiirtinde glutamatla indiiklenen norotoksisite modelindeki sinir koruyucu etkisinden

Raf/MEK/ERK yolagi inhibisyonunun sorumlu olabilecegini belirtmislerdir (221).

Wang X ve arkadaslari tarafindan yiiriitiilen in-vivo ve in-vitro calismada; AS-IV
alzheimer hastaligi patofizyolojisinde etkili olan BACE]1 aktivitesini baskilayan ve B-
amiloid plak olusumunu 6nleyen antifibrotik etkilere aracilik eden niikleer hormon reseptorii
PPARy’nin agonisti olarak tanimlanmistir (212). TGF-f1/Smad sinyal yolaginda rol
oynayan mediyatorler ile PPARYy birbirlerinin ekspresyon ve aktivasyonlarini negatif yonde
regiile etmektedir (159). PPARYy agonistlerinin néroprotektif ve nororejeneratif 6zellikleri
yaninda antifibrotik, antioksidan ve antiapoptotik 6zellikleri g6z 6niinde bulunduruldugunda
kavernozal dokudaki yapisal degisiklikleri 6nleyerek RP ile iliskili ED tedavisinde terapotik
potansiyele sahip olabilecekleri disiiniilmektedir (222-224). PPARY agonistlerinin birgok
kanser tiiriiniin patogenezinde rol oynayan TGF-B1/Smad yolagimin farkli basamaklar
tizerinden antitiimorojenik aktivite gosterdigi bilinmektedir (153). Zhao ve arkadaslarinca
yapilan bir ¢alismada AS-IV’iin TGF-B1/Smad sinyal yolaginin regiilasyonu (TB-RII ve
Smad4 seviyelerini artirarak) ile SW962 vulvar skuamoéz hiicreli karsinom hiicre hatti
proliferasyonunu engelledigi; ayrica hiicrelerin apoptozis ve otofajisini de indiikledigi

gosterilmistir (225).

Kesin etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte, AS-IV’iin antifibrotik etkisi TGF-
B1/Smad sinyal yolagnin inhibisyonu basta olmak tizere, TGF-B1/non-Smad, MAPK
(ERK1/2, P38, JNK), NF-kB ve Wnt/B-katenin sinyal yolagi gibi farkli hiicre i¢i sinyal
yolaklarmin regiilasyonu ile iligskilendirilmistir (24, 226, 227) AS-1V’iin fibrotik siire¢lerin
ana diizenleyicisi olarak kabul edilen TGF-B1/Smad sinyalizasyonunun farkl

basamaklarindaki olas1 hedefleri Sekil 12°de gosterilmistir (20).

Yu ve arkadaslart AS-IV’iin siganlarda bleomisin ile indiiklenen pulmoner fibrozis
tizerine etkilerini inceledikleri bir ¢alismada, antifibrotik etkinin AS-IV’iin antioksidan ve
antiinflamatuvar etkileriyle iligkili olabilecegini ileri slirmiiglerdir (228). Baska bir
calismada ise AS-IV'nin umblikal ven endotel hiicre hattinda H2O> ile indiiklenen vaskiiler
endotelyal hiicre apoptozisine karsi koruyucu etkisi gosterilmis; mevcut etki ¢esitli hiicre

tiplerindeki apoptotik siireclerde oldukga etkin rol oynayan TGF-B1/Smad sinyal yolaginin
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inaktivasyonu sonucu azalan Nox4 ekspresyonu ile iligkilendirilmistir (229). Yapilan farkli
calismalarda AS-IV’iin JNK ve/veya p38 MAPK aktivasyonunu inhibe ederek renal ve
hepatik fibrozisi engelleyebilecegi belirtilmistir (19, 230). Yuan ve arkadaslari ise AS-IV’{in
karaciger stellat hiicre hattinda (HSC-T6) TGF-p1 ile indiiklenen kolajen-I, kolajen-111 ve
a-SMA ekspresyon artisini engellemekle birlikte MMP-2/TIM-2 oranint konsantrasyon
bagimli sekilde artirdigini gostermislerdir (30).
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Sekil 12. AS-IV’iin TGF-B1/Smad sinyal yolagmin farkli basamaklarindaki hedefleri
(Tang’dan, 20)

A

AS-IV’in domuz serumu ile indiiklenen hepatik fibrozis fiizerine etkilerinin
incelenmesi amactyla yiritiilen in-vivo ve vitro ¢alismalarda; TGF-B1 seviyesi, kolajen

sentezi ve karaciger uydu hiicre proliferasyonunun AS-IV tedavisi sonras1 anlamli derecede
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azaldig1 ve fibrozis gelisiminin engellendigi gosterilmistir (231). Zhang ve arkadaslart
peritonal fibrozis gelisiminde 6nemli bir rolii olan peritonal mezotelyal hiicrelerin epitelyal
mezenkimal hiicrelere doniisiim siirecinde, AS-IV’iin HMrSVS5 hiicre serisinde TGF-1
(2ng/ml) ile indiiklenen epitelyal mezenkimal doniisimii TB-R1 ve TB-R2 seviyelerini
degistirmeden Smad7 ekspresyonunu artirarak dogrudan Smad7 aracili Smad2/3
aktivasyonunu azaltmak suretiyle engelledigini raporlamislardir (232). Yapilan bir
calismada AS-IV’iin koksakiviriis B3 ile indiiklenen miyokardial fibrozisi TGF-p1/Smad
yolagi inaktivasyonunu aracili kolajen-l1 ekspresyonunu azaltarak engelleyebilecegi
gosterilmistir (233). Benzer bir ¢alismada Yanchun ve arkadaslart AS-IV’{in izoproterenol
ile indiiklenen kardiyak fibrozis iizerindeki antifibrotik etkisini miR-135a-TRPM7-TGF-
B1/Smad yolag lizerindeki inhibitor etkisi ile iliskilendirmistir (27). AS-IV’{in renoprotektif
etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak amaciyla tasarlanan bir in-
vivo aragtirmada SD si¢an unilateral iireteral obstriiksiyon (UUQO) modeli sonrasinda AS-1V
tedavisinin Smad7 upregiilasyonu ve TGF-B1, CTGF, pSmad2/3 down regiilasyonu ile renal
tiibiilo-interstisyel fibrozisi azalttigi gosterilmistir. Yapilan in-vitro ¢alismalardan elde
edilen ek verilerde, mevcut etkiden Smad7 aracili TGF-B1/Smad sinyal yolag
inaktivasyonunun sorumlu olabilecegi vurgunlamistir (29). Qing ve arkadaslar1 bleomisin
ile indiiklenen in vivo ve in vitro sistemik skleroz modelinde AS-IV’iin doz veya zaman
bagiml antifibrotik etkisi, mRNA ve protein seviyesinde azalan kolajen-I ve fibronektin
ekspresyonlar1 ile gosterilmistir. AS-IV’in bu etkisi TGF-B1/Smad sinyal yolag:
aktivasyonunun TGF-B1 ve pSmad3 diizeyinde inhibisyonu ile iliskilendirilmistir (234).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec

3.1.1. Deney Hayvanlari

Calisma, KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onayland1 (Protokol
No: 2019/34, Ek-1). Calismada, KTU Cerrahi Arastirma Merkezi Laboratuvari’'ndan temin
edilen (10-12 haftalik) 72 adet Sprague-Dawley erkek si¢an (308-385 g) kullanildi. Siganlar
KTU Cerrahi Arastirma Merkezi’nde, pleksiglas kafes igerisinde 12 saat aydinlik/karanlik
siklusunda ve uygun sicaklik (22 +£1°C) ve nem (%60) kosullarinda barindirildi. Sicanlara
yem ve su ad libitum saglandi.

Sicanlarin viicut agirliklar1 deney protokoliiniin ilk ve son giinlinde genel saglik
durumlarinin degerlendirilmesi amaciyla kaydedildi. Kafeslere, sorumlu arastirmaci
tarafindan deney protokolii ve deney hayvana ait kimlik bilgilerini iceren deney hayvan

kafes kart1 etiketi yapistirildi (Resim 2).

DENEY HAYVANI KAFES KARTI

KTU Eczacihk Fakiiltesi'Farmakoloji AbD | Ars. Géor. Serhat SEVGI/ Tel: _, ... ...,

Deney Hayvan Grup/MNo Deney Baslangic ve Bitis
tarihi (Giin/ay/l)

Tiir/Irk Sprasne-Dawley Sican Viicut Agirhg (g)

Cinsiyet Erkel: Yas 10-12 hafta

Proje No BAP-TDK-2020-8749 Etik Kurul Protokol No 2019/34

NOT:

Resim 2. Caligmalarda kullanilan deney hayvani kafes kart1 6rnegi

3.1.2. Alet ve Cihazlar

Calismamizdaki fonksiyonel, histopatolojik ve molekiiler incelemeler kapsaminda

kullanilan alet ve cihazlar Tablo 1’de sunulmustur.
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Tablo 1. Kullanilan alet ve cihazlar

Adr Marka ve iiretim yeri
Buzdolab1 Argelik, Tiirkiye

Buz makinesi Ugur UMB30, Tiirkiye
Cerrahi ipek iplik (3/0) Medipac, Greece

Cerrahi ipek iplik (4/0) Medipac, Greece

Cryo tiip Isolab-091.11.102, Tiirkiye
Cryo tiip kutusu Isolab-093.02.001, Tirkiye

Doku takip kaseti kapakli (plastik) Isolab-07403001, Tirkiye

Derin dondurucu (-20 C) Argelik, Tirkiye

Derin dondurucu (-80 C) Thermo Scientific, ABD
Deiyonize su cihazi Sartorius, Almanya

Elektriksel alan stimiilatorii MAY, Tirkiye

Etliv Magaterm, Tiirkiye

Gorlintiileme cihazi ChemiDoc-1t2-UVP Ltd, England
Hassas Terazi Ohaus, Tiirkiye

Hemostat klemp (curved smooth) FST-13021-12, Almanya

Homojenizator Qiagen, ABD

Isik mikroskobu Olympus BX51; Olympus Co., Tokyo, Japan
Inhaler anestezi cihazi E-Z Systems Inc., ABD

Jel kaset ve taraklari Invitrogen, ABD

Kaba terazi Premier, Tiirkiye

Lam (Rodajli) Isolab-075.05.004, Tirkiye

Lamel (24/60 mm) Isolab-075.01.007, Tiirkiye

Membran calkalayict Thermo Scientific, ABD

Mikroskoba entegre kamera Olympus DP 71 Olympus Co., Japan
Mikro-santrifiij tiipleri Isolab-078.03.001, Tiirkiye

Mikrotom RM 2255; Leica Inst., Nussloch, Almanya

42



Tablo 1. (Devam)

Mikrotom bigagi

Otomatik pipetler

PCR tiip

Platin elektrod

Santrifiij cihaz1 (sogutmali)
Tank (s1v1 azot)

Qubit® 3.0 Fluorometer cihazi
Dikey jel elektroforez sistemi
Veri kayit sistemi

Vorteks

Feather, FE 2007500011

Eppendorf Research, ABD
Isolab-123.01.005, Tiirkiye

Grass Technologies, ABD

Sigma, ABD

Isotherm, Tiirkiye

Thermo Fisher Scientific, Cat No: Q33216
Invitrogen (XCell SureLock Mini-Cell), ABD
BIOPAC M35, ABD

Isolab, Tiirkiye

3.1.3. Kullamilan Kimyasallar

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal ajanlara ait bilgiler Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan kimyasallar

Ad1

Marka ve Kodu

Astragalozit IV

Dimetil siilfoksit (DMSO)
Entellan

Etanol (absolii)

Etanol (%96)
Formaldehit %37

Heparin

Izofluran

Ketamin HCI

Ksilazin (%2)

Ksilen

abcr, AB 479150

Sigma, 276855

Merck, 107961

Isolab, 920.026, 64-17-5
Isolab, 920.052, 67-56-1
Tekkim, TK-911012
Nevparin®, Mustafa Nevzat
Forane ®,Abbott
Ketalar®, Pfizer
Rompun®, Bayer

Isolab, 990.019, 1330-20-7
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Tablo 2. (Devam)

Metanol Isolab, 947.046, 67-56-1
Parafin (graniil) Tekkim, 200661.00502
Parasetamol Partemol®, Vem lac

Proteaz inhibit6r karigimi Sigma, P8340

Povidon iyot (%10) Batiodin®, Angelini lag
S1g1r serum albiimin (BSA) Capricorn Scientific, BSA-1U
Tween 20 Sigma, P1379

Tris tamponlu salin (TBS-10X) Cell Signaling Tech.,#12498

%0.9’luk izotonik sodyum klortir (SF) Medifleks, Kogak Farma

3.1.4. Antikorlar

Molekiiler analizlerde kullanilan alt1 adet primer ve bir adet sekonder antikora

(anti-goat 1gG HRP-linked antibody) ait bilgiler Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Ad1 Marka, Kod ve Seyreltme orani

Anti-B aktin antikoru St. John’s Laboratory, STJ91464, 1:1000
Anti-Fibronectin antikoru FineTest, FNab03122, 1:1000
Anti-pSmad?2 (Ser*6%467) antikoru Cell Signaling Tech., 3108, 1:1000
Anti-Smad2/3 antikoru Cell Signaling Tech., 3102, 1:1000
Anti-Smad7 antikoru Abcam, ab216428, 1:1000

Anti-TGF-B1 antikoru FineTest, FNab09851, 1:1000
Anti-rabbit 1IgG HRP-linked antikoru Advansta, R05072-500, 1:10000
3.1.5. Kitler

Calisma kapsaminda histopatolojik ve molekiiler incelemelerde kullanilan kitlere

ait bilgiler Tablo 4’te yer almaktadir.
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Tablo 4. Kullanilan kitler

Ad1

Marka ve Kodu

GBL Masson Trikrom Boyama Kiti
Qubit® Protein Assay Kits

Iblot transfer kiti

GBL San. Tic. Lim. Sti., 5022-100
Thermo Fisher Scientific, Q33211
Invitrogen, IB301001

3.1.6. Cozelti ve Tamponlar

Calismada kullanilan ¢ozelti ve tamponlar Tablo 5°te yer almaktadir.

Tablo 5. Kullanilan ¢ozelti ve tamponlar
Adi Marka ve Kodu

ECL Soliisyonu Nzytech, Mb19301

MES yiirlitme tamponu ThermoFisher Scientific, B0O002

NuPAGE™ Antioxidant Invitrogen, NP0O005
NuPAGE Bis-Tris gradient jeli (%4-12) Invitrogen NP0322BOX
NuPAGE LDS Sample Buffer Thermo Fisher Scientific, NPO007
NuPAGE Sample Reducing Agent Thermo Fisher Scientific, NP0O004

Prime-Step™ P.B.R Protein Ladder Biolegend, Cat No: 773301

3.2. Yontem

Sican korpus kavernozumlarinda BKSH modeli sonucu gelisen yapisal ve molekiiler
degisikliklerce indiiklenen EF kaybi1 iizerine AS-IV’iin olas1 terapotik etkinliginin
arastirlldigr ¢alismamizda kullanilan deneysel yontemler ve is akis semasi sekil 13’te

gosterilmistir.
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1%

7 ve 14 giin boyunca intraperitoneal (ip.) 1 mgkg/gin AS-IV ve 5 mgkg/giin AS-IV

veyva Tasmvica (%ol DMSOQO/SF) Uygulamasi

&

' o

T S S S E——— ]

&

BKSH modeli

|

Ketamin-Ksilazin (80-5 mgkg ip.) anestezisi — Erektil fonksivonun degerlendirilmesi

[KB ve OAB élcimii (MAY ST9SPT stimilatér [1V, 4V, §V], BIOPAC MP33 kayit sistemi)

Izofluran (%2) inhaler anestezisi — kaverndz simirlere 3’er dk crush ‘

istatiksel analiz

One-way ANOVA posi hoc Dunnett's testi (p<0.05).
Student t-test (p<0,05).
“GraphPad Prism 5 bilgisayar programm

!

Doku toplama

!

-80C — Molekiiler inceleme (Western Blot)
p-aktin, TGF-B1, fibronektin, Smad2, pSmad2, Smad3 ve Smad7 ptotein ekspresyonlan
(Image J, NIH, ABD’ gorinti analiz programi)

%10k Formaldehit— Histopatolojik inceleme (Masson Trikrom Boyama)
Fibrozis ve diiz kas hiicre kaybh skorlamasi
{Olympus, DP 71 & BX 31, Japan) (Olympus Soft Imaging Solution, Germany)

Sekil 13. Calisma metodolojisi, kullanilan yontemler ve is akis semast




3.2.1. BKSH ile indiiklenen Deneysel ED modelleri

Sicanlar, viicut agirliklar1 ve yaslarina gore deney gruplarina ayrildi. Ardindan,

siganlara BKSH ile indiiklenen deneysel ED modeli uygulandi. Bu amagla;
3.2.1.1. Deney Gruplan ve Protokolleri

Sham ve BKSH modeli olusturulacak olan tiim si¢anlara cerrahi prosediiriin
uygulandigr giin 1. giin olarak kabul edildi. Cerrahi girisimlerin hemen ardindan 7 ve 14
giinliik protokoller boyunca her giin 5 ml/kg/giin tasiyict veya 1 mg/kg/giin AS-1V veya 5
mg/kg/giin AS-IV tedavisi i.p. olarak uygulandi. Enjeksiyonlar 45 derecelik agiyla gift
giinlerde sag ve tek giinlerde sol alt abdominal kadrana yapildi. Tiim cerrahi uygulamalar,
ilag tedavileri ve diger islemler giiniin belli saatlerinde ayn1 arastirmacilar tarafindan yapildi.
Calisma kapsaminda planlanan deney gruplar1 ve tedavi protokolleri Tablo 6°da

gosterilmistir.

Tablo 6. Deney gruplari ve tedavi protokolleri

7 giinliik (7G) protokole ait gruplar n

7G Sham + Tastyict (%1 DMSO) (i.p.)

7G Sham + Tedavi (1 mg/kg/giin AS-1V) (i.p.)
7G Sham + Tedavi (5 mg/kg/giin AS-1V) (i.p.)
7G BKSH + Tastyict (%1 DMSO) (i.p.)

7G BKSH + Tedavi (1 mg/kg/giin AS-1V) (i.p.)

D OO O OO o O

7G BKSH + Tedavi (5 mg/kg/giin AS-1V) (i.p.)

14 giinliik (14G) protokole ait gruplar

14G Sham + Tasiyici (%1 DMSO) (i.p.)

14G Sham + Tedavi (1 mg/kg/giin AS-1V) (i.p.)
14G Sham + Tedavi (5 mg/kg/giin AS-1V) (i.p.)
14G BKSH + Tastyici (%1 DMSO) (i.p.)

14G BKSH + Tedavi (1 mg/kg/giin AS-1V) (i.p.)

oo o O O O O

14G BKSH + Tedavi (5 mg/kg/giin AS-1V) (i.p.)

Toplam sican sayis1: 72
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3.2.1.2. Bilateral Kavernoz Sinir Hasar Modelinin Olusturulmasi

Cerrahi islemlerden bir giin Once operasyon odasi ve ekipmanlar hazirlandi;
operasyon odasina alinan siganlarin tartimlar1 yapildiktan sonra ortama adaptasyonlari
saglandi. Operasyon giinii siganlara izofluran (%2) inhalasyonu ile anestezi uygulandi.
Anestezi derinliginin parmak kistirma yanit1 ile degerlendirilerek onaylanmasinin ardindan
siganlar iglemin yapilacagi diseksiyon tablasina supin pozisyonu verilerek Resim 3a’daki
gibi sabitlendi. Kasik bolgesindeki killar kesildikten sonra insizyon bolgesi %10’ luk
povidon iyot ¢ozeltisi ile temizlendi. Steril cerrahi aletler kullanilarak ventral kisimda
abdominal orta hat hizasinda yaklasik 3 cm’lik bir insizyon yapildi; mevcut hat {izerindeki
subkiitan6z dokularin ve linea alba hizasindaki kaslarin diseksiyonu ardindan abdomen
acildi. Subkutan ve muskular dokularin sabitlenmesi sonrasinda mesane tespit edildi.
Operasyon bolgesinin genisletilmesi amaciyla mesane bir klemp yardimiyla lateral
pozisyonda sabitlendi. Prostatin dorsolateral tarafinda seyreden MPG ve KS’lerin tespitini
kolaylagtirmak amaciyla testislerin skrotumla olan baglantis1 kesildi ve ¢evre dokular ile
birlikte kiigiik bir steril gazli bezle tamponlanarak iist abdomene gecici olarak sabitlendi.
Prostat, MPG ve KS’lerin tespit edilmesinin ardindan uygun bir forceps yardimiyla gevre
dokulara hasar verilmeden KS’ler izole edildi (Resim 3b). MPG’nin 2-3 mm distalinden
KS’lere hemostat klemp yardimiyla tiger dk sikistirma islemi uygulandi (Resim 3c ve 3d).
Hasarin olusturulmasi ardindan abdominal kavite hafifce SF ile 1slatildi ve gecici olarak
abdomende sabitlenen testisler tekrar skrotuma alindi. Mesanenin de serbestlestirilmesinin
ardindan insizyon bolgesi Resim 3e’de goriildiigii gibi cerrahi siitur ile (kas dokusu 4.0, deri
3.0 nolu cerrahi iplikle) kapatildi. Sham gruplarina ise herhangi bir sikistirma islemi
yapilmadan sadece sol KS tespiti yapildi ve insizyon alani kapatildi (146). Siganlar cerrahi

islemlerin ardindan bireysel kafeslere alind1 ve bakim odalarina gotiiriildii.
3.2.2. Astragalozit IV Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kuru toz halindeki AS-IV deney giiniine kadar -20°C’de muhafaza edildi. Sulu
tamponlardaki ¢oziiniirliik problemi sebebiyle 1 mg/kg ve 5 mg/kg AS-IV uygulamasi i¢in
tastyici olarak %1°lik DMSO/SF ¢o6zeltisi kullanildi. AS-IV ¢ozeltisi, uygulama giinleri taze
olarak hazirlandi. Intraperitoneal enjeksiyon voliimlerinin standardizasyonu siganlarmn

viicut agirhigina gore her 100 g i¢in 0.5 ml olacak sekilde belirlendi.
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Resim 3. BKSH modelinin olusturulmasi. a) Diseksiyon tablasindaki supin pozisyonu, b)
MPG ve KS’in tespiti, ¢) Operasyon bolgesinin sematik gosterimi, d) Sol KS’nin
crush islemi oncesi hemostat klemp ile sabitlenmesi, e) Abdominal insizyon
bolgesinin cerrahi siitur ile kapatilmasi.

3.2.3. Cerrahi Sonras1 Uygulamalar

Bakim odalarina alinan si¢anlar cerrahi islemden sonraki 24 saat boyunca 2 mg/ml
konsantrasyonda parasetamol iceren igme suyu ve normal diyetle ad libitum beslendi.
Cerrahi islemlerin hemen ardindan gruplara 7 veya 14 giinliik protokoller boyunca her giin
taze olarak hazirlanan tastyici veya ila¢ uygulamasi i.p. olarak yapildi. Cerrahi islemler
sirasinda kan basinci diislisii gibi herhangi bir beklenmedik problem ve sonrasindaki

doénemde siganlarin hayatini tehdit edici bir unsur ile karsilagilmadi.
3.2.4. Es zamanh OAB ve IKB Ol¢iimii

EF’nin degerlendirilmesi i¢in operasyon odas1 ve cihazlar hazirlandi. Islem giinii
siganlar operasyon odasina alindi ve tartildi. Cerrahi islem igin gerekli sterilizasyon sartlari
saglandiktan sonra siganlara ketamin (80 mg/kg i.p.)/ksilazin (5 mg/kg i.p.) anestezisi
uygulandi. Sonrasinda siganlar diseksiyon tablasina bas kismi agagida olacak sekilde supin

pozisyonda sabitlendi (Resim 4a).
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Anestezi derinligi onaylandiktan sonra, sabitlenen boyun kismindaki killar
dikkatlice kesildi ve bolge antiseptik povidon iyot ¢ozeltisi ile temizlendi. Yaklagik 3 cm’lik
bir boyun derisi insizyonu sonrasinda (Resim 4b) lenf nodllar1 ve tiikiirik bezleri ekarte
edilerek sternoid kas tespit edildi. Sternoid kas dokusu dikkatlice ayrildiktan sonra bir pens
yardimiyla basta internal juguler ven ve vagus sinir olmak iizere diger sinir demetlerine
zarar vermeden sol ana karotid arter dikkatlice izole edildi. Operasyon bdlgesi icin yeterli
alanin olusturulmasi ardindan kraniyal kan akiminin kesilmesi amaciyla karotid arterin
kraniyal ucunun ligasyonu Resim 4c¢’de giiriildigii gibi 4.0 nolu cerrahi iplik yardimiyla
yapildi. Ardindan bir pens yardimiyla hafif¢e gerdirilen arter, ligasyon bolgesinin 1-1.5 cm
asagisindan ince bir damar klempi yardimiyla sikistirildi ve ilgili bolgedeki kan akimi
tamamen durduruldu. Daha 6nceden hazirlanan 22-G nolu enjektdr ucu kullanilarak, bir
pens ile gerdirilen karotid arterin ligasyon bolgesine yakin olan ucundan kan akimina karsi
olacak sekilde 15-30 derecelik bir aciyla hafifce girildi (Resim 4d). Ardindan, damar
liimenine zarar vermeyecek sekilde enjektor ucu dikkatlice ¢ikarildi ve boylece 250
tinite/mlt heparinli SF iceren polietilen (PE-50) kaniiliin artere yerlestirilmesi i¢in yeterli
biiyiikliikle bir alan agilmis oldu. Bir basing trandiiserine bagli olan ve bostaki ucu uygun
bir agiyla kesilmis olan kaniil pens yardimiyla gerdirilen artere yerlestirildi. Kaniiliin
yerlestirilmesi sonrasinda karotid arterin kaniile edilen kismi1 4.0 nolu cerrahi iplikle siki bir
sekilde baglandi (Resim 4e). Kan akiminin yeniden saglanmasi ve OAB 0l¢limiiniin
alinabilmesi amaciyla yerlestirilen klemp dikkatlice ¢ikarild:. Tlgili bolge SF ile 1slatilmis

steril gazli bez ile ortiildiikten sonra sigana IKB 6l¢iim cerrahisi igin uygun pozisyon verildi.
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Resim 4. Sol karotid arterden in vivo OAB 6l¢iilmesi a) Supin pozisyonu, b) Boyun derisi
ve kaslarinin insizyonunun sematik gosterimi, ¢) Sol karotid arterin tespiti ve
kraniyal ucunun ligasyonu, d) 22-G enjektor ucu ile karotid artere girilmesi, €)
PE-50 kaniiliin karotid artere yerlestirildikten sonra sabitlenmesi.

IKB o6lgiimii i¢in diseksiyon tablasindaki siganm cerrahi siitur ile kapatilan
abdominal bolgesine 3-4 cm’lik bir insizyon yapildi (Resim 5a). Subkiitanéz dokular ve kas
dokulart sabitlendi. Mesanenin tespit edilip, lateral kisimda sabitlenmesi ardindan testisler
ve ¢evre dokular iist abdomene alindi. Prostatin dorsa lateralinde seyreden sag KS tespit
edilmesi ardindan, dikkatlice izole edildi (Resim 5b). Erektil dokuda hasar olusturmamaya
Ozen gostererek alt abdomen Kesi ile agildi ve penis gevre dokulardan temizlenerek izole
edildi (Resim 5¢). ince bir cerrahi makas kullanarak iskiokavernéz kasin hemen altinda
bulunan sag korpus kavernozum tespit edildi (Resim 5d). Serbest haldeki penis, pens
yardimiyla yatay duruma getirildikten sonra bir ucu basing transduserine bagli 27-G enjektor
ucu bulunan polivinil kaniil sag korpus kavernozuma yerlestirildi (Resim 5e ve 5f). Dogru
bolgeye giris yapildiginin ve sizdirma olmadiginin dogrulanmasi amaciyla kaniilden ¢ok az
miktarda 250 U/ml heparinli SF dokuya gonderildi. Ardindan sag KS kii¢iik bir pens

yardimiyla stimiilatére bagl olan platin bipolar elektrodlar iizerine yerlestirildi. Elektriksel
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stimiilasyon parametreleri 1-4-8 volt (V), frekans 16-Hz, birim uyan siiresi 1 milisaniye
(msn) ve uyari siiresi 60 saniye (sn) olarak belirlendi. Elektriksel stimiilasyonlar ti¢ dk arayla

ardisik uygulandi. Veriler deney siiresince kaydedildi.

Resim 5. In vivo IKB &l¢iimii. a) Alt abdominal insizyonun temsili gésterimi, b) Sag KS’nin
tespiti, ¢) Serbestlestirilmis penil doku, d) Iskiokaverndz kasm eliminasymu
sonrasi tunica albuginea ile saril1 olan sag korpus kavernozumun tespiti, ¢) PE-50
kaniiliin korpus kavernozuma yerlestirilmesi, f) Elektriksel stimiilasyon sirasinda
IKB 6l¢iimiiniin alinmast.

3.2.5. Doku Orneklerinin izolasyonu

EF degerlendirildikten sonra penis izole edildi. Os penis rezeksiyonu ardindan ¢evre
dokulardan temizlenen penil doku oOrneklerinin distal kisimdan 0.5 cm boyunda enine
sirkiiler kesitler alindi. Hazirlanan doku Kesitleri, igerisinde yeteri miktarda %10’luk notral
tamponlu formaldehit soliisyonu bulunan etiketli kaplara fiksasyon amaciyla koyuldu.
Penisin proksimal kismi ise molekiiler analizlerde kullanilmak {izere sivi azotta hizli bir
sekilde dondurulduktan sonra deney giiniine kadar derin dondurucuda (-80°C’de) saklandi.

Sicanlarin sakrifikasyonlar1 eksanguinasyon (kansizlastirma) yontemiyle gerceklestirildi.

52



3.2.6. Western Blot ile Molekiiler Analizler
3.2.6.1.Penil Doku Homojenizasyonu

Penil doku orneklerinin her biri buzda bekletilen 1 ml TNTE liziz tampon [50 mM
Tris-Cl (pH 7.4), 150 mM sodyum kloriir, %1 Triton X-100, 1 mM EDTA (pH 7.0), proteaz
inhibitor karisimi ve fosfataz inhibitérleri (5 mM NaPPi, 2 mM NaVan, 20 mM NaF, 1 mM
PMSF) (toplam hacim 10 ml)] igeren tiipler igerisinde cerrahi makas yardimiyla mekanik
olarak pargalandi. Ardindan buz dolu kaplara yerlestirilen tiipler homojenizator ile 2x10%
rpm devirde 5 kez 5’er sn araliklarla 10’ar sn homojenize edildi. Ardindan +4 °C’de
16000xg’de 10 dk’lik santriflyj islemi uygulandi. Elde edilen siipernatant kisim ayrildi ve
buz iizerinde hizlica alikotlanarak (kiigiik hacimlerde) epondorflar igerisinde -80 °C’de

saklandi.

3.2.6.2. Total Protein Miktar Tayini

Dokulardan elde edilen homojenatlarda total protein konsantrasyonu bovin serum
albiimin (BSA) standartlarini (0, 200, 400 ng/mL) iceren Qubit® Protein Assay Kits ve
Qubit® 3.0 florometre cihazi kullanilarak {irlin kilavuzundaki yonergeye uygun sekilde
saptandi. Bu kapsamda BSA standartlar1 ile doku homojenatlar1 (10ul) 0.5 mL tiiplere
koyuldu. Seyreltme tamponu ile diliie edilen test reaktifi (1:200) standart ve numunelerin
tizerine eklenerek vortekslendikten sonra karanlikta/oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.
Ardindan numune odalarina yerlestirilen Orneklerdeki renk degisim yogunluguna baglh
absorbans degerleri 485/590 nm dalga boyunda 6l¢iildii. BSA standartlarinin dlgiimlerinden
faydalanilarak elde edilen konsatrasyon/absorbans grafigi olusturuldu. Elde edilen grafik

denklemi ardindan 6rneklerin protein miktarlari hesaplandi (mg/ml).
3.2.6.3. Proteinlerin Denatiirasyonu ve Orneklerin Hazirlanmasi

Kaverndz doku homojenatlar1 total protein miktar1 20 pg olacak sekilde
mikrosantrifiij tiiplerine alinarak {izerine 4X NUPAGE LDS Sample Buffer [lityum dodesil
stilfat (LDS), pH 8.5, SERVA mavisi G250 ve fenol kirmizisi] (5 uL), 10X NUPAGE Sample
Reducing Agent (500 mM ditiyotreitol) (2 uL) ve distile su eklenerek toplam hacim 20
uL’ye tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti 70°C’de 10 dk boyunca inkiibe edilerek denatiire
edildi. Islem sonunda vortekslenen drnekler kisa bir siire santrifiijlendikten (2-3 sn) sonra

tatbik i¢in hazir hale getirildi.
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3.2.6.4. Orneklerin Tatbiki ve SDS-PAGE Jel Elektroforezi

XCell SureLock dikey jel aparati elektroforez tanki igerisine yerlestirildi. NUPAGE
%4-12’1ik Bis-Tris poliakrilamid gradient jeli ambalajindan ¢ikarildiktan sonra jel kasetleri
tizerindeki beyaz bant sokiildii ve jel taraklar1 kuyucuklara zarar vermeden dikkatlice
¢ikarildi. 200ml 1X MES yiiriitme tamponu igerisine 500 uL NuUPAGE antioxidant eklenerek
tankin i¢ kismina koyuldu. Tankin geri kalan kismina ise 600 ml 1X MES yiiriitme tamponu
eklendi. Kuyucuklardan bastaki ve sondakine 5 pl marker diger kuyucuklara ise dérnekler 20
ul hacminde yiiklendi. Yiikleme islemi ardindan dikey elektroforez sistemi gii¢ kaynagina
baglandi ve 200 volt, 135 amperlik elektroforez ortaminda 35 dk boyunca yiiriitiilerek

proteinlerin molekiil agirliklarina (Ma) gore bantlar seklinde ayrismasi saglandi.
3.2.6.5. Proteinlerin Membrana Transfer edilmesi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra tankin kapagi acildi. Jel sikistirma
aparatinin a¢ilmasi ardindan ¢ikarilan jel kasetlerinin kenar baglantilari jel bicag1 yardimiyla
cikarildi. Jelin tarak kisimlari ve alt tarafi dikkatlice kesildikten sonra deiyonize su bulunan
bir kap igerisinde dikkatlice yikandi. Orneklerin jelden nitroseliiloz membrana transferi icin
iblot jel transfer sistemi (yar1 kuru blotting) kullanilds. Iblot transfer kitinde bulunan anot
rafi kutudan cikarilarak cihaza yerlestirildi. Jel anot rafi {izerindeki membran {izerine
dikkatlice yerlestirildikten sonra kitte bulunan filtre kagid1 distile suyla 1slatild1 ve roller
yardimiyla hava kabarcigi kalmayacak sekilde jelin iistiine yerlestirildi. Sonrasinda kitteki
katot rafi kullanima hazir hale getirildikten sonra jelimsi yiizeyi 1slak filtre kagidina, bakir
ylizeyi ise lste bakacak sekilde filtre kagidinin iizerine dikkatlice yerlestirildi ve hava
kabarciklart benzer sekilde uzaklastirildi. Kitteki siinger lizerindeki metal, iblot jel tranfer
sisteminin kapagmin sag tarafinda yer alan elektrota denk gelecek sekilde kapaga
yerlestirildikten sonra cihazin kapagi kapatildi. Uygun programinin se¢ilmesini takiben 100
voltta 7 dk transfer islemine birakild. Islemin gergeklestigi, marker bantlarinin membranda
gorliniir hale gelmesiyle dogrulandi ve sonrasinda membran dikkatli bir sekilde deiyonize

su i¢eren bir kap igerisine alindi.
3.2.6.6. Bloklama ve Yikama

Jelden nitroseliiloz membrana aktarilan spesifik proteinler haricindeki baglanma
yiizeylerinin maskelenmesi amaciyla %0.1 Tween-20 igeren TBS [(20 mM Tris, %0.9 NaCl
(pH 7.4)] soliisyonuyla hazirlanan %5’lik BSA (2.5 g BSA, 50 ml %0.1 Tween-20 igeren
TBS) kullanildi. Bu amagla %5’lik BSA bloklama ¢ozeltisi igerisine koyulan membran,
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calkalayict (60 rpm) iizerinde oda sicakliginda 60 dk boyunca inkiibe edildi. Membran,
bloklama ¢ozeltisinin uzaklastirilmasi amaciyla galkalayici tizerindeki %0.1 Tween-20

igeren TBS soliisyonu igerisinde 5 dk boyunca 3 kez hafifce ¢alkalanarak yikandi.
3.2.6.7. Primer AntiKor ile inkiibasyon ve Yikama

Primer antikorlar kullanim klavuzlarina uygun olarak; anti-beta aktin antikor
(1:1000), anti-fibronektin antikor (1:1000), anti-pSmad2(Ser65467) antikor (1:1000), anti-
Smad2/3 antikor (1:1000), anti-SMAD?7 antikor (1:1000) ve anti-TGF-B1 antikor (1:1000)
belirtilen diliisyon oranlarinda hazirlandi. Diliisyonlar, primer antikorlarin 10 pl’sine 9990
ul %5’lik BSA bloklama ¢ozeltisi eklenmesiyle gerceklestirildi. Yikama soliisyonu olan
%0.1 Tween-20 iceren TBS’nin uzaklastirilmasinin ardindan 10 ml diliie edilmis primer
antikor igerisinde, calkalayici tizerinde (20 rpm) 12-16 saat +4 °C’de inkiibasyona birakilan
membranlar, islem bittikten sonra primer antikorun uzaklastirilmasi amaciyla oda
sicakliginda %0.1 Tween-20 igeren TBS igerisinde 3 kez 5 dk boyunca ¢alkalayicida hafifce
calkalanarak yikandi.

3.2.6.8. Sekonder Antikor ile inkiibasyon ve Yikama

Sekonder antikor olan goat anti-rabbit 1IgG HRP-linked antikor, %5’lik BSA
bloklama soliisyonu ile kullanim klavuzu dogrultusunda belirtilen oranda (1:10000) diliie
edildi. Yikamanin ardindan membranlar 10 ml diliie edilmis sekonder antikor i¢erisinde oda
sicakliginda 60 dk boyunca galkalayici iizerinde (20 rpm) inkiibasyona birakildi. Islem
sonrasinda membranlarin oda sicakliginda 3 kez 5 dk boyunca %0.1 Tween-20 igeren TBS

ile hafifge ¢alkalanarak (60 rpm) yikanmasiyla sekonder antikor uzaklastirildi.
3.2.6.9. Goriintiileme

Membranlar 6 ml ECL Soliisyonu (NZY Supreme ECL HRP Substrat) ile muamele
edildi. Goriintiileme cihaz1 yardimiyla membranlardaki protein bantlar1 goriiniir hale
getirildi. Bantlardaki 1s1ma CCD kamera ile kaydedildi. Ardindan Image 3 yazilimi ile
dansitometrik olarak relatif bant yogunlugu ayni membrandaki standart protein (B-aktin)

bant yogunlugu ile oranlanarak sunuldu.
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3.2.7. Histopatolojik inceleme

Calismamizda, BKSH/Sham grubu sicanlardan izole edilerek hazirlanan penil doku
kesitlerindeki histopatolojik degisikliklerin zamana bagh olarak incelenmesi ve uygulanan
tedavi protokollerinin siirece olan etkisinin degerlendirilmesi amaciyla Masson Trikrom

Boyama (MTB) testi kullanildu.
3.2.7.1. Fiksasyon ve Dehidratasyon

Penil doku kesitleri %10°luk formaldehit icerisinde yaklasik 48 saat fikse edildikten
sonra doku takip kasetlerine yerlestirildi. Ardindan dokular formaldehitin uzaklastirilmasi
amaciyla musluk suyunda bir gece boyunca yikandi. Dehidratasyon islemi i¢in ise yaklagik
1’er saat stiren artan dereceli alkol serilerinden (sirasiyla %70, %90, %96 ve absolii alkol)

gecirildi. Boylece dokulardaki suyun alkol ile yer degistirmesi saglandi.
3.2.7.2. Saydamlastirma ve Parafinizasyon

Dokulardaki alkoliin uzaklastirilip yerine ksilenin geg¢mesi prensibine dayanan
saydamlastirma islemi sonrasinda drnekler yaklasik 60°C’lik etiivde eriyik halde bulunan
parafinde yeteri miktar (2-4 saat) bekletildi. Ardindan doku takip kasetlerindeki, eriyik
parafine gomiilerek oda sicakliginda bir miiddet daha bekletilen, doku ornekleri
buzdolabinda donmaya birakildi. Bdylece ksilen ve parafinin yer degistirilmesiyle dokular

kolayca kesilebilir sertlik ve saydamliga getirilmis oldu.
3.2.7.3. Blok Hazirlama ve Kesit Alma

Kesilecek yiizleri altta kalacak sekilde parafine gomiilerek hazirlanan parafin bloklar
yar1 otomatik mikrotoma yerlestirildi. Tiraglama islemi ardindan lam tizerine 5 mikrometre

(um) kalinlhiginda seri doku kesitleri alindi.
3.2.7.4. Deparafinizasyon ve Boyama

Alnan kesitlerin parafini etiivde (60°C) eritildikten (fiziksel deparafinizasyon) sonra
ksilenle deparafinize (kimyasal deparafinizasyon) hale getirildi. Ardindan azalan dereceli
alkol serilerine tabi tutularak ksilen uzaklastirildi. Bu islemi takiben distile sudan gegirilerek
hidrate edilen doku kesitleri boyamaya hazir hale getirildi. Dokulardaki bag doku/kolajen
miktarinin ve diiz kas miktarlarinin semi-kantitatif degerlendirilebilmesi amaciyla GBL
Masson Trikrom Boyama Seti (Uriin Kodu: 5022-100, GBL Giil Biyoloji Laboratuvari

Sanayi ve Ticaret Limited Sirketi, Tiirkiye) kullamildi. Doku kesitleri onerilen boyama
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prosediiriine gore boyandi. Yinelenen dehidrasyon (artan dereceli alkol serileri) sonrasinda
tekrar ksilenle muamele edilen boyali kesitlere entellan adi verilen kapatma medyumu
damlatildi. Son basamakta, i¢erisinde hava kabarcig1 kalmayacak sekilde lamelle kapatilan
boyali kesitler kurumaya birakilarak mikroskobik incelemeler i¢in hazir hale getirildi.
Boyali kesitlerdeki diiz kas yapilarinin kirmizi, hiicre ¢ekirdeklerinin siyah ve kolajen/bag

dokunun maviye boyandigi goriildii.
3.2.7.5. Mikroskobik Inceleme

Elde edilen kesitlerin 151k mikroskobunda (Olympus BX51; Olympus Co., Tokyo,
Japan) goriintiilenmesi ardindan mikroskoba entegre kamera (Olympus DP 71 Olympus Co.,
Japan) ile fotograflar1 ¢ekildi. Kavernéz doku morfolojisi ve fibrozis gelisim siirecinin
incelenmesi amaciyla penil doku kesitleri; bag doku/kolajen (mavi renkli) miktari, diiz kas
(kirmiz1 renkli) miktar1 ve genel yapr bakimindan histolojik olarak kor sekilde
degerlendirildi. Degerlendirme ‘Analysis 5 Research’ (Olympus Soft Imaging Solution,
Germany) programi kullanilarak yapildi. Bu kapsamda, bag doku ve kolajen artisi; O:
Normal (fibrozis yok), 1: Hafif bag doku/kolajen artis1 (hafif derecede fibrozis gelisimi), 2:
Orta derecede bag doku/kolajen artis1 (orta derecede fibrozis gelisimi) ve 3: siddetli bag
doku/kolajen artis1 (siddetli fibrozis gelisimi) seklinde semi-kantitatif olarak skorlandi.
Kesitlerdeki diiz kas miktar1 da; 0: Normal (Azalma yok), 1: Hafif derecede azalma, 2: Orta
derecede azalma, 3: Ileri derecede azalma mevcut seklinde semi-kantitatif olarak skorland:

(235).
3.3. istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda NC3Rs Arrive Guideline dikkate alinarak tasarlanan
protokollerde grup basina diisen hayvan sayisi, calismanin istatiksel anlamliliginin da
giiclendirilmesi amaciyla (0.8-0.85 gii¢ ve 0.05 oraninda tip 1 hata olasiliina gore) n=6
olarak belirlendi (236). Elde edilen veriler ‘aritmetik ortalama deger + standart hata’ olarak
ifade edildi. Tim verilerin Kolmogorov-Smirnov testi ile normal dagilima uygunlugu
degerlendirildi. Siganlarm viicut agirliklar1 (g), bazal IKB (mmHg) ve OAB degerleri
(mmHg) tek yonlii ANOVA analizi ardindan post hoc Tukey testi ile degerlendirildi.
Fonksiyonel [m-IKB/OAB ve t-IKB/OAB (mmHgxsn)] verilerin degerlendirilmesi icin tek
yonlii ANOVA ardindan post hoc Dunnett's testi kullanilirken, iki grup arasindaki farkin
degerlendirilmesi i¢in student t-testi kullanildi. Histopatolojik [bag doku kollajen artis1 ve

diiz kas kaybi1 skoru (kontrol grubuna gore skorlanarak)] ve molekiiler [protein ekspresyon
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seviyesi  (B-aktin bant yogunlugu ile oranlanarak)] verilerin  semikantitatif
degerlendirilmesinde gruplar arasindaki karsilastirmalar igin student-t testi kullanildi.
Deneyler sonucu elde edilen tiim veriler ‘GraphPad Prism 5’ bilgisayar programi

kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Gruplar arasi fark p<0.05 ise anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlarimin Viicut Agirliklari ve Genel Durumlarinin Degerlendirilmesi

Sicanlar, deney protokollerinin ilk (1. giin) ve son giinii (8. giin veya 15. giin)
tartilarak viicut agirliklar belirlendi. Genel saglik durumlarinin degerlendirilmesi amaciyla
yapilan periyodik gbézlemlerde, protokoller siiresince gruplarin giinliik su ve yem tiiketim
miktar1 benzerdi. Siganlarin hi¢birinde davranis ve somatomotor aktivite anormallikleri,

enfeksiyon bulgusu ve 6liim tespit edilmedi. Deneylerin ilk ve son giinii siganlarin viicut

agirliklar1 gruplar arasinda anlamli sekilde farkli bulunmadi (Sekil 14).

Viicut agirlif (g)
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8. giin

1. giin

15. giin

BEBEBDUD

BERBODO

7G Sham+Tasiyicl
7G Sham+AS-IV (1 mg/kg)
7G Sham+AS-IV (5 mg/ke)
7G BKSH+Tasmic1
7G BESH+AS-IV (1 mg/'kg)
7G BEKSH+AS-IV (5 mg/'kg)

14G Sham+Tasiyic
14G Sham+AS-IV (1 mg/kg)
14G Sham+AS-IV (5 mg/kg)
14G BKSH+Tasiyia
14G BEKSH+AS-TV (1 mg/kg)
14G BESH+AS-IV (5 mg/kg)

Sekil 14. Deney protokolleri kapsamindaki a) 7 ve b) 14 gilinliikk gruplara ait viicut agirlik

degisimleri (p>0.05).
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4.2. Fonksiyonel Ol¢iim Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Siganlarla yiiriitiilen in vivo ¢alismalarda, erektil fonksiyon KS stimiilasyonu sonucu
meydana gelen IKB degisiklikleriyle olgiildii. AS-IV tedavisinin BKSH ile indiiklenen
deneysel ED iizerine etkilerinin incelenmesi amaciyla m-IKB/OAB ve t-IKB/OAB oranlari

degerlendirildi.
4.2.1. Bazal IKB ve OAB Olciim Sonuclarimin Degerlendirilmesi

BKSH ve Sham gruplarindaki si¢anlarin, elektriksel stimiilasyonlar dncesindeki
bazal IKB ve stimiilasyonlar sirasindaki OAB degerleri gruplar arasinda benzer bulundu

(Sekil 15 ve 16).

a)
154
2 1 76 Sham-+Tasiyicl
= E= 76 Sham+AS-IV (1 mg/kg)
E 10 0 7G Sham+AS-IV (5 mg/kg)
~— =] @R 7G BKSH+Tasmyicl
& = T €A 7G BKSH+AS-TV (1 mg/ke)
- = = €22 7G BKSH+AS-IV (5 mg/ke)
§ 5 = =
== — ]
2 = =
0- — =
1 volt 4 volt 8 volt
b)
eb [ 14G Sham+Tasiyicl
E B2 14G Sham+=AS-IV (1 mg/ke)
£ @D 14G Sham+AS-IV (5 mg/kg)
; o @l 14G BKSH+Tasiyia
= & o B8 14G BKSH+AS-IV (1 mg/kg)
'ﬁ & e E3 14G BKSH+AS-IV (5 mg/kg)
2 % -
- -
:ti-;i I.l
4 volt 8 volt

Sekil 15. Deney kapsamindaki a) 7 ve b) 14 giinliikk gruplarin 1, 4 ve 8 volt siddetindeki
elektriksel stimiilasyonlar dncesi bazal IKB (mmHg) degerleri (p>0.05).
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1 volt
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4 volt

4 volt

E
E

8 volt

8 volt

BEREDD

7G Sham+Tasiyici
7G Sham+AS-IV (1 mg/kg)
7G Sham+AS-IV (5 mg'kg)
7G BKSH+Tasiyicu
7G BEKSH+AS-IV (1 mg/kg)
7G BKSH+AS-IV (5 mg/kg)

14G Sham+Tasiyic
14G Sham+AS-IV (1 mg/kg)
14G Sham+AS-IV (5 mg/kg)
14G BEKSH+Tasmvic
14G BEKSH+AS-IV (1 mg/kg)
14G BESH+AS-IV (5 mg/kg)

Sekil 16. Deney kapsamindaki a) 7 ve b) 14 giinliik gruplarin 1, 4 ve 8 voltluk elektriksel
stimiilasyonlar sirasindaki OAB (mmHg) degerleri (p>0.05).

4.2.2. 7 Giinliik AS-IV Tedavisinin BKSH ile indiiklenen ED Uzerine Etkisi

Sham ve BKSH modelini takiben uygulanan 7 giinliikk tedavi protokolii ardindan

gerceklestirilen es zamanli kavernozal basing ve arteriyel basing dl¢timlerine ait temsili

gorintii Sekil 17°de gosterilmistir.
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Sekil 17. 7 giinliik protokol sonunda sicanlarda KS’lerin 1 dk’lik 8 volt siddetindeki elektriksel stimiilasyonu sirasinda kaydedilen IKB (yesil)
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ve OAB (kirmizi) degerleri (6lgek ¢ubuk 60 sn). @) Sham+Tasiyici, b) Sham+AS-IV (1 mg/kg), ¢) Sham+AS-I1V (5 mg/kg), d)

BKSH+Tastyict, €) BKSH+AS-1V (1 mg/kg) ve f) BKSH+AS-IV (5 mg/kg).



BKSH veya Sham uygulamalarindan sonraki 8. giinde, 1 volt siddetinde kavernoz
sinir stimiilasyonu sonucu elde edilen m-iIKB/OAB ve t-IKB/OAB degerlerinde, gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi. Ancak, 4 ve 8 volt siddetinde KS
stimiilasyonu sonucu elde edilen m-IKB/OAB ve t-IKB/OAB degerleri BKSH+Tas1yic1
grubunda Sham-+Tasiyict grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu. AS-IV
tedavisi 1 mg/kg dozunda BKSH grubunda m-IKB/OAB ve t-IKB/OAB degetlerini
degistirmedi. 5 mg/kg AS-IV tedavisinin uygulandigt BKSH gruplarinda, sinir hasari ile
azalan m-IKB/OAB ve t-IKB/OAB degerleri BKSH+Tastyic1 grubuyla karsilastirildiginda
sadece 8 voltta anlamli artti. Elde edilen m-IKB/OAB ve t-IKB/OAB degerleri
Sham+Tastyici grubu ile anlamli benzerlik gostermedi. AS-IV tedavisi alan Sham gruplarina
ait m-IKB/OAB ve t-IKB/OAB degerlerinin Sham+Tasiyic1 grubu ile istatistiksel olarak
benzer oldugu gortildi (Sekil 18 ve 19).

a) b)
1.2 1.2
1.0+ a 1.0 -
=
= - T
Q 0.8+ Q 0.8- =
£ o6 8 o6
] 1
& g
;5 04 T & 04
= T ~
0.2+ I;_| 0.2-
0.0 0.0
1 volt 4 volt
c)
127 o0
1.0 ' !
= T T i 3 7G Sham+Tasiyici
e 0.8+ A% E2 7G Sham+AS-IV (1 mg/kg)
2 06 - D 7C Sham+AS-IV (5 mg/kg)
£ o El 7G BKSH+Tasmvic
< EE 76 BKSH+AS-IV (1 mg/kg)
0.2- &2 7G BKSH+AS-IV (5 mg/kg)
0.0
8 volt

Sekil 18. 7 giinliik gruplarda KS’lerin 1, 4 ve 8 volt siddetindeki elektriksel stimiilasyonlar
sonucu elde edilen m-IKB/OAB oranlarinin karsilastirilmast (n=6). ~ p<0.001
Sham+Tasiyict  grubuyla karsilastirildiginda, ##p<0.001 BKSH+Tastyic1
grubuyla Karsilastirildiginda, #°p<0.01 ve **p<0.001 BKSH+Tedavi gruplari
karsilagtirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir.
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Sekil 19. 7 giinliik protokol sonrast KS’lerin 1 volt, 4 volt ve 8 volt siddetindeki elektriksel
stimiilasyonlar sonucu elde edilen t-IKB/OAB oranlarmin karsilastiriimasi (n=6).
“p<0.01 ve ““p<0.001 Sham+Tasiyict grubuyla karsilastirildiginda, #p<0.05
BKSH+Tastyic1  grubuyla  karsilastinldiginda,  ®p<0.05 ve  %p<0.01
BKSH+Tedavi gruplari karsilastirildiginda anlamli farki ifade etmektedir.

4.2.3. 14 Giinliik AS-IV Tedavisinin BKSH ile indiiklenen ED Uzerine Etkisi

14 giinliik tedavi protokolii sonunda Sham ve BKSH gruplarina ait es zamanl IKB
ve OAB ol¢iimlerinin temsili goriintiileri Sekil 20°de gosterilmistir. BKSH veya Sham
uygulamalarindan sonraki 15. giinde, 1 voltluk stimulasyon sonrasinda gruplarin m-
IKB/OAB ve t-IKB/OAB oranlari arasinda anlamli bir fark bulunmazken; 4 ve 8 voltluk
olgiimlerde BKSH+Tasiyict grubuna ait m-IKB/OAB ve t-IKB/OAB oranlar
Sham+Tasiyic1 grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu. 1 mg/kg AS-IV
tedavisinin uygulandizn BKSH gruplarinda sinir hasar1 ile indiiklenen m-IKB/OAB
degerindeki azalma istatistiksel olarak anlamli sekilde &nlenirken; t-IKB/OAB
degerlerindeki azalmanin sadece 8 voltta anlamli Onlendigi gosterildi. Elde edilen m-

IKB/OAB (4 ve 8 voltta) ve t-IKB/OAB (8 voltta) degerleri Sham+Tastyict grubu ile anlamli
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benzerlik gosterdi. 5 mg/kg AS-IV tedavisinin uygulandigi BKSH gruplarinda, sinir hasari
ile indiiklenen m-IKB/OAB  degerindeki azalma BKSH+Tasiyict  grubuyla
karsilastirildiginda 4 ve 8 voltta anlamli sekilde onlendi. Elde edilen m-IKB/OAB degeri
sadece 4 voltta Sham+Tasiyict grubu ile anlamli benzerlik gosterdi. 5 mg/kg AS-1V
tedavisinin uygulandizn BKSH gruplar1 ile Sham+Tasiyic1 grubu arasinda t-IKB/OAB
degerleri agisindan anlamli fark tespit edilmedi. AS-IV tedavisinin uygulandigi Sham
gruplarina ait m-iIKB/OAB ve t-IKB/OAB oranlar1 Sham+Tas1yic1 grubu ile benzerdi. (Sekil
21 ve 22).
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Sekil 20. 14 giinliik protokol sonunda siganlarda KS’lerin 1 dk’lik 8 volt siddetindeki elektriksel stimiilasyonu sirasinda kaydedilen IKB
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c) Sham+AS-1V (5 mg/kg),

(yesil) ve OAB (kirmizi) degerleri (6lgek gubuk 60 sn). a) Sham+Tasiyici, b) Sham+AS-1V (1 mg/kg)

d) BKSH+Tas1yici, €) BKSH+AS-IV (1 mg/kg) ve f) BKSH+AS-1V (5 mg/kg).
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Sekil 21. 14 giinliik gruplarda KS’lerin 1, 4 ve 8 volt siddetindeki elektriksel stimiilasyonlar
sonucu elde edilen m-IKB/OAB oranlarinin karsilastiriimas: (n=6). “p<0.05 ve
“p<0.001 Sham+Tastyic1 grubuyla karsilastirildiginda, #p<0.05 ve ##p<0.001
BKSH+Tastyic1 grubuyla karsilastirildiginda, anlamli fark: ifade etmektedir
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Sekil 22. 14 giinliik gruplarda KS’lerin 1 volt, 4 volt ve 8 volt siddetindeki elektriksel
stimiilasyonlar sonucu elde edilen t-IKB/OAB oranlarmin karsilastirilmasi (n=6).

*kk

p<0.001 Sham+Tasiyic1 grubuyla karsilastirildiginda, #p<0.05, *#p<0.01 ve
#15<0.001 BKSH+Tastyic1 grubuyla karsilastirildiginda anlamli farki ifade
etmektedir.

4.3. Penil Doku Protein Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi

Deney protokolleri boyunca BKSH ve Sham gruplarindaki siganlara uygulanan
tastyic1 ve AS-IV tedavileri ardindan toplanan penil doku 6rneklerinde; TGF-B1, Smad2,
Smad3, pSmad2(Ser65467), Smad7 ve TGF-B1/Smad sinyal yolag: aktivasyonu sonucu artis

gosteren fibronektin diizeyleri semi-kantitatif olarak degerlendirildi.
4.3.1. 7 ve 14 Giinliik AS-1V Tedavisinin TGF-B1 Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Sonuglarimiz kaverndz dokulardaki TGF-B1 seviyelerinin sinir hasarindan sonraki 8.
ve 15. glinlerde BKSH+Tastyic1 gruplarinda Sham+Tagiyict gruplarina gore istatistiksel
olarak anlaml sekilde arttigin1 gosterdi. 1 mg/kg ve 5 mg/kg AS-1V tedavisi alan Sham
gruplari ile Sham+Tasiyic1 gruplar arasinda TGF-B1 diizeyleri agisindan her iki protokolde
de istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmedi. 7 ve 14 giinlik BKSH+Tasiyict
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gruplarinda artig gosteren TGF-B1 diizeyleri, 1 mg/kg ve 5 mg/kg AS-1V tedavisi uygulanan

BKSH gruplarinda istatistiksel olarak doz bagimli sekilde anlamli azaldi. TGF-B1

diizeylerindeki azalma Sham-+Tasiyict grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli bulunmad (Sekil 23).
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3 Sham-=Tasivict
= Sham+AS-IV (1 mg/kg)
O Sham+AS-IV (5 mg/ke)
@R BKSH-+Tasiyia
EZE BKSH+AS-IV (1 mg/kg)
€20 BKSH+AS-IV (5 mg/kg)

Ell

7 giinliik protokol 14 giinliik protokol

Sekil 23. Deney protokoller kapsaminda AS-IV tedavisinin sigan penil dokusundaki TGF-

B1 ekspresyon seviyelerine etkisinin degerlendirilmesi. a) 7 ve 14 gilinliik deney
gruplarinda TGFB1 & B-aktin protein ekspresyon seviyelerini gosteren temsili
membran bantlari, b) 7 ve 14 giinliik deney gruplarinda TGF-B1 ekspresyonu i¢in
yapilan dansitometrik analiz sonuglari (n=6). ~ p<0.001 Sham+Tasiyic1 grubuyla
karsilastinldiginda, *#p<0.001 BKSH+Tasiyic1 grubuyla karsilastirildiginda,
*p<0.05 ve %*p<0.01 BKSH+Tedavi gruplar karsilastirildiginda anlamli farki

ifade etmektedir (n=6).
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4.3.2. 7 ve 14 Giinliik AS-1V Tedavisinin pSmad2, Smad2 ve Smad3 Protein

Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi

BKSH ve Sham uygulamalarindan sonraki 8. ve 15. giinlerde, her iki protokole ait
deney gruplar1 arasinda Smad2 ve Smad3 protein seviyelerinde anlamli fark bulunmadi
(Sekil 24). Fibrotik siireglerde rol oynayan ve Smad2 proteininin aktif formu olan
pSmad2(Ser*®®47) diizeyi hem 7 hem de 14 giinlik BKSH+Tasiyict gruplarinda
Sham+Tastyict gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli artti. 7 ve 14 giinlik AS-IV
tedavisi uygulanan Sham gruplarina ait pSmad2(Ser*¢®46") diizeyleri Sham-+Tasiyici
gruplaria gore benzer bulundu. 1 mg/kg AS-IV tedavisi, 7 ve 14 giinliik sinir hasari ile
indiiklenen pSmad2(Ser*®54¢7)  seviyelerindeki artisi  BKSH+Tasiyict  gruplarryla
karsilastirildiginda anlamli onledi. Ancak, pSmad2(Ser65467) diizeylerindeki bu azalma
Sham+Tastyic1 grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. AS-1V tedavisi 5
mg/kg dozunda, 7 giinliik sinir hasar1 ile indiiklenen pSmad2(Ser*%4¢7) diizeyindeki artisi
doz bagimli sekilde anlamli azaltirken, elde edilen pSmad2(Ser*®®#67) diizeyi Sham+Tastyici
grubuna kiyasla anlamli fark gosterdi. 14 giinliik protokolde ise 5 mg/kg AS-1V tedavisi
sonucu elde edilen pSmad2(Ser“®®4¢") diizeyi Sham+Tastyict grubu ile anlamli sekilde
benzer bulundu (Sekil 25a). pSmad2(Ser*654¢"y’nin fosforilasyon derecesini gosteren
pSmad2/Smad2 orani1 hem 7 hem de 14 giinliik protokollerde BKSH+Tasiyic1 gruplarinda
Sham+Tasiyici gruplari ile karsilastirildiginda anlamli artti. 1 mg AS-1V tedavisi uygulanan
7 glinliik BKSH grubunda, sinir hasari ile indiiklenen pSmad2/Smad2 oran1 BKSH+Tastyici
grubuna gore anlamli diisiik bulunurken, elde edilen pSmad2/Smad2 oran1 Sham+Tas1yic1
grubu ile anlamli benzerlik gostermedi. 1 mg/kg AS-1V tedavisi uygulanan 14 giinliik BKSH
gruplari ise, sinir hasari ile indiiklenen pSmad2/Smad?2 artisin1 anlamli 6nleyemezken, 5 mg
AS-1V tedavisi ise her iki protokolde de artan pSmad2/Smad2 oranini istatistiksel olarak

anlamli derecede kontrol diizeyine yakin geri ¢evirdi (Sekil 25b).
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BKSH=AS-IV (1 mg/kg)
BKSH+AS-IV (5 mg/kg)

Sekil 24. Deney protokolleri kapsaminda AS-IV tedavisinin sigan penis dokusundaki Smad2

ve Smad3 protein ekspresyon seviyelerine etkisinin degerlendirilmesi (n=6). a) 7
ve 14 giinliik deney gruplarinda Smad2, Smad3 ve B-aktin protein ekspresyon
seviyelerini gosteren temsili membran bantlari; b) 7 ve 14 giinliik deney gruplarinda

Smad2, c) 7 ve 14 giinliik deney gruplarinda Smad3 ekspresyonlar1 i¢in yapilan

dansitometrik analiz sonuglar1 (p>0.05).
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Sekil 25. Deney protokolleri kapsaminda AS-IV tedavisinin sican penis dokusundaki
pSmad2(Ser6%467) ekspresyon seviyelerine etkisinin degerlendirilmesi. a) 7 ve 14
giinliik gruplarin pSmad2 ve B-aktin protein ekspresyon seviyelerini gdsteren
temsili membran bantlari, b) 7 ve 14 giinliik gruplarin pSmad2 ekspresyon
seviyeleri ve ¢) 7 ve 14 giinliik gruplarin pSmad2/Smad2 oranlari. ~p<0.01 ve
“p<0.001 Sham+Tastyic1 grubuyla karsilastirildiginda; #p<0.05, #p<0.01 ve
##5<0.001 BKSH+Tastyic1 grubuyla karsilastirildiginda; ®p<0.05, **p<0.01 ve
9¢p<0.001 BKSH+Tedavi gruplart karsilastirildiginda anlamli farki ifade

etmektedir (n=6).
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4.3.3. 7 ve 14 Giinliik AS-IV Tedavisinin Smad7 Protein Ekspresyonu Uzerine Etkisi

TGF-B1/Smad sinyal yolagiin endojen inhibitorii olan Smad7 seviyeleri her iki
protokole ait BKSH+Tasiyic1 gruplarinda Sham+Tasiyic1 gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli azaldi. AS-IV tedavisinin Smad7 protein seviyeleri {izerindeki etkisi
degerlendirildiginde, 1 mg/kg AS-IV tedavisi alan 7 giinliik Sham grubu ve Sham+Tas1yici
grubu arasinda Smad7 seviyeleri acisindan anlamli bir fark gozlenmezken, 14 giinliik
protokolde anlamli artig gortildii. 8. ve 15. giinlerde sinir hasari ile indiiklenen Smad7
diizeylerindeki azalma, 1 mg/kg ve 5 mg/kg AS-IV tedavisi uygulanan BKSH gruplarinda
BKSH+Tastyici gruplariyla karsilastirildiginda doz bagimli sekilde anlamli 6nlenirken; elde
edilen Smad7 diizeyleri Sham+Tasiyic1 gruplarina gére anlamli diisiik bulundu (Sekil 26).

4.3.4. 7 ve 14 Giinliik AS-IV Tedavisinin Fibronektin Protein Ekspresyonu Uzerine
Etkisi

Sonuglarimiz fibronektin diizeylerinin her iki protokole ait BKSH+Tasiyici
gruplarinda Sham+Tasiyict gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigini
gosterdi. 7 ve 14 giinlik BKSH+Tas1yict gruplarimin fibronektin seviyelerindeki anlamli
artis, 1 mg/kg ve 5 mg/kg AS-IV tedavisi uygulanan BKSH gruplarinda BKSH+Tas1yic1
gruplarina gore doz bagimli sekilde anlamli 6nlenirken; elde edilen fibronektin seviyeleri
Sham+Tasiyic1 gruplart ile karsilastirildiginda anlamli fark gosterdi. AS-1V tedavisi
uygulanan Sham gruplari ile Sham+Tasiyic1 gruplarina ait fibronektin diizeyleri ise hem 7

hem de 14 giinliik protokollerde benzer bulundu. (Sekil 27).
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Sekil 26. Deney protokolleri kapsaminda AS-IV tedavisinin sigan penis dokusunda Smad7

protein ekspresyon seviyelerine etkisinin degerlendirilmesi. a) 7 ve 14 giinliik
deney gruplarinda Smad7 & p-aktin protein ekspresyon seviyelerini gosteren
temsili membran bantlari, b) 7 ve 14 giinlik deney gruplarinda Smad7
ekspresyonu icin yapilan dansitometrik analiz sonuglar1 (n=6). ~p<0.01 ve
“p<0.001  Sham+Tasiyict  grubuyla  karsilastirldiginda,  ##p<0.001
BKSH+Tastyic1 grubuyla karsilastirildiginda, ®p<0.05 BKSH+Tedavi gruplar
karsilastirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir (n=6).
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Sekil 27. Deney protokolleri kapsaminda AS-IV tedavisinin sican penis dokusundaki

fibronektin ekspresyon seviyelerine etkisinin degerlendirilmesi. a) 7 ve 14
giinliik deney gruplarinda fibronektin & B-aktin protein ekspresyon seviyelerini
gosteren temsili membran bantlari, b) 7 ve 14 giinliik deney gruplarinda
fibronektin ekspresyonu icin yapilan dansitometrik analiz sonuclar1 (n=6).
“p<0.01 ve ""p<0.001 Sham+Tastyic1 grubuyla karsilastirildiginda, *#p<0.01
BKSH+Tastyic1  grubuyla karsilastirildiginda, %p<0.05 ve 9*%p<0.001

BKSH+Tedavi gruplar1 karsilastirildiginda anlaml fark: ifade etmektedir (n=6).
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4.4. Histopatolojik Degerlendirme

Calismada transvers kavernoz doku kesitleri MTB kiti ile muamele edildikten sonra
histopatolojik degisimler endotel doku biitiinliigii, diiz kas ve bag doku/kolajen igerigi
yoniinden mikroskobik olarak incelendi. Ardindan boyali kesitlerdeki bag doku/kolajen
artig1 ve diiz kas kayb1 skorlanarak, kavernéz doku fibrozis agisindan semi-kantitatif olarak

degerlendirildi.

441. 7 ve 14 Giinlik AS-IV Tedavisi Ardindan Histopatolojik Bulgularin

Mikroskobik incelenmesi

7 ve 14 giinliik Sham+Tastyic1 gruplarinda, korpus kavernozumlarin endotelle doseli
genis siniizoidal agi, normal goriinlimde kirmizi renkte diiz kas yapist ve mavi renkte bag
doku/kolajen igerigi mikroskobik olarak gosterildi. 1 mg/kg ve 5 mg/kg AS-1V tedavisi
uygulanan Sham gruplar1 Sham+Tas1yic1 gruplar ile benzer morfolojik yapr gosterdi. Her
iki protokole ait BKSH+Tastyic1 gruplart Sham+Tastyici gruplartyla kiyaslandiginda doku
morfolojisinin bozuldugu, korpus kavernozumlardaki diiz kas igeriginin azaldigi; bag doku
ve kolajen lif yogunlugunun ise arttigi gézlendi. 1 mg/kg AS-1V tedavisi uygulanan her iki
protokoldeki BKSH gruplarinda ve 5 mg/kg AS-1V tedavisi uygulanan 7 giinliik BKSH
gruplarinda kavernozal diiz kas ve bag doku/kolajen icerigi BKSH+Tasiyic1 gruplariyla
benzerdi. 5 mg/kg AS-1V tedavisi alan 14 giinliik BKSH gruplarinda ise Sham+Tas1yict
grubundaki goriiniime ulasilmasa da BKSH+Tasiyict grubuna gore kavernozal diiz kas

iceriginde artis ve bag doku/kolajen igeriginde diisiis oldugu gozlemlendi (Resim 6 ve 7).

4.4.2. 7 ve 14 Giinlik AS-IV Tedavisinin BKSH ile Indiiklenen Histopatolojik
Degisiklikler Uzerine Etkisi

Sonuglarimiz, sinir hasari ile indiiklenen kavernozal doku fibrozis siddeditinin
karakterize edilmesi amaciyla kullanilan bag doku/kolajen artis skoru ve diiz kas kaybi
skorunun her iki protokole ait BKSH+Tasiyic1 gruplarinda Sham+Tasiyici1 gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli derecede arttigini gosterdi. Gelisen fibrozis siddeti 14 giinliik
BKSH+Tastyici grubunda 7 giinliik protokole gore anlamli yiiksek bulundu. 1 mg/kg AS-1V
tedavisi, 7 ve 14 glinlik BKSH gruplarinda sinir hasari ile indiiklenen fibrozis gelisimini
onleyemedi. 5 mg/kg AS-1V tedavisi de 7 giinlilk BKSH grubunda sinir hasari ile indiiklenen
fibrozis gelisimini Onleyemezken; 14 giinlik protokolde BKSH+Tasiyict grubuyla

karsilagtirildiginda fibrozis siddetindeki artist anlamli 6nledi. Sonuglar Sham grubu ile
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anlamli benzerlik gostermedi (Sekil 28). Tiim gruplardaki sigcanlarin kavernozal doku

fibrozis dereceleri (skorlar1) Tablo 7°de ayrica sunulmustur.

Resim 6. 7 giinliikk protokole ait sican penis kesitlerinin histopatolojik gériiniimii. a)
Sham+Tasiyici, b) Sham+AS-IV (1 mg/kg), ¢) Sham+AS-1V (5 mg/kg), d)
BKSH+Tastyici, e) BKSH+AS-IV (1 mg/kg) ve f) BKSH+AS-IV (5 mg/kg).
Diiz kas (kirimizi renk/sar1 ok bast ile), kolajen lifler ve bag doku (mavi renk/sar1
ok ile), siniizoid (sar1 yildiz ile) (Masson Trikrom; X200; 6lgek gubuk 100 um).
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Resim 7. 14 giinliik protokole ait sigan penis kesitlerinin histopatolojik goriiniimii. A)
Sham+Tasiyici, B) Sham+AS-1V (1 mg/kg), C) Sham+AS-1V (5 mg/kg), D)
BKSH+Tastyici, E) BKSH+AS-1V (1 mg/kg) ve F) BKSH+AS-IV (5 mg/kg).
Diiz kas (kirimiz1 renk/sar1 ok basi ile), kolajen lifler ve bag doku (mavi renk/sar1
ok ile), siniizoid (sar1 yildiz ile) (Masson Trikrom; X200; 6lgek ¢ubuk 100 um).
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Bag doku/kolajen artis skoru

b)

Sham-~+Tasiyic1
Sham+AS-IV (1 mg/kg)
Sham+AS-IV (5 mg/kg)
BKSH+Tasiyic1
BKSH+AS-IV (1 mg/kg)
BKSH+AS-IV (5 mg/kg)

T
BE0D0

T

Diiz kas kaybi skoru

7 giinliik protokol 14 giinliik protokol

Sham+Tasiyic
Sham+AS-IV (1 mg/kg)
Sham+AS-IV (5 mg/kg)
BKSH+Tasiyic1
BKSH+AS-IV (1 mg/kg)
BKSH+AS-IV (5 mg/kg)

e

7 giinliik protokol 14 giinliik protokol

Sekil 28. Protokoller sonunda deney gruplarindaki siganlarin korpus kavernozumlarindaki

a) kavernozal bag doku ve kolajen artisinin degerlendirilmesi (n=6). Bag doku ve
kolajen artis1; 0: Normal, 1: Hafif bag doku/kolajen artisi, 2: Orta derecede bag
doku/kolajen artis1 ve 3: siddetli bag doku/kolajen artis1 seklinde skorlandi. b) diiz
kas kaybimin degerlendirilmesi (n=6). Kavernozal diiz kas kaybi; 0: Normal
(Azalma yok), 1: Hafif derecede azalma, 2: Orta derecede azalma, 3: Ileri
derecede azalma mevcut seklinde skorlandi. “p<0.05, “p<0.01 ve ~“p<0.001
Sham+Tastyic1 grubuyla karsilastirildiginda, *p<0.01 BKSH+Tastyic1 grubuyla
karsilagtirlldiginda, *p<0.05 7 ve 14 ginlik BKSH+Tagiyici gruplar
karsilastirildiginda, ®p<0.05 BKSH+Tedavi gruplari karsilastirildiginda anlaml
farki ifade etmektedir.
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Tablo 7. Deney protokolleri sonunda sigan korpus kavernozumlarindaki fibrozisin
degerlendirilmesi (n=6).

7 giinliik protokol 14 giinliik protokol
Deney gruplari Fibrozis skoru | Deney gruplari Fibrozis skoru
Sham+Tastyici 0.5+0.22 Sham+Tas1yici 0.33+0.21
Sham+AS-1V (1 mg/kg) 0.5+0.22 Sham+AS-1V (1 mg/kg)  0.83 +0.31

Sham+AS-1V (5 mg/kg) 0.33+0.21 Sham+AS-1V (5 mg/kg)  0.5+0.22
BKSH+Tastyict 1.83+0.317 | BKSH+Tas1yict 2.83+£0.16"""
BKSH+AS-IV (1 mg/kg) 1.67 +0.42" BKSH+AS-IV (1 mg/kg) 2.5+0.22"
BKSH+AS-IV (5 mg/kg) 1.5+ 0.22" BKSH+AS-IV (5 mg/kg) 1.67 +0.21™ #¢

Kavernozal fibrozis gelisimi; 0: Normal ( fibrozis yok), 1: hafif derecede fibrozis gelisimi,
2: orta derecede fibrozis gelisimi ve 3: siddetli fibrozis gelisimi seklinde skorland1. “p<0.05,
“p<0.01 ve “p<0.001 Sham+Tasiyict grubuyla karsilastirildiginda, *p<0.01
BKSH+Tastyict grubuyla karsilastirildiginda, *p<0.05 7 ve 14 ginliik BKSH+Tastyict
gruplari karstlagtirildiginda, ®p<0.05 ise BKSH+Tedavi gruplar karsilastirildiginda anlamli

farki ifade etmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Prostat kanseri, kiiresel anlamda en yiiksek prevalans ve insidansa sahip
neoplazilerden biri olup diinya genelindeki yillik kanser vakalarinin yaklasik %13 {inii
olusturmaktadir (1, 114, 237). Klinikte yasam beklentisi yiiksek olan erken evre veya
lokalize prostat kanseri tanisi alan hastalara ¢ogunlukla RP uygulanmaktadir (12, 116).
Islemin amac1 tiiméral dokunun cikarilmasi ve hastanin yasam kalitesinin iyilestirilmesi
disinda, mevcut kontinans ve erektil fonksiyonlarin korunmasini saglamaktir (2, 238).
Gelismis operasyonel yontemlere ragmen KS’lerin prostat yilizeyi boyunca yaygin
mikroskobik konfigiirasyonal dallanmalar gostermesi RP operasyonu sirasinda KS’lerin
farkli nedenlerle hasarlanmasina sebep olabilmektedir (14, 113). Bu durum klinik anlamda
RP ile iliskili ED’ye neden olan en onemli risk faktorlerinden biridir (9). RP sonrasi
hastalarin 6nemli bir kisminda farkli derecelerde EF kaybi goriilmektedir (5, 7). RP ile
iliskili ED’li hastalarin yalnizca %12-17'si operasyondan sonraki ilk alti ayda PDE5
inhibitorlerine istenilen diizeyde yanit vermekte ve bu direng KS’lerin aylar veya yillar siiren
rejenerasyonu sirasinda gelisen iskemik siirecin indiikledigi kavernozal diiz kas kaybi ve
fibrozis sonucu kroniklesebilmektedir (12, 18, 148, 149).

Giincel medikal yaklagimlar erektil doku elastikiyetinin bozulmasina neden olan
histopatolojik degisiklikleri geri c¢evirmede yetersiz kaldigindan RP ile iliskili ED
tedavisinde disiik etkinlige sahiptir (36, 108). Bu nedenle mevcut tedavilere alternatif olma
potansiyeline sahip etkili ve ayn1 zamanda tolere edilebilir ajanlarin kesfedilmesi amaciyla
yapilan ¢alismalar 6nem kazanmustir (108). RP ile iliskili ED'nin ana nedeni norojenik
oldugundan KS rejenerasyonuna odaklanan c¢alismalar sonunda noronal rejenerasyon elde
edilse bile kavernozal doku mikro mimarisindeki irreversibl degisikliklerden dolayi erektil
kapasitenin tam anlamiyla geriye donmemesi, fibrotik siirecleri aktive eden yolaklara
odaklanilmasini saglamstir (31, 36, 108). TGF-B1/Smad sinyal yolagi, KS hasar1 sonrasinda
gelisen noronal dejenerasyon, kavernozal dokuda meydana gelen diiz kas hiicre apoptozisi,
endotelyal disfonksiyon ve fibroblast/miyofibroblast doniisiimiiyle tetiklenen ESM
proteinlerinin birikimi ile karakterize yapisal anomalilerle ilgi gen ekspresyonlarini
diizenleyen bir yolaktir (11-14). Literatiirde TGF-B1/Smad sinyal yolagi inhibisyonunun
BKSH’yi takiben azalan erektil cevabi iyilestirdigi, ndronal rejenerasyonu artirdigi ve
korpus kavernozum mikromimarisini korudugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (23). Bu

kapsamda; caligmamizda TGF-B1/Smad sinyal aktivasyonunu yolagin farkli elemanlari
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tizerinden inhibe ederek peritonal (232), miyokardial (27), pulmoner (28), renal (29) ve
hepatik (30) dokulardaki fibrotik siiregleri 6nledigi tespit edilen AS-IViin; BKSH modeliyle
indiiklenen ED’de olas1 terapotik etkisi fonksiyonel, morfolojik ve molekiiler diizeyde

arastirilmistir.

Calismada, RP ile iliskili ED’nin karmasik dogasimnin yansitilmasi, altta yatan
mekanizmalarin aydinlatilmasi ve yeni tedavi stratejilerinin degerlendirilmesi amaciyla
BKSH modeli kullanild: (183, 187). Cift tarafli sinir koruyucu RP sirasinda meydana gelen
kismi sinir hasarini yansitan bu model ndrorejeneratif, ndroprotektif ve antifibrotik ajanlarin
etkinliklerinin degerlendirilmesine olanak vermesi sebebiyle tercih edildi (13, 15, 183). Bu
kapsamda hasar modeli KS’lerin iicer dk mekanik olarak sikigtirilmast ile olusturuldu (146).
Sikistirma islemin siiresi, siddeti ve sayisi ¢alismanin amaci dogrultusunda revize edildi (15,
166, 192). Deney protokollerinin siiresi daha dnceki uzun vadeli ¢aligmalarda gézlemlenen
ve genellikle KS rejenerasyonuna bagli fonksiyonel iyilesmelerin oniine gec¢ilmesi amaciyla
7 ve 14 giin olarak belirlendi (31, 146). Deney kapsaminda Sham ve BKSH model
gruplarina operasyon giintinden (1. giin) itibaren tastyici veya 1 mg/kg/giin ve 5 mg/kg/giin
AS-1V i.p. uygulandi. Protokollerin sonunda (8. ve 15. giin) dncelikle AS-1V tedavisinin EF
tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla sag KS’lerin 1, 4 ve 8 voltluk elektriksel
stimiilasyonlar1 sirasinda in vivo IKB ve OAB (es zamanl) &lgiimleri yapildi. EF
degerlendirilmesinde, kan basicinin erektil cevap tizerindeki etkisinin normalizasyonunun
saglanmasi amaciyla literatiirdeki bircok c¢alismada da kullanilan m-IKB/OAB ve t-
IKB/OAB oranlarindan faydalanild: (184, 239).

Sonuglarimiza gére, 1 voltluk stimulasyon sonrasinda m-IKB/OAB ve t-IKB/OAB
oranlart gruplar arasinda anlamli bir fark gostermezken; 4 ve 8 voltluk uyarilar sonrast hasar
grubunda kontrol grubuyla karsilastirildiginda erektil kapasitedeki anlamli azalma hem 7
hem de 14 giinliik protokollerde gosterildi. Yiiksek voltaj degerlerinde gosterilen bu anlaml
diisiis, sinir hasar1 tarafindan indiiklenen EF kaybi olarak yorumlandi. Sonuglarimizin
literatiirdeki farkli sican BKSH modelleri ve fonksiyonel o6l¢iim parametrelerinin
kullanildig1 daha 6nceki calismalara ait bulgular ile tutarlilik gostermesi metodolojimizin
etkinligini kanitladi. Yapilan bir ¢alismada; sican BKSH (3 dk crush) ile indiikklenen ED
modelinde, KS’lerin 4 voltluk elektriksel stimiilasyonu ile hasar grubuna ait m-IKB/OAB
ve t-IKB/OAB degerlerinin 7 giin sonunda kontrol grubuna gore anlamli azaldig
gosterilmistir (146). Chen ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada 2 dk’lik sigan
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BKSH modeli sonrasinda KS’lerin elektriksel stimiilasyonu ile elde edilen fonksiyonel
parametrelerinin (A-IKB/OAB) 14. giinde en belirgin olmak iizere 7, 14, 21 ve 28. giinlerde
kontrol grubuna gore anlamli azaldigi; 21. ve 28. giinlerde ise bu anlamliligin giderek
azaldig1 gosterilmistir (193). Farkli bir galismada da sigan BKSH modelini (15 sn x 3 tekrar)
takiben 14. ve 30. giinlerde 2, 4, 6 ve 8 voltluk stimiilasyonlar sonras1 azalan EF (t-IKB/OAB
ve m-IKB/OAB) ile birlikte gelisen kavernozal fibrozis raporlanmistir (163). Kim HJ ve
arkadaslar1 30 sn x 3 tekrarli sigan BKSH modelinden 12 hafta sonraki ED’yi (azalan m-
IKB/OAB); 24. hafta sonunda ise kavernozal dokuda artan eNOS ve nNOS seviyeleri ile
birlikte kontrole yakin bir fonksiyonel iyilesmeyi (artan m-iIKB/OAB) gostermislerdir.
(240). Wu YN ve arkadaslar sigan BKSH modeli (2 dk crush) sonrasi gelisen patofizyolojik
stiregleri incelemek i¢in yaptiklar1 bir calismada; néronal hasarin hemen ardindan (1. giin)
baslamak iizere EF’nin (t-IKB, A-IKB, m-IKB/OAB ve A-IKB/OAB) 7. ve 14. giinlerde
anlamli azaldigi, 28. giinde ise kismi Spontan iyilesme gosterdigini belirtmiglerdir.
Fonksiyonel sonuglarla tutarli sekilde, dorsal penil sinir iizerindeki nNOS pozitif sinir
liflerinin sayisinin 7. giinden 21. giine kadar 6nemli dl¢iide azaldigi; hasardan 7 ve 14 giin
sonra gelisen akson kayb1 ve KS demiyelinizasyonunun ise spontan noronal iyilesmenin
baslamasi ile 21. giinde tersine donmeye baslarken 28. giinde rejenerasyonun kismen de olsa
gerceklestigi belirtilmistir. Ayrica kontrol grubu ile karsilastirildiginda 7. ve 14. giinlerde
artan apoptotik siireglerin 28. giinde azaldig1r vurgulanmistir. Bu durum yaralanmadan 28
gin sonra KS’lerin kismi rejenerasyonu sonucu erektil fonksiyonun iyilesebilecegini
gostermistir (31). Yapilan baska caligmada ise fare BKSH modeli (2 dk crush) ardindan 3
giin sonra baslayan ve 28. giine kadar 6nemli derecede azalan erektil cevabin 8. ve 12.
haftalar arasinda biiyiik 6lglide geri donebilecegi raporlanmistir (13). BKSH modelleri
ardindan elde edilen fonksiyonel verilerin degiskenligi deneysel prosediirlerin siiresiyle
artan noronal rejenerasyon seviyelerine baglansa da; mekanik sikistirma yontemlerinde
kullanilan cerrahi aletin 6zellikleri, hasarin siiresi ve siddeti, elektriksel stimiilasyon
parametreleri, deney hayvanlarmin tiir farkliligi ve yontemi gergeklestiren aragtirmacilardan

kaynaklanan degiskenlerden ileri gelebilecegi diigiiniilmektedir (193, 240).

Literatiirde AS-IV’in ED tizerindeki etkilerini arastiran herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Mao ve arkadaslari streptozotosin ile indiiklenen sigan diyabetik nefropati
modelinde, 8 hafta boyunca 40 mg/kg/giin oral gavaj seklinde uygulanan AS-1V tedavisinin
mezangial hiicre proliferasyonunu ve renal fibrozu TGF-f1/Smad/miR-192 sinyal yolag:

inhibisyonu ile oOnleyebilecegini gostermislerdir (241). Benzer bir ¢alismada 14 hafta
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boyunca yiiksek yagli diyet uygulanan KKAy farelerin kullanildig1 diyabetik (tip-2)
nefropati modelinde 10 hafta boyunca hergiin 40 mg/kg dozda oral AS-1V tedavisinin 24.
hafta sonunda tiibiiler epitelyal mezenkimal doniisiimii ve renal interstisyel fibrozisi 6nledigi
bildirilmistir. AS-1V mevcut renoprotektif etkisi TGF-p1/Smad sinyal yolag: iizerindeki
inhibitor etkinligi ile iligkilendirilmistir (242). Baska bir arastirma, sicanlarda 8 hafta
boyunca haftada iki kez 20, 40 ve 80 mg/kg oral AS-IV uygulamasinin TB-R1, TGF-B1,
pSmad2, pSmad3, a-SMA ekspresyon artisin1 ve Smad7 ekspresyonundaki azalmayr doz-
bagimli sekilde engelleyerek karbon tetrakloriir (CCI4) ile indiiklenen hepatik fibrozis
gelisimini Onleyebilecegini gostermistir (30). Li ve arkadaslar1 yaptiklari bir galismada sigan
UUO modeliyle indiiklenen renal fibrozisin 14 giin boyunca 3.3, 10 ve 33 mg/kg/giin oral
AS-1V tedavisi ile dnlenebilecegi ve bu etkinin TGF-1/Smad sinyal yolagi inhibisyonu ile
iliskili oldugu belirtilmistir (29). Goriildigii gibi AS-IV’iin gesitli dokularda TGF-B1/Smad
sinyal yolag1 aracili antifibrotik etkilerinin arastirildigi in vivo ¢alismalarda kullanilan dozlar
1s181inda; BKSH modeli ile indiiklenen EF kaybi iizerine AS-IV’iin olas1 terapotik
etkinliginin arastirilmasi amaciyla se¢ilen tedavi dozlari, maddenin diisiik biyoyararlanimi
da g6z onilinde bulundurularak 1 mg/kg ve 5 mg/kg i.p. uygulama seklinde belirlendi.
Maddenin sulu tamponlardaki ¢6ziiniirlik problemi sebebiyle, tasiyict olarak %1°lik
DMSO/SF ¢ozeltisi kullanildi. Protokoller boyunca siganlarin hi¢birinde, mevcut dozlarda
akut toksisite bulgular1 raporlanmadi. Literatiirde doz se¢imi ve uygulama ydntemimizi
destekler nitelikte olan farkli ¢aligsmalar da bulunmaktadir. Zhang ve arkadaslarinca yapilan
bir ¢alismada, farelerde siyatik sinir hasar1 sonrasi 2 hafta boyunca 8 ardisik giin 2.5, 5 ve
10 mg/kg i.p. AS-1V tedavisinin siyatik sinir rejenerasyonuna doz-bagimli sekilde katkida
bulundugu gosterilmistir (243). AS-IV’iin izoproterenol ile indiiklenen sican miyokardial
hasart lizerine etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada; modelden 1 giin 6nce baslanan ve 8 giin
boyunca 5 mg/kg/giin i.p AS-IV tedavisinin hiicre ici Ca* homeostazim1 ve enerji

metabolizmasini diizenleyerek kardiyoprotektif etki gosterebilecegi vurgulanmistir (244).

Fonksiyonel verilerimiz, 7 giinlik BKSH sonrasi azalan EF iizerine 1 mg/kg AS-1V
tedavisinin etkisiz oldugunu gosterdi. 5 mg/kg AS-IV tedavisinin ise sinir hasari ile
indiiklenen EF’deki azalmay1 kismen 6nledigi gosterildi. 14 giinliik protokolde, 1 mg/kg AS-
IV tedavisinin uygulandizi BKSH gruplarinda sinir hasari ile indiiklenen m-IKB/OAB
degerindeki azalma anlamli sekilde Onlenirken; t-IKB/OAB degerlerindeki azalma ise
kismen onlendi. 5 mg/kg AS-IV tedavisi sinir hasari ile indiiklenen EF’deki azalmayi ise

anlamli Onledi. Bulgularimiz neticesinde AS-IV tedavisinin sigan BKSH modeli ile
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indiiklenen ED’deki koruyucu etkisi ilk kez gosterildi. Her iki protokolde de AS-1V tedavisi
uygulanan saglikli hayvanlarda tedavi almayanlara gore EF derecesi bakimindan anlamli
fark bulunmadi. Literatiirde AS-IV’lin dogrudan olmasa bile mevcut fonksiyonel iyilesmeye
katki saglayacak olasi etkilerini destekleyen ¢alismalar yer almaktadir. Zhang ve arkadaslari
AS-IV’iin normal ve spontan hipertansif siganlardan elde edilen izole aort halkalarinda
endotel bagimli ve direkt vaskiiler diiz kas lizerine etkileri ile gevseme yanit1 olusturdugunu
gostermislerdir (245). Benzer bir arastirmada AS-IV’in sigan torasik aorta dilatasyonu
tizerindeki etkisi, endotel kaynakli hiperpolarize edici faktorler ve NO iiretimi ile birlikte,
voltaj duyarli ve voltaja-duyarli olmayan reseptdr aracili Ca?* kanallarinin blokaji ile
iliskilendirilmistir (246). Lin ve arkadaslar1 da yaptiklar1 bir ¢aligmada AS-IV’iin
PI3K/Akt/eNOS sinyal yolagini aktive ederek sican aort halkalarinin gevsemesini endotel
bagimli destekledigini gostermislerdir (247). Ayrica literatiirde AS-IV’in gevseme
mekanizmalarinin bozulmasinda 6nemli rolleri olan ve g¢esitli modellerle indiiklenen
endotelyal disfonksiyon tizerindeki koruyucu etkilerinin gosterildigi birgok c¢alisma

mevcuttur (248).

Fibrojenik bir sitokin olan TGF-B1 inaktif halde iken TBR-1 ve TBR-2 sitoplazma
membraninda homodimer halindedir. Proteazlarca aktive edilen TGF-B1’in TPR-2’ye
baglanmas1 ardindan olusan heterotetramerik komplekste sirasiyla TPR-2 ve TPR-1
fosforillenir. Kanonikal sinyalizasyonda serin/treonin rezidiilerinden fosforillenerek aktive
olan TBR-1 yolagin sinyal diizenleyicileri olan sitoplazmik Smad2 ve Smad3 molekiillerini
sirastyla Ser®%467ve Ser®23/425 konumundan fosforiller. Ardindan pSmad2/3, Smad 4 ile
kompleks olusturur. Olusan kompleks niikleusa gegerek transkripsiyon faktorii gibi davranir.
DNA’nin uygun bolgelerine baglanan pSmad2/3-Smad4 kompleksi fibrozis ile iligkili hedef
gen ekspresyonlarini diizenler. Smad7 ise TPR-1 veya Smad2/3’iin fosforilasyonunu
engelleyerek veya TBR-1’in yikimini saglayarak yolagin inhibitorii gibi davranir ve fibrotik
sliregleri baskilar (21, 22). TGF-B1/Smad sinyal yolag:i farkli dokularda meydana gelen
fibrotik siireclerde etkin bir role sahip olmakla birlikte; literatiirde TGF-f1/Smad yolaginin
cesitli modellerle indiiklenen ED tedavisinde onde gelen terapotik hedefler arasinda
oldugunu gésteren birgok ¢alisma bulunmaktadir (23). Calismamizda, fonksiyonel 6l¢timler
ardindan toplanan penil doku 6rneklerinde TGF-B1, Smad2/3, pSmad2(Ser*®>#67), Smad7 ile
birlikte fibronektin ekspresyon seviyeleri ve AS-1V tedavisinin bu parametreler tizerindeki

etkileri Western Blot yontemiyle degerlendirilmistir.
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Western blot sonuglarimizda; TGF-B1 penil doku ekspresyonlari her iki protokole ait
hasar gruplarinda kontrol gruplarina gére anlamli yiikksek bulundu. TGF-f1/Smad yolaginin
sitoplazmik komponentleri olan Smad2 ve Smad3 seviyelerinde gruplar arasinda fark
gozlenmezken; yolagin aktivatorii gibi davranan pSmad2(Ser‘®5“67) ekspresyonu ve
pSmad2(Ser*®®467)/Smad2 oranminda her iki protokole ait hasar gruplarinda kontrol
gruplartyla karsilastirildiginda anlamli artis saptandi. Mevcut artiglar hasar gruplari arasinda
zaman bagimli anlamli fark gostermedi. Sinir hasar1 sonrasinda sigan penis dokularinda
TGF-B1/Smad sinyal yolagi aktivasyonunun 7. ve 14. giinlerde artis egiliminde oldugu
seklinde yorumlanan bulgularimiz literatiirdeki fibrotik molekiiler degisimlerle tutarlilik
gostermektedir. TGF-B1’in tavsanlarda kavernozal fibrozis gelisimindeki roliiniin
arastirildigr in situ bir calismada intrakavernozal TGF-B1 enjeksiyonunun doz bagimh
sekilde ESM proteinlerinin {iretimini artirdig1 ve kavernozal diiz kas yiizdesinde azalmaya
yol acarak dokunun yapisal biitiinliigiinde deformasyonlara yol agtigi gosterilmistir (249).
Wan ve arkadaslar 2 dk’lik sigan BKSH modeli sonrasinda 1. giinde azalan erektil cevabin
(t-IKB/OAB ve m-IKB/OAB) 28. giine kadar devam ettigini; 28 giin sonunda toplanan penil
doku o6rneklerinde ise TGF-B1 ekspresyonu ve pSmad2/Smad2 oram ile birlikte artmis
kolajen igerigini (kolajen I ve IV) molekiiler diizeyde gostermislerdir (136). Benzer bir
aragstirmada 2 dk’lik fare BKSH modeli ardindan kavernozal dokuda TGF-B1 ve pSmad2
upregiilasyonun 3. giinden 28. giine kadar anlaml1 sekilde arttigi gosterilmistir (13). Shi ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan klinik bir aragtirmada spinal kord yaralanmas1 nedeniyle EF
kayb1 goriilen erkeklerin kavernéz dokusunda artmig TGF-B1 ve pSmad2 ekspresyon
seviyeleri gosterilmistir (160). Johanna ve arkadaslar1 ise KS hasarimi takiben 14. ve 30.
giinlerde hasar gruplariin penil doku TGF-B1 ekspresyon seviyelerinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli bir artis bildirmemistir. Bu durum fibrotik siireci tetikleyen TGF-
B1 bagimli olmayan yolaklarin aktivasyonu ile iligkilendirilmistir (163). Bagka bir caligmada
ise 7 giinlik BKSH modeli ile indiiklenen ED’de, Smad2 ve Smad3 proteinlerinin TGF-
B1’den bagimsiz olarak A-Il ile aktive edilerek kavernozal fibrozise katkida bulunabilecegi

raporlanmistir (146).

Sonuglarimiza gore; AS-1V tedavisi TGF-B1 ekspresyon diizeylerindeki artigi her iki
protokolde de doz bagimli sekilde 6nledi. BKSH+Tastyic1 gruplari ile karsilastirildiginda
AS-1V tedavisi uygulanan hasar gruplarinda pSmad2(Ser*®®467) ekspresyon diizeyleri doz
bagimli anlamli bir azalma gdsterirken, mevcut iyilesmenin sadece 14 giinliik 5 mg/kg AS-

IV uygulanan BKSH grubunda kontrol grubuna yakin oldugu goriildii. pSmad2/Smad?2
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oranlart ise hem 7 hem de 14 giinliik 5 mg/kg AS-1V tedavisi uygulanan BKSH gruplari
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli fark gostermedi. Bulgularimiz AS-1V
tedavisinin, penil dokuda BKSH modeli ile indiiklenen TGF-B1/Smad sinyalizasyonunu
ligand ve Smad2 protein aktivasyonu diizeyinde doz ve zaman bagiml sekilde
engelleyebilecegini gostermektedir. Wang ve arkadaslart AS-IV’iin sigan bobrek tiibiiler
epitelyal hiicrelerin yiiksek glikoz ile indiiklenen epitelyal mezenkimal hiicrelere doniistimii
tizerindeki etkilerini arastirdiklari in vitro bir ¢alismada; AS-1V tedavisinin TGF-B1/Smad
sinyal aktivasyonunu TGF-B1, pSmad2 ve pSmad3 ekspresyonlarindaki artisi 6nleyerek
inhibe ettigini gostermislerdir (250). Baska bir ¢alismada silika ile indiiklenen sigan
pulmoner fibrozis modelinde, AS-IV’iin TGF-B1, pSmad2 ve pSmad3 diizeyindeki artisi
onlemekle birlikte azalan Smad7 ekspresyon seviyelerini artirarak antifibrotik etki

gosterdigi vurgulanmigtir (28).

Calismamizda TGF-B1/Smad sinyal transdiiksiyonunun negatif diizenleyicisi olarak
kabul edilen Smad7 protein eksresyonlar1 da degerlendirildi. Sinir hasar1 ile indiiklenen
Smad7 seviyelerindeki azalma hasar gruplar1 arasinda zaman bagimli anlamli fark
gostermedi. Calisma kapsaminda si¢canlarda BKSH ile indiiklenen ED modelinde kavernozal
dokudaki Smad7 protein ekspresyonlari ilk defa gosterilmis olup bu anlamda literatiire
onemli bir katki saglanmistir. Yapilan farkli ¢alismalarda Smad7 ekspresyonunun negatif
regiilasyonunun UUO ve A-II hipertansiyon fare modelleriyle indiiklenen renal fibrozu
destekledigi gosterilmistir (251, 252). Ayrica renal tiibiiler epitel hiicrelerinde Smad7'nin
asir1 ekspresyonunun Smad?2 aktivasyonunu engelleyerek sican UUO modelinde hem renal

fibrozu hem de epitelyal mezenkimal doniigiimil inhibe ettigi raporlanmstir (253, 254).

Uygulanan AS-IV tedavisi, hem 7 hem de 14 giinliik hasar gruplarinda sinir hasari
ile indiikklenen Smad7 seviyelerindeki artis1 kontrol grubuna gére doz bagimli olarak anlaml
derecede Onledi. Tedaviyle birlikte artis egiliminde olan Smad7 seviyeleri kontrol grubuna
gore daha diisiiktii. Bulgularimiz, AS-1V tedavisinin penil dokuda BKSH modeli sonrasi
artan TGF-B1/Smad  aktivasyonunu, Smad7 downregiilasyonunu engelleyerek
Onleyebilecegini  gostermektedir. Literatiirdeki birgok c¢aligma AS-IV’in Smad7
ekspresyonu lizerindeki mevcut etkisini destekler niteliktedir (29, 232). Li ve arkadaslar
silika ile indiiklenen sican pulmoner fibrozis modeli sonrasinda akciger dokusunda artis
gosteren TGF-B1, TPR-1, TBR-2, pSmad2, pSmad3 ve azalan Smad7 ekspresyonlarinin AS-

IV tedavisi ile onlenebilecegini gostermislerdir. Mevcut tedavi Smad2 ve Smad3
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seviyelerinde ise anlaml1 bir degisiklige sebep olmamistir (255). In vitro ve in vivo diyabetik
nefropati modelinin kullanildig1 bir ¢alismada, AS-IV’iin renal dokuda aktive olan TGF-
B1/Smad sinyal transdiiksiyonunu, azalan Smad7 ekspresyonunu artirarak (mRNA ve
protein diizeyinde) 6nleyebilecegi raporlanmistir. Ayrica o- SMA ve tip-1 kolajen artisi ile
karakterize fibrotik siireclerin inhibisyonu hem molekiiler hem de histolojik olarak

gosterilmistir (241).

Calismamizda fibrozis belirteci olarak kullanilan ve ¢esitli dokularda TGF-B1/Smad
sinyal aktivasyonu sonucu ekspresyonu arttig1 bilinen fibronektin seviyeleri de incelendi. Bu
kapsamda hasar gruplarinda kontrol gruplarina gore fibronektin ekspresyonu zaman bagimli
olmayan anlamli artis gosterdi. Mevcut bulgularimiz literatiirdeki bir¢ok g¢alisma ile
benzerlik gostermektedir. Cangiiven ve arkadaslar1 yaptiklari bir ¢calismada; sican BKSH
modelini (3 dk crush) takiben 7 giin sonra kontrol grubuyla karsilastirildiginda hasar
grubunda azalan EF ile birlikte fibronektin ekspresyon seviyelerinde anlamli artis oldugunu
gostermisglerdir (146). Lee ve arkadaslar tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada da KS
hasar1 ardindan 14. giinde siganlarda histopatolojik anlamda bozulan kavernozal doku
mimarisi ve azalan EF ile birlikte kavernozal dokuda TGF-B1 ve fibronektin ekspresyon
seviyelerinde artig gosterilmistir (256). Bagka bir arastirmada hasar grubunda kontrol
grubuna gore 14. giinde 6nemli bir artis gosteren fibronektin ekspresyon seviyesinde 30. giin
ayni derecede anlamli bir artis gosterilememistir (163). Cabrini ve arkadaslarinin yapmis
oldugu klinik bir kohort arastirmasinda RP ile iliskili ED’li hastalarin penil doku
orneklerinde TGF-B1 ve trombospondin-1 ekspresyon seviyeleri kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anlamli bir artis gostermisken; Smad2, Smad3, pSmad2, pSmad3 ve
fibronektin seviyeleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Bu durum fibrotik siireci
tetikleyen non-kanonikal TGF-f1 yolaklarinin aktivasyonu ile iliskilendirilmistir. Ayrica
gruplarin 6rneklem biiyiikliigilinlin yetersizligi, ED patofizyolojilerinin farkliligi ve ED’ye
sahip olduklar siirelerin belirsizligi sebebiyle fibronektin gibi proteinler bazal seviyelerine
inebileceginden sonuglarin yorumlanmasinda bazi kisitliklarin olabilecegi de vurgulanmistir

(131).

AS-1V tedavisinin sigan penis dokusunda sinir hasari ile indiiklenen fibronektin
ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkisi degerlendirildiginde; hem 7 hem de 14 giinliik tedavi
gruplarinda hasar gruplarina gére fibronektin seviyelerinde doz bagiml bir diistis goriildii.

TGF-B1/Smad sinyal yolagi aktivasyonu ile indiiklenen fibronektin seviyelerindeki artigin
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AS-1V tedaviyle engellenmesi, AS-IV’iin TGF-B1/Smad sinyal yolagi inhibisyonunu
gerceklestirdigini destekler niteliktedir. Sonuglarimiz, AS-IV’iin farkli dokulardaki fibrozis
modellerinde artis gosteren fibronektin seviyeleri {izerindeki etkileriyle tutarlilik
gostermektedir (234, 255). Che ve arkadaslari TGF-B1 ile indiiklenen in-vitro renal
interstisyal fibroziste AS-IV’iin renal fibroblastlarin ¢ogalmasi ve miyofibroblastlara
farklilasmasini onleyerek kolajen-1 ve fibronektin iiretimini azalttigini bildirmis; mevcut
etkiden non-kanonikal sinyal yolagi tizerindeki inhibe edici etkisi sorumlu tutulmustur
(226).

Parasempatik inervasyonu takiben gelisen saglikli ereksiyonda elastik yapidaki
korpus kavernozumlar etkin rol oynar. Penil doku kesit alaninin yaklasik yarisin1 olusturan
kavernozal dokudaki morfolojik ve islevsel degisimler néronal hasar sonrasi gelisen RP ile
iligskili ED'de 6nemli bir patolojik siire¢ oldugundan, korpus kavernozumda ESM birikimi
ve diiz kas hiicre kaybinin 6nlenmesi RP ile iligkili ED tedavi hedeflerinde 6nemli bir strateji
haline gelmistir (23, 36, 56, 108). Bu amagla fonksiyonel 6l¢timler ardindan uygun sekilde
toplanan penil doku kesitlerindeki (enine) histopatolojik degisikliklerin zamana bagli olarak
incelenmesi ve AS-IV tedavisinin siirece olan etkisinin degerlendirilmesi amaciyla MTB
testi kullanildi. Sonuglarimiza gore, 7 ve 14 giinlikk hasar gruplarinda kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda 14 giinliik protokolde daha anlamli olmak {izere hem kavernozal diiz kas
miktarinin azaldig1 hem de bag doku ve kolajen lif miktarinin artisi sonucu fibrozis gelistigi
gozlendi. Bulgularimiz, 6nceki ¢alismalarla histopatolojik anlamda tutarlilik gostermektedir.
Literatiirdeki bir¢ok arastirmada sigan BKSH modelleri ardindan korpus kavernozumlardaki
fibrotik yanitin (artan kolajen birikimi ve/veya daha diisiik diiz kas/kolajen orani) KS
hasarindan yaklasik 7 giin sonra artarak devam ettigi, gelisen kavernozal fibrozis derecesi
ile hasar ardindan gegen siire arasinda anlamli bir iliski oldugu belirtilmistir (79, 257, 258).
Sican BKSH modelinin kullanildigr bir calismada 1, 2, 3 ve 4 haftalik BKSH model
gruplarinda Kkontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli derecede kavernozal fibrozis
(azalan diiz kas/kolajen orani) gelistigi raporlanmistir. Geligen fibrozis siddetinde gruplar
arasinda anlamli bir fark gosterilemese de 2 haftalik grupta kismen daha siddetli oldugu
belirtilmistir (193). Buna karsilik diiz kas/kolajen orani ile KS hasarinin siddet ve siiresi
arasinda anlamli bir iligski oldugunun raporlandigi ¢aligmalar da mevcuttur (142, 259) Song
ve arkadagslari tarafindan yapilan bir ¢alismada 30 sn x 2 tekrarli 1 ve 4 haftalik sigan BKSH
model gruplarinda diiz kas/kolajen oraninin kontrol grubuna goére zaman bagimli sekilde

anlaml1 azaldig1 gosterilmistir (142). Kim ve arkadaslari ise 1, 4 ve 12 haftalik bilateral KS
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rezeksiyon ve hasar gruplarinda kavernozal dokuda meydana gelen fibrozisin kontrol
grubuna gore anlamli sekilde arttigini; rezeksiyon grubundaki fibrozisin ise zaman bagimli

sekilde hasar grubuna gore daha siddetli oldugunu bildirmislerdir (259).

Calismamiz, 7 glinliik protokol kapsaminda uygulanan 1 mg/kg ve 5 mg/kg AS-1V
tedavisinin sinir hasari ile indiiklenen kavernozal fibrozis ilizerine histopatolojik anlamda
herhangi bir etkinliginin olmadigini; yalnizca 14 giinliikk 5 mg/kg AS-1V tedavisinin fibrozis
gelisimini 6nleyebilecegini gosterdi. AS-IV’iin korporal doku yapisal biitiinliigii tizerindeki
koruyucu etkisi histopatolojik anlamda ilk kez bu ¢aligmada raporlandi. Caligmamiza ait
histopatolojik verilerin molekiiler analiz sonuglar1 ile kismen uyumlululuk gosterdigi
goriilmektedir. Molekiiler bulgularin histopatolojik bulgularla kismi benzerligi, molekiiler
degisikliklerin histopatolojiye daha ge¢ yansimasina baglanmistir. Mevcut bulgularimiz,
AS-1V’iin farkli dokularda cesitli modellerle indiiklenen fibrozis tlizerindeki etkileri ile
benzerlik gostermektedir (28, 30, 226). Li ve arkadaslar1 yaptiklari bir ¢alismada 14 ve 28
giinliik protokoller kapsaminda bleomisin ile indiiklenen sican pulmoner fibrozis model
gruplarinda 10 mg/kg/giin i.p. AS-IV tedavisinin pulmoner dokuda artis gosteren
miyofibroblast aktivasyonu ve tip-III kolajen ekspresyonunu azaltmakla birlikte gelisen
histopatolojik bozukluklar1 ve fibrozis skorundaki artigi Onleyebilecegini bildirmislerdir
(260). Sigan silikozis modelinin kullanildigi benzer bir galismada ise AS-IV’iin a-SMA, tip-
I kolajen ve fibronektin ekspresyonlarindaki artis1 model grubuyla karsilastirildiginda
anlamli sekilde azaltarak akciger dokusunda meydana gelen fibromuskular bozukluklar
onledigi gosterilmistir. AS-IV’iin bu etkisinden TGF-B1/Smad sinyal yolag: inaktivasyonu
aracili antifibrotik, antiinflamatuvar ve antioksidan etkilerinin sorumlu olabilecegi
bildirilmistir (255). Literatiirde AS-IV’iin ESM degradasyonu ve sentezinin diizenlenmesi
ile ilgili olarak farkli etkilerinin gosterildigi ¢alismalar da raporlanmistir (25, 261). Liu ve
arkadaslar1 yapmis olduklar1 bir calismada, AS-1V’{in insan deri fibroblastlarinda ultraviyole
A'nin neden oldugu fotoyaslanma iizerindeki koruyucu etkisi, fibroblast proliferasyonunu
indiiklemesine ve MMP-1/TIMP-1 oranimni azaltmasi suretiyle kolajen yikimini 6nleyici
etkilerine baglanmistir (262). Benzer bir ¢alismada AS-IV’iin UV 1simanimn neden oldugu
fotoyaslanma iizerindeki koruyucu etkisi TGF-f/Smad sinyal aktivasyonu (TBR-II
ekspresyonunu artirarak ve Smad7 ekspresyonunu azaltarak) ve MMP-1 ekspresyonunun
down regiilasyonu sonucu azalan tip-1 kolajen yikimiyla iliskilendirilmistir (263). Giincel

literatiir ve bulgularimiz 5 mg/kg AS-IV tedavisinin RP sirasinda istenmeyen KS hasarina
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bagl gelisen korporal dokulardaki irreversible yapisal degisiklikleri doz ve zaman bagimli

sekilde onleyebilecegini destekler niteliktedir.

Kronik hipoksik kosullarda apoptotik siirecleri indiikleyen ve norodejeneratif
bozukluklarda rolii olan Ca*? bagimli bir proteaz olan kalpain-1’in, heniiz tam olarak
bilinmeyen bir mekanizma ile kanonikal ve non-kanonikal yolaklari aktive ederek fibrotik
stirecleri indiikledigi bilinmektedir (136, 264, 265). Yapilan bir arastirmada BKSH modeli
sonrasinda MPG ve korporal diiz kas hiicrelerinde kalpain-1 upregiilasyonunu gosterilmistir.
Spesifik bir kalpain-1 inhibitérii olan MDL-28170 tedavisinin ise BKSH ile indiiklenen EF
ve nNOS sinir lifi miktarindaki azalma ile birlikte korpus kavernozumlardaki TGF-
B1/Smad2 ve kolajen ekspresyonundaki artisi O6nleyebilecegi bildirilmistir (136). Mei ve
arkadaslar1 AS-IV'iin oksidatif stres ve kalpain-1 aktivasyonunu azaltarak izoproterenol ile
indiiklenen hipertrofik kardiyomiyositler {izerindeki antiapoptotik etkilerini in vivo ve in
vitro olarak gostermislerdir (266). Sun ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 bir ¢alismada, AS-
IV’iin monokrotalin ile indiiklenen pulmoner hipertansiyon gelisiminde rol oynayan NLRP-
3/kalpain-1 aracili inflamatuvar yanit1 engelleyebilecegini bildirmislerdir (267). Kalpain-1
inhibisyonunun diyabetik ve KS yaralanmasi ardindan gelisen ED tedavisinde yeni bir
yaklagim olabilecegini diislindiiren c¢aligmalar 1s18inda, AS-IV’in gdstermis oldugu
terapotik etkiden kalpain-1 inhibisyonu aracili TGF-f1/Smad yolagi inaktivasyonunun
sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (136, 264, 268).

Oksidatif stres, noroinflamasyon, proteazomal ve mitokondriyal disfonksiyon
kaynakli norodejeneratif bozukluklarda PPARy agonistlerinin noroprotektif etkileri
bilinmektedir (212, 269). PPARYy agonistlerinin antifibrotik etkilerinin gosterildigi in vitro
ve in vivo ¢alismalar bulunmaktadir. Bu etkiden esas olarak TGF-p1/Smad, TGF-f1/non-
Smad ve kanonikal WNT/B-katenin sinyal transdiiksiyonunun inhibisyonu sorumlu
tutulmaktadir (143, 150, 224). Literatirde KS hasar1 ardindan gelisen ED tedavisinde
PPARYy agonistlerinin terapotik degerinin gosterildigi deneysel c¢aligmalar bulunmaktadir
(223, 270, 271). Bu kapsamda dogal bir PPARYy agonisti olarak tanimlanan AS-IV’iin
mevcut etkisini, PPARy/TGF-B1/Smad sinyalizasyonu regiile ederek gosterebilecegi

diistiniilmektedir.

KS hasar1 sonrasinda kavernozal dokularda ve MPG’de RhoA/ROCK sinyal
yolaginin aktivasyonu preklinik anlamda tanimlanmis bir siiregtir (107, 129, 134). Yolagin

kavernozal atrofi ve fibrozisin gelisimindeki roliinde TGF-B1 aracili etkilerinin oldugunu
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bildiren galismalar bulunmaktadir (141, 142). Bu kapsamda AS-IV’iin mevcut terapotik
etkisinde kavernozal doku veya MPG’deki artan RhoA/ROCK sinyal trandiiksiyonu

tizerindeki inhibe edici etkisinin de rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (272).

Calismamiz bazi kisithiliklar da igermektedir. AS-I'V’1in diisiik, orta ve yiiksek tedavi
dozlar1 olmak {iizere ii¢ farkli doz seklinde degil de sadece iki doz olarak uygulanabilmesi,
¢alismamizin gozlenen en 6nemli eksiklerinden biridir. Daha yiiksek doz AS-1V ile tedavi,
erektil doku tizerinde antifibrotik ve islevsel etkinligi arttirabilir. Mevcut bulgularimiz da
ticiincti bir yiiksek dozun gerekliligini isaret etmektedir. AS-IV tedavisinin BKSH ile
indiiklenen ED’de sinir hasarina bagli gelisen noropati sonrasinda gelisebilecek olan lokal
endotel disfonksiyon, néronal rejenerasyon, inflamatuvar, oksidatif ve apoptotik siiregler
tizerinde olumlu bir rol oynayip oynamadigini belirlemek i¢in ek caligsmalara ihtiya¢ vardir.
Bu kapsamda AS-IV’in noéronal rejenerasyon iizerindeki etkinliklerinin arastilmasi
amaciyla deneklerin MPG’leri molekiiler ¢calismalar yapilmasi amaciyla alinmistir. Ayrica
farkli ED modelleri kullanarak erektil dokuda meydana gelen yapisal ve islevsel
degisikliklerin incelenmesi ardindan, AS-IV uygulamasmin bu degisiklikler {izerindeki

etkisinin arastirilmasi ileriye doniik planlanan ¢aligmalarimiz arasindadir.

[lag endiistrisinin oral biyoyararlanimi %30’un altinda olan ve sistemik etki
hedeflenen ilag adaylarina olan ilgisizligi goz 6niinde bulunduruldugunda; RP ile iliskili ED
tedavisinde potansiyel bir hedef olan AS-IV’iin oral formlarmin klinik kullanim amaciyla
gelistirilmesinin Oniindeki en biiylik engelin diisiik biyoyararlanimi oldugu goriilmektedir
(198, 199, 208). Literatiirde AS-IV’iin biyoyararlaniminin yaklasik 3.5 kat, t1> degerinin ise
yaklasik 3 kat artirilabilecegini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (203). Yapilan son
caligmalarda AS-IV'in hidrofilik bir tiirevi olan LS-102’nin AS-IV’e gore daha yiiksek
biyoyararlanima sahip ve farelerde 5000 mg/kg gibi yiiksek dozda bile akut toksik etkileri
olmayan bir bilesik oldugu raporlanmistir. Bu sebeple LS-102 gibi ajanlarin klinik anlamda

yeni ilag aragtirmalari igin potansiyel hedefler olabilecegi vurgulanmaktadir (273, 274).

Literatiirde, erken donem baslanan antiapoptotik ve antifibrotik tedavilerin RP ile
iliskili ED gelisimine neden olan kavernozal fibrozisi azaltabilecegini gosteren veriler
mevcutken; kavernozal doku mimarisindeki yapisal bozukluklarin gelisiminden sonra
baglanan tedavilerin istenen etkinlikte olmadigi raporlanmistir. Bu sebeple kavernozal
dokuda gelisebilecek olan morfolojik degisikliklerinin minimum seviyede tutulmasi

amaciyla RP'den sonraki en erken donemde antifibrotik tedavilerin gerekliligi
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vurgulanmaktadir (18). Tez ¢alismamizda, BKSH modeli ile indiiklenen ED {izerine AS-
IV’in zaman ve doz bagiml etkisi fonksiyonel, histopatolojik ve molekiiler diizeyde
incelenmistir. Sonug olarak; AS-IV uygulamasimin BKSH ile indiiklenen erektil fonksiyon
kayb1 ve kavernozal fibrozis gelisimi tizerindeki koruyucu etkisi ilk defa raporlanmistir. AS-
IV’iin bozulan EF ve kavernozal doku morfolojisi tizerindeki olumlu etkisi; TGF-f1/Smad
yolagi elamanlarindan olan TGF-B1, pSmad2(Ser*®46") ve Smad7 protein ekspresyon
seviyelerinde meydana getirdigi degisiklikler sonucu gosterdigi sinyal inhibisyonu aracili
antifibrotik etkisine baglanmistir. AS-IV’iin BKSH modeli ile indiiklenen ED yonetiminde,
EF ve kavernozal doku iizerindeki koruyucu etkinliginin gosterilmesi ¢alismamizin bilim
diinyasina sundugu 6nemli bir katkidir. Literatiir ve elde edilen bulgular, TGF-f1/Smad
sinyal yolagi inhibisyonunun RP ile iliskili ED’deki fibrotik siire¢lerin baskilanmasinda
onemli bir hedef olmakla birlikte, AS-IV’iin konu ile ilgili yeni ve etkili tedavi stratejilerinin

gelistirilmesinde 6nemli bir potansiyel ajan olabilecegini diisiindiirmektedir.
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