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1. GIRIS

Diabetes Mellitus (DM), prevalansi giderek artan ve tiim diinyada halk sagligini
tehdit eden kronik bir hastaliktir. Diyabetin sebep oldugu en 6nemli etkilerden biri
erektil disfonksiyon (ED) olup, diyabetli bireylerin yaklasik %75’inde ED saptandigi
belirtilmektedir (Feldman ve ark., 1994). ED, ereksiyon olusturamama veya
ereksiyonu devam ettirememe durumudur (Anafarta, 2000; Nusbaum, 2000).
Diyabetik erkeklerde ED’ye olan yatkinlik,diyabet olmayanlara gore 10-15 yil erken
baslar ve ayn1 zamanda, ED’ye sahip olma olasilifinin 3 kat daha fazla oldugu
calismalarla gosterilmistir (Feldman ve ark., 1994). Diyabetik hastalarda ED’nin,
erkeklerde herhangi bir yasam riski olusturmadigir ancak hastanin hayat kalitesini

onemli olgiide degistirdigi bilinen bir gercektir.

Diyabetin patofizyolojisinde rol oynayan faktorlerin oncelikleri farkl olsa da,
ED’nin Tip 1 ve Tip 2 diyabetli erkeklerde, giiniimiizde ©nemli bir klinik
komplikasyon oldugu gdsterilmistir (Andersson ve ark., 2015). Sekstiel fonksiyonlar,
tirogenital sistem fizyolojisinin 6nemli bir komponenti oldugundan, diyabete bagli ED
ve buna bagl gelisen sekstiel fonksiyon bozukluklar: hayati tehdit eden bir durum
olmamakla birlikte, hastanin yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen bir sorun
olarak goriilmektedir (Agaba ve ark., 2017).Diyabete bagh gelisen ED’de cesitli
patofizyolojik olaylarin katkisi bir¢ok ¢alisma ile ortaya konulmustur. Bunlar arasinda
cesitli fonksiyon bozukluklarini i¢inde bulunduran endotelial disfonksiyon, diyabete
bagli gelisen ndropati ve hipogonadizm gelmektedir (Andersson ve ark., 2015). Diger
taraftan, glinlimiizde diyabete bagl olusan ED i¢in ¢esitli farmakolojik ve cerrahi
tedavi yontemleri bulunmaktadir (Padma-Nathan ve ark., 1997). Ayrica, diyabete baglh
gelisen ED bugiin birinci sira ilaglar olan fosfodiesteraz (PDE)-5-inhibitorleri ile
tedaviye istenen yanitlar1 vermediginden (Carson, 2000) daha etkin ve daha giivenli

farmakolojik tedavi arayislar siirmektedir.

Kolin, norotransmitter asetilkolin’in 6n maddesidir (Clark ve ark, 1997).

Yapilan caligmalar, kolin diizeylerinin artirilmasinin asetilkolin saliverilmesini ve



beyin asetilkolin diizeylerini artirdigin1 (D'Orlando ve Sandage, 1995), buna bagh
olarak da kolinerjik nérotransmisyonda artiga yol agtigini (Dixon ve ark., 1997) ve
buna uyan fonksiyonel degisiklikler ortaya ¢ikardigini gostermektedir (Baskaya ve
ark., 2000; Leon-Carrion ve ark., 2000). Sitidin-5’-difosfat kolin (CDP-kolin,
sitikolin), viicudumuzda dogal olarak meydana gelen niikleotid yapisinda bir bilesiktir
(Rao ve Hatcher, 2005). Gilinlimiize kadar CDP-kolin’in etkileri hem deney
hayvanlarinda hem de insanlarda yapilan bir¢ok ¢alisma ile arastirilmistir (Petkov ve
ark., 1993). CDP-kolin, iyi tolere edilen ve yan etki profili agisindan giivenli bir ajan
olarak, serebral iskemi, travmatik beyin hasar1 ve bellek fonksiyonlar iizerindeki
yararli etkileri ¢ok sayida goniillii ve hasta gruplar iizerinde gosterilmis olan bir
molekiildiir (Petkov ve ark, 1993). Disaridan CDP-kolin uygulanmasinin beyinde
asetilkolin diizeylerinde artisa neden oldugu (Bruhwyler ve ark, 1998), membran
yapisini korudugu (Teather ve Wurtman, 2003), kardiovaskiiler ve endokrin sistem
tizerinde etkileri oldugu ve bir¢cok deneysel agri modelinde de analjezik ve
antihiperaljezik etkiler olusturdugu deney hayvanlarinda gosterilmistir (Gurun ve ark.,
2009). CDP-kolin digsaridan uygulandiginda, viicutta hizla kolin ve sitidine hidroliz
edilmektedir (Lopez ark., 1987). Oral yolla verilen CDP-kolin ile, sicanlarda
plazmada kolin ve sitidin diizeylerinin arttig1 (Cohen ve Wurtman 1976; Wurtman
ve ark., 2000) goriilmiis ve ayrica CDP-kolin’in diger bir metaboliti olan sitidin’in
de deney hayvanlarinda kan basincini artirici, antidepresan ve analjezik etkileri oldugu

saptanmistir (Carlezon ve ark., 2002; Savcei ve ark., 2002).

1.1. Penisin Anatomisi

Erkek genital organi olan penis, cinsel ve idrar bosaltmak icin iki kisimdan
olusur. Penisin anatomisi incelendiginde i¢inde ii¢ silindir barndirdig goriiliir.
Bunlarin ikisi korpus kavernozum (KK), biri ise idrarin, testislerde ve {iretra da iiretilen
spermlerin ve ikincil seks organlarinda iiretilen meni s1visinin bosaltilmasini saglayan
korpus spongiozum (KS)’dur. Ayrica bu yapilart koruyan, kollajen liflerden zengin,
elastik liflerden fakir, elastik kivamda bir zar olan, tunica albuginea ile sarilidir (Lue,

2000; Russell ve Nehra, 2003).



Tunika albuginea, ereksiyonda genisler. Kendisini gecen perforan (emisser)
venleri sikistirtp vendz doniisii engelleyerek ereksiyona yardimci olur. Tunika
albuginea da bulunan septal ¢ikintilar her iki korpus kavernozum da bir¢ok trabekiil
olusturur. Bu trabekiiller, erektil sinlisoidal dokuya sahiptir ve bu trabekiillerin ig

yiizeyi endotel ile kaplidir (Hsu ve ark., 1992).

Buck fasyasi tunika albuginea’nin disinda yer alir, sag-sol kavernozal doku
arasina girer ve kaverndz dokular ile spongioz doku arasinda bir tabaka olusturur. Bu
fasya ereksiyonda sirkumfleks venleri ve derin dorsal veni sikistirarak rijiditeye
katkida bulunur. Bulbusu olusturmak icin korpus spongiozum proksimal kisimda
genisler. Yukariya dogru iirogenital diafram boyunca kivrilir ve prostatin apeksine
ulasir. Korpus kavernozuma gore korpus spongiozum, daha genis siniizoidal
bosluklara sahiptir. Korpus spongiozumu ¢evreleyen tunika albuginea daha incedir.
Penis, internal iliak arterin kollarindan biri olan internal pudental arter ile
kanlanmaktadir. Pelvis icinde; internal pudental arter, sakrotiiberéz ligamanin
iistiinden ve sakrospindz ligamanin altindan gecip, alcock kanalinda perineal arter
kolunu verdikten sonra kommon penil arter adin1 alir. Kommon penil arter korpus
kavernozuma varmadan Once bulbar, iiretral, kavernozal kollar verir ve dorsal arter
olarak devam eder. Tunika albuginea iizerinden gecen kavernozal arter distale dogru
uzanirken ¢ok sayida diiz kastan zengin helisin dallar verir. Bu damarlar dogrudan
vakuollerden olusan bosluklara agilir. Penisin yiizeyel venoz sistemi, intermediate ve
derin venoz sistem araciligi ile drene edilir. Derin vendz sistem krural ve kavernozal
venlerden olusmustur. Kaverndz cismin drenajini saglayan kaverndz venler, spongioz
cismi drene eden iiretral venlerle birleserek internal pudental vene drene olurlar

(Campbell Uroloji, 2005; Panchatsharam ve Zito 2018; Russell ve Nehra, 2003).

Kavernozal sinirler (Walsh sinirleri) pelvik pleksusun bir dalidir. Bu sinirler
sempatik ve parasempatik lifler tagir. Kavernozal sinir prostatin posterolateralinde
devam eder; intrakavernozal basing 6l¢iimil i¢in bu alana elektriksel stimulasyon
uygulanir. Ikinci ve dordiincii sakral spinal segment araligindaki (S2-4)
intermediolateral nukleuslardan gelen parasempatik sinirler, onuncu torasik ikinci

lumbar spinal segment araligindaki (T10-L2) torakolumbar bdlgeden gelen sempatik



sinirlerin olusturdugu presakral sinir (nervus hipogastrikus) pelvik pleksusa katilir.
Kavernozal sinir lifleri, liretral ve kavernozal arterlerle beraber korpus spongiozuma
ve korpus kavernozum girerler. Kavernozal sinirlerin terminal dallar1 trabekiiler diiz

kaslar1 ve helisial arterleri inerve ederler (Dean ve Lue, 2005; Lue, 2000).

1.2. Ereksiyonun Santral Kontrolii

Cinsel uyart1 ile yonlendirilen seksiiel aktivite dongiisii, birgcok santral ve
periferal néronlarin denetimi altindadir. Hipokampus, hipotalamusun paraventrikiiler
niikleusu ve medial preoptik alan (MPA) penil ereksiyon ve cinsel fonksiyon
kontroliinde rol oynayan en 6nemli integrasyon merkezleridir (Marson ve ark., 1993).
MPA’dan ¢ikan efferent yollar medial 6n beyine ve oradan orta beyin tegmental
bolgesine (substantia nigra yakinina) girer. Bu bolgelerdeki lezyonlara neden olan
multiple skleroz, parkinson hastaligt veya serebrovaskiiler olaylar bu iletinin

bozulmasina ve buna bagl olarak ED’ye sebep olurlar (Mallick ve ark., 1994).

Erektil yanit1 ortaya ¢ikarmakta Onemli olan paraventrikiiler niikleusta
dopaminerjik yollar bulunmustur (Anderson, 2001c; Ganong, 1999). Ayrica santral
noradrenalin aracili iletiminin de cinsel fonksiyon {izerine etkisi oldugu
diisiiniilmektedir (Anderson, 2001a). Yapilan c¢alismalar, erkek sicanlar da
oksitosinerjik ndronlarinin oksitosinle uyarilmasi, NO sentaz (NOS) aktivasyonu ile
ereksiyonun olusturdugunu gostermistir (Andersson, 2001b). Diger taraftan, ED olan
hastalardaprolaktin diizeyinin yiiksek oldugu vurgulanmistir, polaktin seviyesinin
yiiksek olmasi ise LH salinimin1 azaltir ve seks hormon baglayici globiilin seviyesini

dustiriir (Buvat, 2003; Palmer, 1999).

1.3. Ereksiyonun Periferal Kontrolii

Penil ereksiyonu, otonomik sinir sistemin kontrolii altindadir. Proerektil sakrali

parasempatik yolaklar, sempatik yolaklar ise anti-erektil mekanizmalar1 yonetir.



Nitrerjik sinirler ve endotel hiicreler, peniste NO salinmasi ile, siklik guanozin
monofosfat (cGMP) iiretmek iizere guanilat siklaz1 aktive eder ve intraseliiler Ca**
azalmasina sebep olur, buna bagli olarakta gevseme gerceklesir. Penisin noral
innervasyonu, somatik sinirler (pudental sinir i¢inde), sempatik ve parasempatik
sinirler (kaverndz sinir iginde) ile saglanir. Periferik ndrojenik kontroldeiseadrenerjik,

kolinerjik ve nitrerjik lifler rol alir (Lue, 2000).

1.4. Ereksiyonun Fizyolojisi

Flask, latent (dolum), tiimesans, tam, rigid ve detiimesans olmak iizere alt1
evrede ereksiyon fizyolojisi tamamlanir. Flask evrede, kaverndz arterden gelen kan
minimal diizeyde olup yalnizca dokuyu besler. Bunlar sempatik etki altindadir ve
kavernoz diiz kas ile terminal arterioller kontraktedir. Latent (dolum) evresinde ise
cinsel uyarilmayla birlikte, sinirsel uyarilar kavernoz sinir uglarindan ve endotel
hiicrelerinden NO salinimini gerceklestirir. Internal pudental arterde sistolik ve
diastolik akim yiikselir. Trabekiil diiz kaslarin gevsemesi ile siniizoidlerde hizli bir kan
gollenmesi gerceklesir. KK’a hem sistolden hem de diastolden kan girer. Penisin boyu
uzadigi icin intrakaverndzal basing (ICP) heniiz artmamustir. Tiimesans evresindetam
ereksiyon olusana kadar ICP siirekli olarak artar. ICP arttik¢a arteriyel kan akimi diiser
ve ICP diastolik basincin {izerine ¢ikinca KK’a sadece sistolden kan girer. Kan, KK
icinde hapsolur ve penis flask pozisyondan ereksiyon durumuna geger. Tam ereksiyon
evresinde ICP yiikselir. Ayn1 zamanda bu evrede vendz kanallarin ¢ogu komprese
olmus, vendz akim durmus ve kan gazlariarteriyel kandakine esit hale gelmistir. Rigid
ereksiyon evresinde, kavernozal sinir uyarimiyla tam ereksiyon saglandiktan sonra
pudendal sinir uyarimiyla iskiokavernozal kaslar kasilir. Bu evrede ICP sistolik
basincin iizerine ¢ikar ve kavernozal arter i¢indeki akim durur. Detiimesans evresinde
ise ejakiilasyonla birlikte sempatik sinir sistemde artan fonksiyon helisin arterlerde
tonus artisina ve trabekiiler kaslarda kasilmaya neden olur. Boylece ICP’de hafif bir
artis olur. Veno-okliiziv mekanizmasi halen aktiftir. Yavas detlimesans evresinde,
vendz doniis kanallarinin agilmasi ile birlikte ICP’de orta derecede azalma olusur.

Hizli detiimesans evresinde, arterial akimin uyarilma 6ncesine gelmesi ve veno-



okliiziv mekanizmanin inaktif hale gelmesi ile ICP hizla diiser (Dean ve Lue, 2005;

Ralp, 2005).

1.4.1. Ereksiyonun Molekiiler Fizyolojisi

Diiz kas kasilma ve gevseme hiicresel serbest Ca** tarafindan diizenlenir. Sinir
uclarindan noradrenalin, endotelden endotelin ve prostaglandin F2o; diiz kastaki
endotel aktif reseptorlerden diagilgliserol ve inositol trifosfati artirarak, sarkoplazmik
retikulumdan Ca?" salinmasimi saglar. Buna bagl olarak diiz kas hiicre duvarindaki
Ca?" kanallarmin agilmasiyla, ekstraseliiler araliktan Ca®" girisi saglanir. Miktari
artan Ca?’, kalmoduline baglanir ve miyozin-hafif zincirinde degisimlere sebep olur.
Ayrn olarak, hafif zincir fosforilizasyonu, ATP’den kasilma i¢in gereken enerjiyi

iireten miyozin ATPaz1 aktive eder (Dean ve Lue, 2005).

2+

Hiicresel Ca?’, bazal seviyeye diistiigiinde, Ca’"’a duyarli yolak devreye girer.

Bir diger mekanizma, hiicresel Ca*"

u etkilemeden kasimayr saglayan, Ca®’
duyarliligin1 artiran G-protein-bagli eksitator reseptorler lizerinden gergeklesir. Bu
yolak, kii¢lik, monomerik G protein olan, Rho kinazi aktive eden RhoA’y1 igerir. Aktif
hale gelmis Rho-kinaz, diiz kas regiilator iinitesi olan, kontraktil tonusu saglayan
miyofilamentlerin defosforillenmesini 6nleyen miyozin fosfatazin inhibe olmasina
neden olur. Diiz kasin gevsemesi ile birlikte sarkoplazmik retikulumdan serbest
Ca?*azalmasi olur. Kalmodulin Ca?"’dan ayrilir ve miyozin hafif zincir kinaz inaktive

hale gecer. Miyozin, miyozin hafif-zincir fosfataz ile defosforillenir, aktin

filamentlerinden ayrilir ve kas gevseme durumuna geger (Lue, 2000).

Diiz kas gevsemesi i¢in gereken ikincil ulaklar siklik adenozin monofosfat
(cAMP) ve siklik guanizin monofosfat (cGMP)’dir. cAMP ve cGMP G bagimli protein
kinazlar1 aktive eder ve iyon kanallari, bazi proteinlerin fosforillenmesini saglar.
Bunun sonucunda ise 1) potasyum kanallarinin agilmasi ve hiperpolarizasyon 2)
endoplazmik retikulumdan intraseliiler Ca®>"'un geri alinmas1 3) voltaj duyarli Ca?*

kanallarmin inhibisyonu ve Ca*" girisinin blokaji gerceklesir. Tiim bunlarmn sonucu



olarak, hiicresel serbest Ca*"’da azalma ve diiz kasta gevseme goriiliir (Dean ve Lue,

2005) (sekil 1.1).

kinaz C

Miyozin hafif
Ca*Kalmodulin | zingir kinaz

Ca*HKalmodulin-miyozin hafif-
zincir kinaz kompleksi

Miyozin hafif-zincir
fosforilasyon

aktin boyunca miyosin gapraz
kopriler

+—— Uyanima

4 - - -|nhibisyon

Sekil 1.1.Penis diiz kas1 kasilmasinin molekiiler mekanizmasi (Lue, 2000)

1.4.1.1. Kontraktil (anti-erektil) Mediyatorler

a-1 adrenoreseptorleri, penis diiz kas kontraksiyonlarinin ana diizenleyicileridir.
Insan KK larinda iig alt tipi (0-1a,b,d) bulunur. Guanidin niikleotid baglayic1 protein
(G protein) aracilig1 ile inositol trifosfat ve diagilgliserol kullanarak hiicre i¢i Ca**
diizeyinin artisina noradrenalin a-1 adrenoreseptdrleri neden olmaktadir (Gratzke ve

ark., 2010; Madamanchi, 2007).



Endotelin, endotel hiicreleri tarafindan salgilanan gii¢lii vazokostriiktor etkisi
olan bir peptitdir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ET-A reseptorleri bulunur ve
endotelin bu reseptorlere baglanarak G-bagimli protein araciligi ile vazokonstriiksiyon

ve hiicresel ¢ogalmay1 indiikler (Khan ve ark., 2000).

Anjiotensin 2, KK diiz kas kontraksiyonuna neden olan bir hormondur.
Anjiotensin 1, anjiotensin dOniistiiriici enzim tarafindan anjiotensin 2’ye
doniistiiriiliir. Intrakavernozal dokuda anjiotensin 2 konsantrasyonu artinca KK’larda

kontraksiyona neden olur (Comitter ve ark., 1997).

1.4.1.2. Relaksan (Erektil) Mediatorler

Ereksiyon, S2-4 spinal segmentlerden kdken alan parasempatik sinirlerde artan
sinirsel aktivite ile baglatihir. NO, asetilkolin, vazoaktif intestinal peptit
reseptorleri(VIP), P1 piirinoreseptorleri ve endotel hiicrelerinde ATP P2Y reseptorleri

KK’da gevsemeye neden olurlar.

Asetilkolin, pregangliyonik bir ndrotransmitterdir ve endotel hiicrelerinden NO
salinimint saglar, presinaptik diizeyde adrenerjik sinir inhibisyonu yapip muskarinik
reseptorleri uyarir, noradrenalin salinimini inhibe eder boylece peniste tlimesansa ve

ereksiyona neden olur (Burnett ve ark., 1992).

Vazoaktif Intestinal Peptid (VIP) reseptérleri (tip 1 ve 2) penil erektil dokuda
yiiksek konsantrasyonda bulunur. G protein araciligi ile adenil siklazi stimiile eder ve
hiicre i¢i cAMP diizeyini arttirir. cAMP, cAMP bagimli protein kinazi aktive eder ve
relaksasyon olusturur (El Melegy ve ark.,2005). Diiz kas da P1 piirinoseptdrleri
adenozine yanit vererek, endotel hiicrelerinde ise ATP, P2Y reseptorlerine baglanarak

KK’da gevsemeye neden olur (Tong ve ark., 1992, Fredholm ve ark., 1997).

Gevsemeden sorumlu ana kimyasal mediyator NO’dir. Normal endotel

fonksiyonunda, NO’nun vazodilator etkisi, RhoA/Rho-kinaz aracili vazokonstriksiyon



ile denge halindedir ve vaskiiler tonusu saglamaktadir. Normal ereksiyonda, NO
biyoyararlanimi ile vazokonstriktor fonksiyon arasindaki denge ve reaktif oksijen
parcalarinin olusumu 6nem tasir. Patolojik durumlarda, NO’nun superoksit anyonu
ile reaksiyonu sonucu artan peroksinitrit seviyesi, NO’nun pro-oksidant etkilerini

aci18a cikarir (Gratzke ve ark., 2010) (sekil 1.2).

Sekil 1.2. Kavernozal diiz kas gevsemesi (Lue, 2000)

1.5. Nitrik Oksitin (NO) Yapisi ve Ozellikleri

NOe, oksijensiz ortamda oldukga stabilve suda eriyebilen lipofilik 6zellige sahip,
atmosferik ve zehirli bir gazdir (Aktan, 2004). Serbest radikal olmasindan dolay1 yar1
omri kisadir (Moncada ve ark.,1989; Palmer ve ark., 1989). NOe, bilinen en diigiik



molekiil agirlikli, diisiik konsantrasyonlardayken, oksijen varliginda dahi stabilitesini
koruyabilen, reaktif (biyoaktif) memeli hiicresi sekresyon iiriiniidiir (Bryan,
2015).NOe diisiik konsantrasyonlardayken toksik etkiye sahip degildir ve Onemli

fizyolojik islevlerin ger¢eklesmesinde rol alir.

Oksijenle oksitlenen NOe« kisa siirede NO»- (nitrit) ve NOs- (nitrat) olusturur.
NO-'deki c¢iftlenmemis elektron, oksijen ve azot atomlari iizerinden 'rezonans
stabilitesi' saglar ve reseptore baglanmadan kolay bir sekilde membranlardan hiicre
icine gecebilir (Cooper, 2000; Lowenstein ve ark., 1994; Yallampalli ve ark., 1994).
Bu 6zelliklere bagli olarak NOe ideal bir haberci molekiiliidiir (Lowenstein ve ark.,
1994). Bunlara ek olarak, ortamda su ve oksijen bulundugu zaman yar1 émrii 3-20
saniye gibi kisa bir siireye sahiptir, dolayisi ile kolay bir sekilde oksitlenir buna bagh
olarak NOe, bir dizi nitrojen oksitlerine (NOx) doniigsebilir (MD, 1999). NOe, bir
elektron alarak nitroksil anyonuna (NO7), bir elektron kaybederek nitrozonyum

katyonuna (NO") doniisebilir (Grisham, 1997; Hughes, 1999).

Diisiik konsantrasyondaki NO+*'nun hemoglobine baglanma affinitesi oksijene
gore oldukga yiiksektir. NOe; hemoglobin oksi formunda ise 6nce NO»(nitrit)'e sonra

da NOgs(nitrat)'a oksitlenir (Hegesh ve Sniloah, 1982; Helms ve Kim-Shapiro, 2013).

1.5.1. Nitrik Oksit Sentaz (NOS)'un Yapis1 ve Ozellikleri

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz enziminin (NOS) {i¢ farkli izoformu tarafindan,
L-arginindensentezlenir (Knowles ve Moncada, 1994; Yallampalli ve ark., 1994). Tiim
izoformlar, L-arginini substrat olarak alir ve NADPH ve molekiiler oksijen
kosubstratlar olarak kullanilir. FAD (flavin adenin dinukleotid), FMN (flavin mono
nukleotid) ve BH4 (tetrahidrobiyopterin), tiim izoformlar tarafindan kofaktor olarak

kullanilir (Aktan, 2004; Forstermann ve Sessa, 2012; Marletta, 1993) (sekil 1.3).
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Sekil 1.3.NO sentezi

Nitrik oksit sentaz, yapisal ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz olmak tizere iki

*2'a bagimli olarak uyarilir. Endotel

izoformdan olusur. Yapisal nitrik oksit sentaz, Ca
hiicreleri (Knowles ve Moncoda, 1994; Moncada ve ark., 1991), lirogenital sistem
dokular1 (Bachmann ve Mundel, 1994; Cook ve Sullivar, 1991), santral ve periferik
sinir sistemi néronlar1 (Hua ve AMY, 1994; Olesen ve ark., 1994), adrenal korteks ve
medulla hiicreleri (Palacios ve ark., 1989), trombositler (Muuruganandam ve Mutus,
1989; Salvemini ve ark., 1989), uterus ve barsak interstiyumunda bulunmaktadir
(Chwalisz ve ark., 1996; Stark ve Szurszevski, 1992). Hiicre icindeki kalsiyum
diizeyini artiran her tiirlii reaksiyon, yapisal nitrik oksit sentazin aktiflesmesini saglar
ve NO sentezlenmesine neden olur (sekil 1.4). Ancak kalsiyumun artisina sebep olan
uyar1 kesildiginde, kosullara bagli olarak hiicre ici Ca™* diizeyleri azalir, enzim
aktivitesi ortadan kalkar ve NOe sentezi de durur. Bu nedenle yapisal nitrik oksit
sentaz, biyolojik sistemlerde diisiik miktardaki NOe sentezden sorumludur. Yapisal

nitrik oksit sentazbulundugu hiicrelerde daima mevcuttur ancak Ca' diizeyi

yiikselinceye kadar inaktif durumdadir (Moncada ve ark., 1991).
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Sekil 1.4.Damar duvarinda NO'nun olusumu ve etki mekanizmasi(Cekmen ve ark., 2001)

1.5.1.1. Endotelial Nitrik Oksit Sentaz (eNOS)

Yapusal nitrik oksit sentaz izoformunda olup, Ca*™'a bagimli olarak uyarilir. Diiz
kaslarin gevsemesinde rol alarak kan akis hizini, kan basmcini, kalp kasinin
kasilmasini diizenler (Bassenge, 1994; Drexler ve ark., 1992). Trombositlerin
agregasyonlarini ve adezyonu inhibe eder (Muuruganandam ve ark., 1989; Salvemini
ve ark., 1989). Endotel hiicrelerinde, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde antiproliferatif

etkiye sahiptir (Garg ve Hassid, 1989).

1.5.1.2. Noronal Nitrik Oksit Sentaz (nNOS)

nNOS, beyinde, spesifik noronlarda, yapisal olarak eksprese edilir. Enzim
aktivitesi, kalsiyum ve kalmodiilin tarafindan regiile edilir (Forstermann ve Sessa,
2012). Noromodiilator olarak, santral sinir sisteminde gorev alir. nNOS’un
aktivasyonu Anti-N-methyl-D-aspartate (NMDAR) aracili Ca*? girisine baghdur.
Presinaptik ugtan salgilanan glutamat, postsinaptik ugtaki hiicrenin  NMDA
reseptorlerine baglanir ve nNOS'u aktiflestirilir. Glutamat merkezi sinir sistemindeki

temel wuyarict ndrotransmitterdir. Glutamatin  etkisiyle, (glutamat NMDA
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reseptorlerine baglanir), presinaptik ugtan salgilanan postsinaptik uctaki hiicrenin
NOS'u aktiflestirilir (Cekmen ve ark., 2001; Zhou ve ark., 2018; Durate ve ark., 1991;
Hua ve AMY, 1994;).

nNOS’in fizyolojik fonksiyonlar1 6grenme, hafiza, nérogenezdir. Merkezi sinir
sisteminde (MSS) nNOS tarfindan salgilanan NO sinaptik iletinin uzun donem
reglilasyonuna neden olur. Ayr1t MSS’de kan basincinin merkezi regiilasyonunda yer
alir (Arami ve ark., 2017). nNOS ekspresyonudaki degisiklikler Parkinson, alzheimer,
Amyotrofik lateral skleroz (ALS), anksiyete, inme gibi hastaliklarda saptanmistir
(Zhou ve ark., 2018).

1.5.1.3. indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

NOS’un bu izoformu genellikle hiicrede mevcut degildir. Bakteriyal
lipopolisakkaritler, sitokinler ve diger ajanlarca bu izoform hiicrede eksprese edilir
(Aktan, 2004; Forstermann ve Sessa, 2012). Bu uyarilma transkripsiyonel indiiksiyon
yoluyla olmaktadir (Moncada ve ark., 1991). iNOS basta makrofajlar (monosit,
histiyosit, kupfer hiicreleri vs.) olmak tizere PMNL (polimorfoniikleer 16kosit)'ler (Mc
Call ve ark., 1991; Green ve ark., 1990), damar diiz kaslar1 (Marletta, 1993), astrosit
(Synder,1992), damar endoteli (Marletta, 1993), hepatositler (Stadler ve ark., 1991),
ve kondrositler (Palmer ve ark., 1993) tarafindan iiretilebilir. Enzim uyarildigi zaman,
yapisal (konstitiif) NOS formdaki gibi NOe {iiretimi kisa siireli degildir, giinlerce
devam edebilir. Ozellikle spesifik olmayan immiinitede onemli géreve sahiptir.
Mantar, viriis (Croen, 1993), bakteri (Dunlap ve ark., 1994), ve tlimor hiicreleri (Kwon
ve ark., 1991) ile protozoonlara (Liew ve ark., 1990) sitotoksik veya sitostatik etki
olusturur. Inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklar (transplantin reddi, artritis, multipl

sklerozis, astma vb.) da 6nemli rol alir (Francis ve ark., 1993).
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1.6. Diyabet ve Erektil Disfonksiyon

ED ig¢in risk faktorleri arasinda yaslanma, ateroskleroz, diyabet, hipertansiyon,
sigara ve dislipidemi bulunmaktadir. Bu faktorler oksidatif streste artisa neden olur
ve kavernozal endotel hiicreleri hasarlanir ve bunun sonucunda ED gelisir (Saenz de

Tejada ve ark., 1989).

Diyabet, santral sinir sistemi fonksiyonlarinda, periferik sinir aktivitesinde,
diiz kas kasilmasinda, fizyolojik fonksiyonlarda, endotel hiicre fonksiyonlarinda,
androjen sekresyonu gibi bir ¢ok patofizyolojik degisikliklere neden olarak ED
gelisimini hizlandirdig1 goriilmektedir (Galiano ve ark., 2010). ED, diyabette goriilen
vaskiiler komplikasyonlardan biridir. Diyabet tanis1 konulan hastalarin %20’sinde ED
sikayetleri goriilmiis ve ayn1 zamanda ED sikayetiyle basvuran hastalarin da %12’sine
diyabet tanis1 konulmustur (Whitehead ve ark., 1990). Nathan ve ark.’nin (1986)
calismasinda, diyabetik hastalarda kavernoz diiz kas hasar1 gozlendigi bildirilmistir.
Hiperglisemi kavernoz dokuda oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres aracili
norovaskiiler degisiklikler diyabetik erkeklerde ED’nin gelisiminde 6nemli bir rol
oynar (Saenz de Tejada ve ark., 1989). Kouidrat ve ark. (2017) diyabetli erkeklerde
ED artmasinin kardiovaskiiler risk degerlendirmesinin bir parcast oldugunu

bildirmislerdir.

1.6.1. Diyabete Bagh ED’de Oksidatif Stresin Rolii

ED’nin patofizyolojik mekanizmasinda oksidatif stresin rolii iizerine bir¢ok
arastirma yapilmistir (Musicki ve ark., 2005; Agarwal ve ark., 2005). ED riski
hipertansiyon ve diyabet gibi hastaliklarda reaktif oksijen radikalleri (ROS)
seviyesinin artigina bagli olarak artar. Preklinik ¢caligmalarda ED ve ROS un olusumu

arasinda anlaml bir iligki oldugu gosterilmistir (Agarwal ve ark., 2005).

Diyabetik ED’nin patofizyolojik mekanizmasinda rol oynayan Onemli

mekanizmalardan biri diyabette goriilen oksidatif strestir. Siiperoksit ve peroksinitrit
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(ONOO-) diizeyinin artis1 kavernozal kas gevsemesi igin gerekli olan NO
konsantrasyonunu azaltir. ED’nin iki 6nemli nedeni; akut hastalikta azalan NO diizeyi
ve uzun siireli endotel hasaridir. Diyabetik ED neden olan diger iki mekanizma ise
protein kinaz C aktivasyonu ve ileri derecede glikozillenmis son {iriinlerinin
olusumudur. Protein kinaz C, ¢esitli hiicresel olaylari modiile eden bir enzimdir.
Protein kinaz C seviyesinin artmasi, ROS seviyesinin artis1 ve degisen NO diizeyi ile

iliskilidir (Musicki ve ark., 2005).

NO ve ROS arasindaki etkilesim, ED’nin patofizyolojik siirecinden sorumlu
olan 6nemli mekanizmalarindan biridir (Burnett ve ark., 1992). Vaskiiler hastaliklarda
goriilen endotel hasar artis nedeniyle NO konsantrasyonundaki degisiklik, ED’nin
onemli nedenleri arasindadir. Arastirmalara gére, NO yoklugu veya NO {iretiminde
azalma ED’ye yol acan patofizyolojik bir siirectir. NO azalmasi ile bozulan erektil

yanit arasinda iligki oldugu gosterilmistir (Agarwal ve ark., 2005).

NO konsantrasyonunundiyabetik hayvanlarda azalmasini etkileyen faktorler:
NO yikiminin artmasi, NOS kenetsizlenmesi, endojen asimetrik dimetilarjinin
(ADMA) tarafindan NOS inhibisyonudur. NOS, NO olusturabilmek igin, substrati
olan L-arjinin ve ko-faktérii olarak BHse gereksinim duyar. Ancak bunlarin
yoklugunda eNOS i¢in kenetsizlenme gergeklesebilir. Baglanamama durumunda,
normal bir reaksiyonda subiinitenin rediiktaz kismindan, diger bir subiinitenin
oksijenaz kismina akan elektronlar, L-arjinin yerine molekiiler oksijene dogru akarlar
ve NO yerine O olustururlar. NO scavenging artis1 (siipiiriilmesinin artis1) ve BHa
oksidasyonu ile, inaktif formlarin olusmasi, buduruma eslik eder (Xia ve Zweier, 1997;
Vasquez-Vivar ve ark., 1998). Plazmadaki artmis endojen kompetetif NOS inhibitorii
ADMA seviyesi pek cok hiperglisemik hayvan modelinde ve diyabette NO’nun
azalmasi ile iliskilendirilmistir (Knecht ve ark., 1992). NADPH oksidaz aktivitesi, O
2 olusumuna neden olmakla beraber, eNOS kenetsizlenmesinde de 6nemli bir rol
oynuyor olabilir. eNOS kenetsizlenmesi yiiksek ADMA seviyeleri ve NADPH oksidaz

aktivitesi, diyabetik hayvan modellerinde olusan erektil disfonksiyonda hala

arastirilmasi gereken konular arasinda yer almaktadir.
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1.7. CDP-Kkolin’in Genel Ozellikleri

1.7.1. CDP-kolin’in Yapisi ve Sentezi

CDP-kolin, viicidumuzda dogal olarak sentezlenen endojen bir bilesiktir.
488.33 g molekiill agirligt olan bilesik niikleotid yapisindadir ve hiicre

metabolizmasinda 6nemli rol oynar (sekil 1.5) (Weiss 1995).
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Sekil 1.5.CDP-kolin’in molekiil yapis1 (Iulia ve ark., 2017)

CDP-kolin, “Kennedy yolagi” nda bir ara iiriin olarak sentezlenir ve membran
fosfolipidlerinden fosfatidilkolinin yapisina katilir (Weiss, 1995;Lakher ve
Wurtman, 1987). “Kennedy yolagi” 1956 yilinda Kennedy ve Weiss tarafindan
tanimlanmistir (Kennedy ve Weiss, 1956). Kolinden fosfatidilkolin olusumu ti¢ temel
basamakta meydana gelir (sekil 1.6). Yolagin ilk basamaginda; kolin kinaz enzimi geri
doniisiimlii bir reaksiyonla kolini fosforile edilerek fosfokoline déniistiiriir. Ikinci
basamaginda ise fosfokolin ile sitidin-5’-trifosfat (CTP), CTP: fosfokolin sitidil
transferaz (CCT) enzimi araciligi ile reaksiyona girerek CDP-kolin’i olusturur. Ayni
zamanda bu basamak Kennedy yolagmin hiz kisitlayic1 basamagidir. Ugiincii ve son
basamakta; CDP-kolin’in fosfokolin grubu, sitidindifosfokolin: 1,2-diagilgliserol
kolin fosfotransferaz enzimi ile diagilgliserole aktarilarak fosfatidilkolin sentezi

gergeklesir (Sundler ve Akesson,1975; Wientzek ve ark., 1987; Miller ve Hook,
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1989). Kolin, sitidin, orotik asit gibi 6n maddelerin verilmesi ile CDP-kolin miktarinin
arttirilabildigi durumlarda ya da dogrudan CDP-kolin’in verilmesi ile fosfatidilkolin
sentezinin artis1 saglanmakta (Lopez-Coviella ve ark. 1995; Savci ve Wurtman, 1995;
Haines ve Tokmakjian, 1987), bu da CDP-kolin verilerek hiicre membranlarinin

onarilmasinin veya yenilenmesinin miimkiin olabilecegini gdstermektedir.
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Sekil 1.6.Kennedy yolag: araciligi ile CDP-kolin sentezi; CMP: Sitidinmonofosfat, ATP: Adenozin
trifosfat, ADP: Adenozin difosfat, Rib: Riboz, P: Fosfat grubu (Kennedy, Weiss 1956)

1.7.2. CDP-kolin’in Metabolizmasi

CDP-kolin hiicre membraninda yerlesik fosfodiesterazlar tarafindan, in vivo
kosullarda, hizla sitidinmonofosfat ve fosfokoline hidroliz edilir. Reaksiyonun bir
sonraki asamasinda bu iki molekiiliin defosforilasyonu sonucu sitidin ve kolin aciga
cikar. Ote yandan bu iki molekiiliin hiicre i¢ine alinmasiyla hiicre iginde CDP-kolin’in
yeniden sentezlenmesini saglanirken, ayn1 zamanda kendilerine ait etkilere de aracilik
ederler (sekil 1.7). Sitidin bir pirimidin niikleozidi olup hiicre i¢inde niikleik asitler ve

proteinlerin yapisina katilir ve buna ek olarak hiicre i¢inde sitidin, sitidintrifosfata
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doniisiir ve membran fosfatidilkolin yapisina kolin katilimini arttirir (G-Coviella and
Wurtman, 1992). Kolin, hiicre membranlarinda fosfatidilkolin, sfingomyelin ve
plazmalojenlerin polar alt {initesini olusturur. Ayrica methiyonin sentezine betain
tizerinden katkida bulunurken, norotransmitter asetilkolin sentezinde de asetilasyon

yolagina da girer.

CDP-KOLIN

PN

SITIDINMONOFOSFAT FOSFOKOLIM

defosforilasyon
V ASETILKOLIN
NUKLEIK N i
- SITIDIN KOLIN
ASITLER ! = - BETAN
V J
SITIDINTRIFOSFAT FOSFOKOLIN
\ / METIYONIN
CDP-KOLIN
FOSFATIDILKOLIN PROTEINLER

Sekil 1.7.CDP-kolin’in metabolizmasi1 (Hamurtekin, 2007)

1.7.3. Disaridan Verilen CDP-kolin’in Periferik Dokularda ve Beyin
Dokusundaki Dagilim

Molekiil yapisi nedeniyle oral yolla verilen CDP-kolin’in degisiklige ugramadan
absorbe edilmesi giigtiir. Bu nedenle oral yolla verilmesini takiben emilim 6ncesi ya
da emilim sirasinda pargalanarak hizla aktif metabolitleri olan kolin ve sitidine
dontisiir. Radyoizotop isaretli CDP-kolin’in oral yolla verilmesini takiben 30 dakika
sonra midede 6l¢iilen radyoaktivitenin biiyiik ¢ogunlugunun CDP-kolin’e ait oldugu

gosterilirken, bagirsaktaki radyoaktivitenin ise daha ¢ok kolin ve sitidin fraksiyonuna
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ait oldugu bulunmustur. Bu bulgu sitikolinin, hizli bir sekilde intestinal mukozada
kolin ve sitidin fraksiyonlarina ayrildigin1 gdstermektedir (Yashima ve ark., 1975).
Ayrica yapilan ¢alismalarda, oral yolla CDP-kolin uygulanmasi sonrasi, si¢anlarda
plazma kolin ve sitidin diizeylerinin anlaml diizeyde arttigi gosterilmisken (Lopez-
Coviella ve ark., 1995; Paroni ve ark., 1985), insanlarda ise plazma kolin ve iiridin
diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir (Wurtman ve ark., 2000). Intraserebroventrikiiler
yolla uygulanan CDP-kolin’in de hipotalamusta ve lateral serebral ventrikiilde kolin
diizeyini arttirdig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Savci ve ark., 2002).
Caligmalardan elde edilen bulgular, CDP-kolin’in diger hiicre tiplerinde oldugu gibi,
sinir hiicrelerinde de, sitidin ve kolin olarak ayr1 ayr1 alindigini, takiben CDP-kolin ile

diger molekiillerin sentezinde kullanildigin1 diistindiirmektedir.

1.7.4. CDP-kolin’in Metabolitleri

1.7.4.1. Kolin

Kolinerjik ndrotransmitter asetilkolinin 6n maddesi olan kolin, molekiil agirlig
105 g olan hidrofilik bir molekiildiir (sekil 1.8). Kolin, biitiin hiicre membranlarinda
mevcuttur ve buralarda fosfatidilkolin ve sfingomyelinin polar subiinitini olusturur.
Kolin, diyette bulunmasi1 gereken temel gidalardan olup beyin gelisimi ve fonksiyonu
acisindan kritik role sahiptir (Zeisel, 1997 ve 2004).Viicudun ihtiyaci olan kolin,
diyetle alinabildigi gibi, hiicre membraninda bulunan fosfatidilkolinden de birkag yol

ile sentezlenebilir.

CH;

|
HgC—l‘liJr—CHg—CHg—GH
CHs

Sekil 1.8. Kolin’in molekiiler yapisi (Ulus ve Cansev, 2010)
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Fosfatidilkolinin viicuttaki kolin molekiiliiniin ana deposu ve kaynagi oldugu
sOylenebilir. Fosfatidilkolinden olan sentez, baslica karaciger ve bobrekte olurken, ¢ok
sinirlt bir sekilde beyin noronlarinda da olabilir (Blusztajn ve Wurtman, 1983;

Zeisel, 1985).

Sentezlenen veya disaridan diyetle alinan kolin dolagima gecerek biitiin viicuda
dagilir. Kolinin kan-beyin bariyerinden gegisi son derece hizli olmaktadir. Bu gegis,
kapiller endotelde yerlesik olan bir tagiyici sistem ile ger¢eklesmektedir. Bu tasiyict
sistem iki yonlii caligmaktadir ve normal kosullarda kolin ile doyurulmamis
durumdadir. Metabolik enerjiye ihtiya¢ duymadan ¢aligsan bu sistem bir konsantrasyon
gradiyenti olusturmaz. Bu nedenle, dolasimdaki kolin konsantrasyonu disaridan kolin
verilerek artirllmadikga net kolin akiginin yonii beyinden kana dogrudur (Blusztajn ve
Wurtman, 1983). Ancak dolasimdaki kolin konsantrasyonu artirilirsa beyindeki kolin
konsantrasyonunda da artis meydana gelmektedir (Cohen ve Wurtman, 1975;

Kd&ppen ve ark., 1993).

Dolasimdan, beyinde ekstraselliiler araliga gecen kolinin ndron igine alinmasi

baslica iki sistem aracilig1 ile olmaktadir:

Yiiksek afiniteli transport sistemi ile sodyum iyonuna bagimli olarak ¢alisan ve
hemikolinium-3 (HC-3) tarafindan bloke edilen bir transport sistemidir. Fizyolojik
plazma ve beyin kolin konsantrasyonlarinda bu sistem doyurulmus durumdadir (Km:
0.1-10 uM). Kolinerjik néronlarda asetilkolin sentezinde kullanilan kolin, presinaptik
terminallerde yerlesik yiiksek afiniteli kolin transport sistemi ile geri alinmaktadir ve
bunun da asetilkolin sentezinde hiz sinirlayici basamak oldugu disiiniilmektedir

(Blusztajn ve Wurtman, 1983; Okuda ve Haga, 2000).

Diisiik afiniteli transport sistemi ile Km degeri daha yiiksek olan (30- 100 uM),
sodyum bagimli olmayan ve normal sartlarda doyurulmamis olan bu transport sistemi
kolinerjik ndron govdelerinde yerlesiktir. Esas olarak fosfatidilkolin ve diger
fosfolipidler i¢in gerekli olan kolin destegini saglar. Yiiksek afiniteli transport

isteminden farkli olarak insan dokularinda yaygin olarak bulunur. Enterositler,
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hepatositler, plasental doku, mitokondri ve sinaptozomlarda karakterize edilmistir

(Allen ve Lockman,2003).

Kolin, nérotransmitter asetilkolinin hem 6n maddesidir hem de yikim {irtiniid{ir.
Asetilkolin, kolinasetiltransferaz enziminin katalizledigi bir reaksiyon araciligi ile
kolin ve asetil CoA’nin birlesmesi sonucu meydana gelir. Kolinden asetilkolin
sentezleyen kolin asetiltransferaz enzimi, fizyolojik kosullarda doyurulmamis
durumdadir. Bu kosullarda enzim, kapasitesinin olduk¢a altinda caligmaktadir
(Blusztajn ve Wurtman, 1983). Bu nedenle beyin kolin konsantrasyonlarini arttiran
tedaviler, noronlarin asetilkolin sentez hizin1 da arttirabilirler. Yapilan ¢alismalarla,
dolasimdaki kolin diizeyi artirildiginda, beyindeki kolin (Cohen ve ark., 1975,
Koppen ve ark., 1993) ve asetilkolin diizeylerinde (Cohen ve Wurtman, 1976;
Hirsch ve Wurtman, 1978) artis oldugu gosterilmistir. Ayrica beyin dilimlerinde ve
in vivo mikrodiyaliz c¢alismalarinda, kolin diizeylerinin arttirilmasi, asetilkolin
saliverilmesinde de artig yaratmistir (Buyukuysal ve ark., 1995; Koppen ve ark.,
1997). Sonug olarak da kolinerjik iletide artis meydana getirmektedir (Ulus ve ark.,
1977; Scally ve ark., 1978). Kolinerjik iletideki artis da buna uyan fonksiyon
degisikliklerini bereberinde getirmektedir (Savci ve ark., 1996a; Savci ve ark.,

1996b; Arslan ve ark., 1991).

1.7.4.2. Sitidin

Sitidin, niikleozid yapisinda olan bir molekiildiir (sekil 1.9). Niikleozidlere fostat
grubunun eklenmesi ile niikleotidler olusur. Niikleotidler enerji metabolizmasinin
onemli elemanlaridir, koenzimlerin yapisal kisimlarini olustururlar, metabolik

diizenleyici ve sinyal molekiilleri olarak gérev yaparlar.
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Sekil 1.9.Sitidin’in molekiil yapis1 (Hamurtekin, 2007)

Sitidin, CDP-kolin’in hem yikim iiriinlerinden biri hem de sentezine katilan bir
O0n maddedir. Ayrica sitidinin membran fosfatidilkolinine kolin eklenmesini artirarak
membran fosfolipid sentezini artirdig1 hiicre kiiltiirlerinde ve sican beyin dilimlerinde
gosterilmistir (Savci ve ark., 1995; G-Coviella ve Wurtman, 1992).Yapilan
calismalarda iridinin de, sitidin trifosfata doniiserek CDP-kolin sentezine
katilabildigi ve dolayli yoldan membran fosfolipid sentezine katkida bulunabildigi
gosterilmistir (Richardson ve ark., 2003; Wurtman ve ark., 2000).

Yapilan in vivo calismalarda disaridan verilen sitidinin, deney hayvanlarinda
baz1 etkiler olusturabildigi gosterilmistir. Laboratuvarda yapilan ve merkezi yolla
uygulanan CDP-kolin’in sicanlarda kan basinci iizerine olan etkilerinin arastirildigi
caligmada intraserebroventrikiiler yolla uygulanan sitidin, hemorajik sok olusturulmus
sicanlarda kan basincinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis meydana getirdigi
gozlemlenmistir (Savei ve ark., 2002). CDP-kolin’in antidepresan etkisinin
arastirildig1 bir baska ¢alismada ise intraperitoneal yolla enjekte edilen CDP-kolin
siganlarda zorlu ylizme testinde anlamli bir etkiye neden olmazken, metabolitleri olan
sitidin ve kolinin intraperitoneal yolla uygulanmasi zit etkilere neden olmustur. S6z
konusu ¢aligmada sitidin sicanlarda antidepresan etki gosterirken, kolin ise sitidinin

aksine prodepresan etki gostermistir (Carlezon ve ark., 2002).
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1.7.5. CDP-kolin’in EtKileri

1.7.5.1. CDP-kolin’in Asetilkolin Sentezi ve Kolinerjik Sistem Uzerine Olan
Etkileri

Belirtildigi gibi, disaridan verilen CDP-kolin hizla sitidin ve koline metabolize
olarak plazma kolin diizeylerinde artisa yol agmaktadir (Lopez-Coviella ve ark 1995;
Babb ve ark., 1996). Kolini beyine tasiyan transport sistemleri normal sartlarda
doyurulmamis oldugu i¢in, dolasimdaki kolin diizeylerindeki artis beyin kolin
diizeylerinde de artisa neden olmaktadir (Cohen ve Wurtman, 1975; Hirsch ve ark.,
1978). Yapilan calismalarda da intravendz olarak verilen CDP-kolinin, plazma ve
beyin kolin diizeylerini arttirdigr saptanmistir (Savci ve ark., 2003). Ayrica
intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin de beyin kolin diizeylerinde artis
gorilmiistiir (Savci ve ark., 2002). Baska bir calismada da intraperitoneal yolla CDP-
kolin uygulamasinin, beyinde dorsal hipokampus ve neokortekste ekstraselliiler
asetilkolin diizeylerinde artisa neden oldugu gosterilmistir (Dixon ve ark., 1997).
Sonug olarak bir kolin vericisi olan CDP-kolin, disaridan verildiginde plazma ve
beyindeki kolin diizeylerinde artisa yol agmakta ve bununla birlikte asetilkolin
sentezini de arttirmaktadir. Bu artiglari takiben kolinerjik iletide artma ve buna uyan
fonksiyon degisiklikleri ortaya ¢ikarmaktadir (Cavun ve ark., 2004; Savci ve ark.,
2002).

1.7.5.2. CDP-Kolin’in Membran Fosfolipidleri Uzerine Olan Etkileri

Kolin, membran fosfolipidlerinden fosfatidilkolinin yapisina katilir. Plazmada
diizeyi yiikselen sitidin de hiicre iginde sitidintrifosfata doniisiir ve membran
fosfatidilkolin yapisina kolin katilimini artirir (G-Coviella ve Wurtman, 1992).
Yapilan c¢alismalar, disaridan CDP-kolin verildiginde beyinde fosfatidilkolin ile
birlikte fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin seviyelerinde de artis oldugunu

gostermistir (Lopez-Coviella ve ark., 1995). Ayrica oral yolla verilen CDP-kolin’in
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fosfolipaz A2 enziminin aktivasyonunu inhibe ederek fosfatidilkolin yikimini azalttigi,

bdylece membran yapisini korudugu da gosterilmistir (Arrigoni ve ark., 1987).

1.7.5.3. CDP-kolin’in Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Olan Etkileri

Kolinerjik sistem, kardiyovaskiiler diizenlemede 6nemli rol oynamaktadir.
Beyindeki kolinerjik aktivitenin artis1 kan basinci artisi lizerine etkilidir (Arslan
ve ark., 1991; Guarini ve ark., 1989; Ulus ve ark., 1995). CDP-kolin’in
kardiyovaskiiler sistem iizerine olan etkileri incelenmis ve merkezi veya periferik
yolla CDP-kolin uygulanmasinin normal ve hipotansif kosullarda kan basincini
arttirdig1 gosterilmistir (Cansev ve ark, 2007; Savci ve ark., 2002, Savci ve ark.,
2003). Ayrica CDP-kolin’in, hemorajik sok olusturulmus anestezi altindaki
hayvanlarda, siiperior mezenterik arter ve renal arter kan akimini artirdig1 ve bu
hayvanlarda yasam oranlarii yiikselttigi gosterilmistir (Yilmaz ve ark.,
2006).Yapilan calismalarda CDP-kolin’in miyokardiyal iskemi-reperfiizyon
hasar1 iizerine olan etkileri arastirilmis, intravendz yolla uygulanan CDP-kolinin
miyokardiyal iskemi-reperflizyon hasarinda kardiyoprotektif etki ortaya ¢ikardigi
gorilmiistiir (Coskun, 2014).

1.7.5.4. CDP-kolin’in Endokrin Sistem Uzerine Olan Etkileri:

Hipotalamo-hipofizer sistem yogun kolinerjik innervasyona sahiptir. Hem
insanlarda hem de hayvanlarda yapilan c¢aligmalarda CDP-kolin’in endokrin
sistem iizerine etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Insanlarda intravendz yolla
CDP-kolin uygulamasi serum biliylime hormonu (GH) seviyelerini yiikseltmis,
prolaktin (PRL) seviyelerini ise azaltmistir (Matsuoka ve ark., 1978; Ceda ve ark.,
1991). Yapilan ¢alismalarda siganlara intraserebroventrikiiler yollaverilenCDP-
kolin, normal kosullarda plazma adrenokortikotropik hormon (ACTH)
diizeyleriniartirmis, uyarilmis kosullarda ise tiroid uyarici hormon (TSH),

luteinizan hormon (LH) ve GH diizeylerinde ek artislar meydana getirmistir
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(Cavun ve Savci, 2004). Buna ek olarak intraserebroventrikiiler ve intraven6z
yolla uygulanan CDP- kolin, plazma katekolamin ve vazopresin diizeylerinde de
artisa yol agmistir (Cavun ve ark., 2004; Savci ve ark., 2002; Savci ve ark., 2003).
Ayrica sicanlara intraperitoneal yolla CDP-kolin uygulamasi serum insiilin,
plazma glukagon ve katekolamin diizeylerinde anlamli artiglara sebep oldugu

gosterilmistir (Cansev ve ark., 2003).

1.7.6. CDP-kolin’in Kullanim Alanlar

CDP-kolin yan etkisi az, giivenlik araligi genis olan giivenli bir ilagtir.
Hayvanlarda ve insanlarda yapilan ¢aligmalarda toksisite ve yan etki profili
oldukea diisiik bulunmustur (Lozano Fernandez, 1983; Romero ve ark., 1983).
CDP-kolin’in giintimiizde ilag olarak kullanildig1 veya kullanilma potansiyelinin

bulundugu alanlar:

Serebral iskemi ve hipoksi, iskemik veya hipoksik kosullarda, membran
fosfolipidlerinden fosfatidilkolin yikimi1 ortaya c¢ikar. Hiicre membraninda
fosfatidilkolin icerigi azalirken serbest yag asidi salinimiartar (Adibhatla ve ark.,
2002; Muralikrishna Adibhatla ve Hatcher 2006). Cesitli serebral iskemi
modellerinde, disaridan CDP-kolin verildiginde, fosfatidilkolin sentezini
arttirdig1, basta aragidonik asit olmak iizere serbest yag asitlerinin saliniminin
Onlendigi gosterilmistir (Rao ve ark., 1999; Trovarelli ve ark., 1981). Ayrica CDP-
kolin’in iskemik kosullarda ortaya ¢ikan kardiyolipin ve sfingomyelin kayiplarini

korudugu, glutatyon sentezi ile glutatyon rediiktaz aktivitesini stimiile ettigi, lipid

peroksidasyonunu azalttigi, Na'/ K* ATPaz aktivitesini yeniledigi de gosterilmistir
(Adibhatla ve Hatcher, 2002). Bu noroprotektif etkilerin olugmasinda fosfolipaz A2
aktivasyonunun engellenmesi 6nemli bir rol oynamaktadir (Adibhatla ve Hatcher,
2002; Arrigoni ve ark., 1987). CDP-kolin, beyin fosfatidilkolin diizeylerini serebral
iskemi sonrasi artmis fosfolipaz A2 aktivitesini azaltarak korumayi basarmistir
(Adibhatla ve Hatcher, 2003; Adibhatla ve ark., 2006). Bununla birlikte CDP-

kolin uygulamas1 fosfatidilkolin sentezinde hiz kisitlayici basamakta rol alan
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CTP:CCT enziminin aktivitesindeki kaybi azaltarak iskeminin neden oldugu
fosfatidilkolin diizeylerindeki azalmayi Onlemistir (Adibhatla ve ark., 2004).
Dolayistyla disaridan verilen CDP-kolin’in gerek deneysel serebral iskemi ve
hipoksi modellerinde gerekse klinikte iskemik ve hipoksik beyin hasarina neden
olan akut ve kronik serebrovaskiiler hastaliklarda 6dem ve infarkt miktarini
azalttig1, norolojik defisitleri geri dondiirdiigii gosterilmistir (Kakihana ve ark.,

1988; Warach ve ark., 2000).

Kafa travmalari, CDP-kolin uygulamasinin bazi deneysel modellerde kafa
travmalarina bagli olusan beyin 6demini azalttigi ve semptomlarda diizelme
yarattig1 bildirilmistir (Baskaya ve ark., 2000; Dixon ve ark., 1997). Klinik
calismalarda da kafa travmali hastalarda CDP-kolin verilen grubun motor, bilissel
ve epsikolojik fonksiyonlarinin ¢ok daha hizli diizeldigi ve hastanede yatis
siirelerinin kisaldigi rapor edilmistir (Calatayud ve ark., 1991; Leon-Carrion ve

ark., 2000).

Ogrenme ve hafizanin gelistirilmesinde, CDP-kolin’indgrenme ve bellek
fonksiyonlar1 lizerinde de olumlu etkileri oldugu hem hayvan modellerinde hemde

insanlarda yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Agut ve Ortiz, 1991).

Norodejeneratif hastaliklar, membran fosfolipidlerinden fosfatidilkolin
sentezinde bir ara iirlin olan CDP-kolin’in ndron koruyucu etkisi nedeniyle
alzheimer ve multiinfarktdemans gibi norodejeneratif hastaliklarda kullaniminin
yararlt olacagina dair bulgularda mevcuttur (Amenta ve ark., 2001, Alvarez ve
ark., 1999). Diger durumlar ise CDP-kolin uygulamasinin parkinson hastalarinda
(Agnoli ve ark., 1982; Eberhardt ve ark., 1990), ayrica ambliyopi (Campos ve
ark., 1995) ve glokom (Grieb ve Rejdak, 2002, Parisi ve ark., 1999) gibi baz1 goz

bozukluklarinda yararli olabilecegine dair ¢alismalar mevcuttur.

Kolinerjik sistemin, ereksiyon fizyolojisinde, muskarinik ve nikotinik reseptorler
aracilig ile olduk¢a 6nemli bir rol oynadigi ve bu mekanizmanin nitrik oksid sentezi

ile iligkili oldugu goriilmiistiir (Koshimura ve ark, 1990; Toda ve Okamura, 2003).
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Diyabete bagli gelisen ED’de néropatinin onemli rolii oldugu bilinmektedir. Ote
yandan, kolin uygulamasinin siganlarda sinir hasarina bagl gelisen bazi nérofizyolojik
fonksiyonlar1 diizelttigi deney hayvanlarinda gézlemlenmistir (Koppen ve ark., 1997,
Marshall ve Wurtman, 1993). Giinlimiize kadar yapilan caligmalarda disaridan
verilen CDP-kolin ve metabolitleri olan kolinin ve sitidinin, ED {izerindeki etkilerini
aragtiran c¢aligmalarin yeterli olmadigi saptanmistir. Bu 6n bulgular 15181nda
calismamizdaki amag, diyabetik sicanlarda, CDP-kolin ve yikim {iriinleri olan kolin

ve sitidin tedavisinin ED iizerindeki etkilerini arastirmaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Geregler

2.1.1. Malzemeler

» MAY recorder equipment computer system (Commat Ltd. Ankara, TURKIYE)

* Veri kayit ve analiz sistemi (MP35 Biopac Student Lab Pro, Data Acquisition
System)

» Gaz tiipti ( %95 Oksijen, %5 karbondioksit)

» Kaba terazi (Scaltec, SBA 61 Heiligenstadt, ALMANYA)
» Hassas terazi (Scaltec, SBA 31 Heiligenstadt, ALMANYA)
* Otomatik pipetler (Eppendorf, Hamburg, ALMANYA)

* Pipet uglar1 (10ul, 200ul ve 1000ul)

» pH metre (Mettler Toledo MP220; iISVICRE)

* -80 °C Derin dondurucu (Heto)

* Siviazot tanki

* Buz makinasi (Hosizaki Ice Maker, JAPONYA)

* Cam ve plastik malzemeler

* Cerrahi makas ve pensler

* Enjektorler (Farkli boyutlarda)

* Cerrahi flaster

» 4F iiretral katater

» 5F tretral katater

* 3.0 krome kat-giit

. PE-240 tiip
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» Santrifiij cihaz1 (Sigma)

e -20°C‘lik derin dondurucu (Bosch)

* Otomatik pipetler (Axygen)

* Manyetik karistiric1 (Wisestir)

* Vorteks cihazi (Velp Scientifica)

» Mikroplak okuyuculu spektrofotometre (Multiskan GO, Thermoscientific)

* Mini protean elektroforez ve transfer sistemi (Biorad), Gii¢ kaynagi (Biorad)

*  Western goriintiileme cihaz1 (LI-COR Odyssey Imaging System)

2.1.2. Kimyasal Maddeler

Sigan yemi (Purina, Gebze, TURKIYE)
Dietileter (Riedel, ABD)

Ketamin (Ketalar, Pfizer, TURKIYE)

» Krebs ¢ozeltisi (Standart); KCl, 4,7 mmol/l; NaCl, 113 mmol/l; NaHCO3, 16,3
mmol/l; NaH2PO4, 1,4 mmol/I;MgS04, 0,6 mmol/l; CaCl2, 2,5 mmol/l ve

glukoz, 7,7 mmol/l

KCI (potasyum klortiir) (Merck, ALMANYA)

Absolii etanol (Riedel, 32221, Sigma-Aldrich, ABD)
Asetilkolin (Sigma, St. Louis, ABD)

Fenilefrin (Sigma, St. Louis, ABD)

Sodyum nitroprussid (Sigma, St. Louis, ABD)

Heparin (Nevparin 25000 IU, Mustafa Nevzat, TURKIYE)

Izotonik Ssodyum kloriir soliisyonu 1000 ml (I.E. ULAGAY, Istanbul
TURKIYE)

Povidon iyot (Iyoderm, Biosel, TURKIYE)
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* Formalin (Riedel-de Haen, ALMANYA)

* Ksilen (Merck, ALMANYA)

e Triton X-100

* Anti- eNOS primer mouse antikoru (BD)

* Anti-mouse IgG sekonder antikoru (Biotin Conjugate)
* Kemiliiminesans goriintiileme ajan1 (Milipore)

» RIPA lizis tamponu (Cell signaling)
» Proteaz inhibitor kokteyli (Cell signalling)

* Akrilamid (Sigma)

* Bisakrilamid (Scharlau)

* Tween 20 (Scharlau)

* Amonyum persiilfat (APS, Sigma)
+ Tetraetilmetilendiamin (TEMED, Scharlau)
* Glisin (Biorad)

* Tris baz1 (Sigma)

* Metanol (Milipore)

* Bromfenol mavisi (Cell signalling)
 Ditiyotreitol (DTT, Cell signalling)
*  Sodyum nitrit (Sigma)
 Naftiletilendiamin (NEDA)(Sigma)
+ Silfanilamide(Sigma)

* Ortofosforik asit

2.2. Deney Hayvanlan

300-310 g agirliginda, wistar tiirii 16 haftalik erkek siganlar, Ankara Universitesi
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden temin edilmistir. Ankara
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinan 07/06/2017 tarihli

2017-12-99 karar sayili izinle deneylere baslanmistir. Siganlarin bakimlar1 Ankara
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Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmokoloji Anabilim Dali arastirma laboratuaridaki
0zel boliimde (oda sicakligi 20+1 °C, aydinlik 07.00-19.00 saatleri arasi, karanlik
19.00-07.00 saatleri aras1) yapilmistir. Toplamda 36 adet sican kulanilmis olup
bunlarin 6 tanesi CDP-kolin verilen kontrol grubu, 6 tanesi kolin verilen kontrol grubu,
6 tanesi sitidin verilen kontrol grubu, 6 tanesi CDP-kolin verilen diyabet grubu, 6
tanesi kolin verilen diyabet grubu ve son 6 tanesi ise sitidin verilen diyabet grubu

olarak ayrilmustir.

2.3.Diyabetin Olusturulmasi

Streptozosin yapisinin glukoza benzemesinden dolay:r glukoz tasiyici 2 (Glut 2)
ile pankreasin beta hiicrelerine alinarak, burada deoksiriboniikleikasitte alkillenmeye
neden olarak hiicre dliimiine yol agar (Eleazu ve ark., 2013). Streptozosin uygulanan
sicanlarda 8. hafta sonunda insulin salinamadigi i¢in aclik kan sekeri yiikselir. Buna
gore caligmamizda diyabet, 50 mg/kg streptozotosin (STZ)’in kuyruk veninden
enjekte edilmesiyle olusturulmustur. Kan sekerleri, diyabet indiiksiyonundan 4 giin
sonra Ol¢iilmiis, kan sekeri seviyesi 250 mg/dL’nin altinda olan siganlar deneye dahil
edilmemistir. Diyabet siiresi 8 hafta olup, bu siireyi takiben deney sicanlarilar cerahi

islem i¢in hazir hale getirilmistir (Zhang ve ark., 2018; Erbas, 2015).

2.4. Beden Agirhiklarn ve Kan Sekeri Seviyelerinin Takip Edilmesi

Saglikli ve diyabet olan si¢anlarin beden agirlhiklar1 Olclilmis, STZ
enjeksiyonuna bagli olarak, ani hipoglisemi riskine karsin, sicanlara 3 giin boyunca %
5 oraninda glukoz, igme suyuna karistirilarak verilmistir. Diyabetin indiiksiyonundan
4 gilin sonra siganlarin kan sekeri degerleri, kuyruk veninden kan 6rnegi alinarak
degerlerine bakilmis ve 2 hafta sonra 6l¢iim tekrar yapilmistir. 8.hafta sonunda son
Olclim, deneyler oncesinde uygulanmistirr. Bu Ol¢limler kaydedilerek, kan sekeri
diizeylerinin takibi yapilmistir. Accu-Check Go Roche seker 6lgiim cihazi ve bu

cihazin stripleriyle kan sekeri seviyeleri dl¢tilmiistiir.
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2.5. CDP-Kolin ve Metabolitlerinin Enjekte Edilmesi

CDP-kolin saglikli ve diyabetik si¢anlara tek doz intrakaverndz yolla 200, 400
ve 600 mikromol/kilogram (umol/kg) dozlarinda uygulanmistir. CDP-kolin igin
secilen bu dozlar daha onceki caligmalarda siganlara uygulanan ve farmakolojik
etkileri gosterilen dozlardir (Ilcol YO ve ark., 2007; Cansev ve ark., 2007; Cansev ve
ark., 2008). Literatiirlerde, CDP-kolin oral (Romero ve ark, 1983; Lozano, 1983) ve
intravendz (Savci ve ark, 2003), intraperitoneal (Ilcol YO ve ark., 2007, Cansev ve
ark., 2007 ve 2008) yollarla uygulanmis, giivenirligi ve farmakolojik etkileri deney
hayvanlarinda ve insanlarinda ¢alisilmistir. Elde ettigimiz bilgilere gore, kavernoz ici
ilk defa uygulanacak olan CDP-kolin ve metabolitleri i¢in literatiirde daha Once
denenmis bir doz veya doz aralifi bulunmadigindan, ¢alismamizda literatiirlerde
uygulanmis oral ve parenteral dozlar dikkate alinarak secilmeye caligilmistir. Bunu
yaparken, gozlemlenen biyolojik etkinin doza bagimli olarak artig gosterebilmesi,
CDP-kolin’in metabolizmas1 sonrasi plazma kolin ve sitidin diizeylerinde CDP-
kolinin uygulanan dozlarina bagli uyumlu artis gosterebilmesi ve son olarak da
belirgin bir yan etki veya toksik etki ortaya ¢ikarmayan doz araliginin olmasi
olusturmustur. Buna gore, CDP-kolin i¢in 200, 400 ve 600 umol/kg dozlari, hem doza-
bagimli artan belli bir biyolojik etki ¢ikarabilmesi (Ilcol YO ve ark., 2007, Cansev ve
ark., 2007 ve 2008), hem de CDP-kolin uygulanmasini takiben 5 dakika sonras1 alinan
kan orneklerinde kolin ve sitidin diizeylerinde, CDP-kolinin uygulanan dozu ile
orantili artig gostermesi ¢alismamizda CDP-kolin i¢in 200-600 umol/kg doz araligini
secmemize neden olmustur. Bu doz aralig1 yaklasik olarak, 100-325 mg/kg CDP-kolin
uygulanmasina denk gelmektedir. Daha once yapilan caligsmalar da sicanlara 150
mg/kg CDP-kolin oral yolla 30 giin boyunca uygulanmis ve incelenen dokularda
toksisite belirtilerine rastlanmamistir (Romero ve ark., 1983). Ayrica, 60-80 yas
grubundaki insanlarda 600 mg/giin dozunda uygulanan CDP-kolin, bu hastalarin
sadece %5 kadarinda ve ¢ogu gastrointestinal agirlikli yan etkiler olacak sekilde
giivenli bulunmustur (Lozano, 1983). CDP-kolinin si¢anlara oral yolla 14 giin boyunca
2000 mg/kg dozunda verilmesi ¢ok iyi tolere edilmistir (Schauss ve ark., 2009).
Ayrica, akut intravendz enjeksiyon sonras1t LDso dozu siganlarda 4150 mg/kg ve oral

dozu ise 8000 mg/kg olarak bildirilmistir (Grieb, 2014). Dolagimdaki 10-130 uM kolin
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dozlarmin kalpten asetilkolin saliverilmesini artirabildigini ve kolinerjik iletiyi
giiclendirebildigini géstermistir (Dieterich ve ark., 1978; Meyer, 1986; Ilcol ve ark.,
2003). Calismamizda kavernéz doku ve kan kolin diizeylerini 6lgmemis olmakla
birlikte, 200-600 pmol/kg CDP-kolin dozlarinin intraperitoneal uygulama sonrasi
dolasimda yaklasik olarak 50-150 puM kolin dozlarina, dolayisiyla kolinerjik
inervasyonu artirmaya yetecek konsantrasyonlara ulastigi bilinmektedir (Cansev ve
ark, 2007). Sonug olarak, ¢alismamizda intrakaverndz yolla uygulanan 100-325 mg/kg
doz araligi, CDP-kolin i¢in giivenli ve dozla artan biyolojik etki ve yine doza bagiml
sekilde artan plazma kolin ve sitidin diizeyleri gosterebilen doz aralifidir. Bu bilgiler
dogrultusunda, 200 pmol/kg CDP-kolin (109,2 mg/kg) 200 puL tuzlu su i¢inde ¢oziiniip
SmL’lik enjektére alinip, sicaninin penisinin sag krurasina yerlestirilmistir. Bu
uygulama i¢in, 250 U/ml heparin igeren polietilen tiipe (PE-50) baghh 25G igne
kullanilmistir. Ayni igslem 400 pmol/kg CDP-kolin (218.4 mg/kg) ve 600 pmol/kg
CDP-kolin (327.6 mg/kg) i¢in de uygulanmistir. Literatiirlerde yapilan ¢aligsmalarda
200, 400 ve 600 pmol/kg kolin siganlara uygulanmis (Cansev ve ark., 2008; Ilcol YO
ve ark., 2007; Ilcol YO ve ark., 2008), ancak bizim ¢alismamizda uygulan bu dozlar
sonrasinda si¢anlarin kan basinglarinda belirgin diisiise bagh olarak kayiplar meydana
gelmesinden dolayi ¢alismalarimiza daha diisiik dozlar olan 100, 150 ve 200 umol/kg
kolin dozlartyla devam edilmistir. Kolin; 100 pmol/kg (14 mg/kg), 150 umol/kg (21
mg/kg), ve 200 umol/kg (28 mg/kg) tek doz olarak, 200 uL tuzlu su iginde ¢oziiniip
SmL’lik enjektore alinip, siganin penisinin sag krurasina yerlestirilmistir. Sitidin dozu
da ayn1 sekilde onceki ¢aligmalardaki dozlar dikkate alinarak secilmistir (Ilcol YO ve
ark., 2007; Ilcol YO ve ark., 2008). Sitidin, 200 umol/kg (48.6 mg/kg), 400 umol/kg
(97.2 mg/kg) ve 600 umol/kg (145.8 mg/kg) tek doz olarak tuzlu su i¢inde ¢oziinerek
CDP-kolinde ve kolin de uygulandigi sekilde siganlara verilmistir.

2.6. inVivo Deneyler

Saglikl1 ve diyabetik si¢anlar, ketamin (50 mg/kg, i.p.) ve ksilazin (5 mg/kg, i.p.)

ile anesteziyi takiben, arteriyel kan basinci (mean arterial pressure, MAP), karotid
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arterin hafifce kesilmesinin ardindan polietilen kateter (PE-50) ile kaniile edilerek

Olciilmistiir.

Bir sinir lifi ¢esitli ¢caplarda, dolayisiyla farkl iletim hizlarina sahip aksonlardan
olusabilmektedir. Kavernoz sinir de, basta kolinerjik (asetilkolin saliveren), adrenerjik
(noradrenalin saliveren) ve nitrerjik (nitrik oksit saliveren) olmak iizere ¢esitli sinir
liflere sahip oldugu icin (Andersson ve ark., 2000; Andersson ve Stief, 1997) sinire
uygulanan elektriksel uyarilar sonrasi aliman aksiyon potansiyeli yaniti bu gesitli
liflerin olusturdugu aksiyon potansiyellerinin toplami olan birlesik sinir aksiyon
potansiyeli (BSAP) olarak 6l¢iilmektedir. En yiiksek uyar1 siddeti (volt cinsinden), en
yiiksek amplitiidii olan BSAP alinan uyar siddeti olarak degerlendirilir. Bu uyari
siddetinin iizerindeki uyar1 siddetlerindeki sinir uyarilmalar1t BSAP degerlerinde daha
fazla bir amplitiid artisina ve daha fazla bir fizyolojik yanita neden olmamaktadir (The
McGill Physiology Virtual Lab 2019; Higher Education Inc... 2019) Bu 6nbilgilerden
hartketle calismada, maximum kaverndz sinir uyar: siddeti 7.5 V olup; bu uyan
siddeti, kavernoz sinirdeki tiim farkli sinir liflerinin uyarilabilmesine olanak tanimis
ve dolayisiyla amplitiidii en yiiksek BSAP degerlerini alabilmemizi saglamistir.
Maksimum elektriksel uyart siddeti olan 7.5 V degeri daha 6nce kaverndz sinir
uyarilmasi sonrast deney siganlarinda erektil disfonksiyonun degerlendirildigi diger
calismalar dikkate alinarak se¢ilmistir (Yan ve Lu, 2016; Gur ve ark., 2018; Kim ve
ark., 2016). Bu 6n bilgilerin 1s181nda ¢alismamizda, 7.5 V’tan daha diisiik uyar1 olan 5
(orta) ve 2.5 V (diisik) uyarnn siddetlerinde uygulayarak benzer durumu
gbzlemlenilmistir. Calismamizda, sag ve sol kaverndz sinirler arasinda olasi bir
anatomik varyasyonu ve fizyolojik yanit farkliliklarin1 ortadan kaldirmak icin her
deney sigani i¢in sag ve sol kaverndz sinirler sirastyla elektriksel olarak uyarilmistir
(Y1lmaz ve ark., 2014). Bu bilgilere baglh olarak; siganlarin ICP (mmHg) degerleri
penisin sag krurasina yerlestirilmig, bir diger katater ile monitdrize edilmistir.
Kataterler, 25G igne kullanilarak, 250 U/ml heparin ile yikanmistir. Ereksiyon
olusturup penis i¢indeki basinci (ICP) (mmHg) 6lgmek amaciyla, oncelikle major
pelvik gangliyon ve kavernozal sinir tanimlanmis ve ardindan, prostatin arkasindan
asagi ilerlenmistir. Her iki taraftaki kaverndz sinire, iki uclu elektrot yerlestirilmistir

(sekil 2.1). Bu elektrot ile, sirasiyla sag ve sol kavernozal sinirler sinyal uyarilmigtir
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(7.5, 5.0 ve 2.5 V ve 1.5 Hz, 30 ms) (Yilmaz ve ark., 2014). MAP ve ICP (mmHg)
basing doniistiiriiciisii kullanilarak siirekli olarak ol¢tilmiistiir. Her uyarilma 7.5 V ile
baglatilip total ICP (mmHg), egri altinda kalan alanin (egri altindaki alan, EAA,
mmHg/s) hesaplanmasiyla elde edilmis, sonrasinda 5.0 ve 2.5 V siddetindeki
uyarilmalar ile devam edilerek ayni sicandan total ICP (mmHg) degerleri alinmistir
(Y1lmaz-Oral ve ark., 2017). 200 pmol/kg CDP-kolin uygulanmasin1 takiben, total ICP
(mmHg) ve ICP/MAP degerleri kaydedildikten sonra, ICP (mmHg) degerinin tekrar
bazal seviyesine diistiigiinlin gozlemlenmesini takiben, kaverndz dokuya yerlestirilen
kaniil tuzlu su ile yikandiktan sonra ayni islemler 400 ve 600 umol/kg CDP-kolin i¢in
tekrarlanmigtir. CDP-kolinin  biitiin  dozlar1 uygulandiktan sonra, sicanlar
karbondioksit solutularak oldiiriilmiis ve sicanlarin korpus kavernosum dokulari in
vitro deneyler i¢in organ banyosuna asilmistir. Ayni islemler, kolin ve sitidinin degisen
dozlart igin de tekrarlanmistir. Ayrica, penil dokular, hemen sivi nitrojende
dondurularak western blot caligmalarinda kullanilmak tizere -80 °C dondurucuya

alinmustir.

Sekil 2.1. Kavernozal sinir uyarilisi ile intrakavernosal basincin (ICP) dlgiilmesi.
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2.7. In Vitro Deneyler

Tiim sicanlarda, izometrik basing, organ banyosu calismasi ile Olgiilmiistiir.
Anestezinin ardindan korpus kavernoz dokusu ¢ikarilip Krebs-bikarbonat ¢ozeltisi
iceren, (mp= KCI: 4.7, KH2PO4: 1.0, NaCl:118.1, NaHCO3: 25.0, MgS0O4:
1.0,CaCl2: 2.5 ve glukoz: 11.1) % 95 Oz - %5 CO:z ile siirekli havalandirilmasi igin
cam petriye koyulmustur. Kavernozal doku striplerinin (1x1x9mm) 20 ml’lik organ
banyosuna monte edilmis (Bir ucu elektrot kancasmma diger ucu da giigli
dontstiiriiciiye baglh bir tele, 1g dinlenme gerilimi altinda baglanarak) 60 dakika
boyunca 37 °C’de dokular dengelenmeye birakilmistir (sekil 2.2). "MAY recorder
equipment computer system" (COMMAT, Ankara, Tiirkiye) ile mekanik aktiviteler
kaydedilmistir. Fenilefrin ile kastirilan dokularin asetilkolin (ACh), CDP-kolin, kolin
ve sitidin(10%3M) ile gevseme yanitlari alinmistir. Asetilkolinin endotel dokusu
saglam olan izole damarda gevsemeye neden oldugu bilinmektedir. Bunuda endotel
dokusunda mevcut kolinerjik reseptorler araciligr ile NO saliverilmesini saglayarak

yapmaktadir (Kayaalp, 2012).

Sekil 2.2. in vitro deneyler igin kullanilan organ banyosu sistemi
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2.8. Griess Yontemi ile Nitrit Tayini

Penis dokularinda nitrit miktarinin belirlenmesi amaciyla griess metodu
uygulanmistir. Penis dokulari, sivi azotta phosphate buffered saline (PBS) icinde
homojenize edildikten sonra lizatlar buz igerisinde 1 saat inkiibasyona birakilmuistir.
Ornekler 4°C’de 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatantlar
toplanmistir. Standart grafigini ¢izmek i¢in; distile su iginde 6.9 g sodyum nitrit
coziilerek 100 ml’ye tamamlanarak hazirlananl M stok ¢ozeltiden hareketle standart
cozeltiler (1-75 mikromolar) hazirlanmistir. Griess reaktifigi i¢in; 0.5 g siilfanilamide,
2.5 ml ortofosforik asit (O-H3PO4) ile ¢oziiliip 50 ml distile su ile tamamlanarak
siilfanilamide reaktifi hazirlanmistir. Naftiletilendiamin (NEDA) reaktifi i¢in 2.5 ml
ortofosforik asit (O-H3PO4) icerisinde 0.05 g naftiletilendiamin (NEDA) ¢6ziiliip 50
ml distile su ile tamamlanmistir. Taze hazirlanan Siilfanilamide/NEDA soliisyonlar1
1:1 oraninda karistirilarak griess reaktifi olusturulmustur. Standart ve 6rnek ¢ozeltiler
esit hacimlerde karistirilarak, 10 dakika bekletildikten sonra olusan renk reaksiyonu
550 nm’de spektrofotometre de Olciilmiistiir (Karabay ve ark., 2015). Dokulardaki
nitrit konsantrasyonlari, hazirlanan standart grafikten yararlanilarak belirlenmistir
(sekil 2.4). Calismamizda bu sonuglar mg protein basina nitrit miktar1 olarak

degerlendirilmistir.

y=0.0044x - 0.0002
R*=0.9984

0 10 2 30 40 50 60 70 80
Konsantrasyon (uMm)

Sekil 2.3. Nitrit Standart Grafigi
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2.9. Western Blot Analizi

Penis dokularinda eNOS protein ekspresyonunun belirlenmesi amaciyla,
western blot analizi yapilmistir. Bu amagla, 6ncelikle penis dokusu homojenize
edilmis ve total lizatlar elde edilmistir. Bunun i¢in porselen havan kullanilarak sivi
azot varliginda penis dokulari homojenize edilmis ve ependorf tiiplere alinmigtir. Daha
sonra lzerlerine buz soguklugunda proteaz inhibitdr kokteyli iceren
radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA) tamponu eklenmis ve bir sonraki
adimda lizatlar buz igerisinde 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 6rnekler
4°C’de 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ardindan siipernatantlar toplanmis
ve western blot analizi i¢in -80°C’ye kaldirilmistir. Bir sonraki asamada, doku
lizatlarinin bikinkoninik asit metodu ile protein miktar tayini yapilmistir. Bu asamada
ise, 2000 pg/ml konsantrasyondaki sigir serum albumininden hareketle standart
cozeltiler, 1X RIPA tamponu igerisinde (25-1500 pg/ml), hazirlanmis ve kor olarak
1X RIPA tamponu kullanilmistir. Caligma soliisyonu, bikinkoninik asit kitindeki A ve
B ajanlarinin 50:1 oraninda karistirilmasi ile hazirlanmistir. 200’er pl g¢alisma
soliisyonundan 96’lik plaktaki kuyucuklara ilave edilmis, standartlardan ve diliie
edilmis 6rneklerden herbir kuyucuga 25’er pl ilave edilmistir. Daha sonra 96’11k plak
37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmig ve ardindan 562 nm’de absorbans 6l¢iimii
yapilmistir (Cengiz T ve ark., 2017). Olusturulan standart egri yardimai ile her bir 6rnek

i¢in protein konsantrasyonu pg/ml cinsinden hesaplanmistir (sekil 2.4).

38



0.8
0.7
0.6
05
04
0.3
02
0.1

Absorbans

y =0.0003x+ 0.0194
Rz=0.9918

0 500 1000 1500 2000 2500

Konsantrasyon (mg/mLl)

Sekil 2.4. Protein Standart Grafigi

Protein miktarlar1 esit olarak hazirlanan 6rneklere (30 pg protein) yiikleme
tamponu ilave edilmistir. Ornekler 95°C’de 4 dakika kaynatilarak denatiire edilmis ve
denature olan Ornekler, hedeflenen proteinlerin molekiil agirliklarina (kda) gore
%7,5’luk poliakrilamid jelde, elektroforez tamponu varliginda 100 voltta
yiirlitiilmiistiir. Jelde bulunan proteinlerin poliviniliden diflorid (PVDF) membrana
transferi icin ilk olarak PVDF go6zeneklerinin acilmasi i¢in 30 saniye metanolde
bekletilmis ardindan jelde yiiriitiilen proteinlerin, PVDF membrana transferi 100
voltta, 70 dakika siiresince transfer tamponu varliginda yapilmistir. Transfer
asamasindan sonra, membranlar, 1X PBS igerisinde hazirlanmis %5 (a/h) siit tozu
icerisinde 90 dakika boyunca inkiibe edilmis ve daha sonra 1X PBS igerisinde
yikanmigtir. Sonraki asamada membranlar PBS icerisinde hazirlanan eNOS primer
mouse antikoru ile 4°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Takiben membranlar ii¢ kez
% 0,1 tween-20 iceren PBS ile yikanmis ve membran, PBS-tween-20 igerisinde 1:1000
oraninda diliie edilmis anti mouse sekonder antikoru ile 1 saat boyunca oda
sicakliginda inkiibe edilmeye birakilmistir. Sonrasinda ise ii¢ kez % 0,1 tween-20
iceren PBS ile yikamanin ardindan, membran {iizerinde ilgilenilen proteinler,
kemiliiminesans ajani ile goriiniir hale getirilmesinden sonra ilgili proteinlerin

ekspresyonunun analizi i¢in image J programi kullanilmistir.
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2.10. istatistikselAnaliz

Caligmanin istatistiksel analizlerinde SPSS ve Excel paket programlari
kullanilmistir. Calismadaki siirekli degiskenlere ait tanimlayici istatistikler medyan,
minimum ve maksimum degerleriyle verilmistir. Siirekli degiskenlerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelenmis ve normal dagilim gdstermeyen
degiskenlerin bagiml iki grup karsilastirmalarinda Wilcoxon testi kullanilmistir.
Western Blot ve nitrit tayini deneylerinde ise kontrol grubu ile CDP-kolin, kolin ve
sitidin uygulanan gruplarin arasindaki farkliliklar StatistiXL programi ile One Way
Anova varyans analizi testi kullanilarak yapilmis, caligmadaki tiim istatistiksel
karsilastirmalarda p degeri 0,05’in altindaki sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Beden Agirhiklar1 ve Kan Sekeri Degerleri

Streptozotosin enjeksiyonunu takiben daha Onceki calismalarda, 8. hafta
sonunda diyabetin bir komplikasyonu olarak erektil disfonksiyon olustugu
gbzlenmistir (Zhang ve ark.,2018). Bizim ¢alismamizda da dnceki benzer caligsmalarla
paralellik gosterecek sekilde, streptozotosini takiben 8 hafta beklenmis ve erektil
disfonksiyonun ortaya ¢iktigi saptanmistir. Bu nedenle, sicanlar 8. hafta sonunda
tekrar tartilmig, diyabete baglh kilo degisimi gdzlenmis ve ¢aligmada uygulanacak
CDP-kolin, kolin ve sitidin miktarlar1 agirlik basma (umol/kg) degisen dozlarda
uygulanmistir. Siganlarin aclik kan sekeri degerleri, bulunduklar1 kafesten alinip yem
bulunmayan ayr1 bir kafese konulmasmi takiben 2 saat sonra Ol¢iilmiistiir. Tiim
gruplardaki si¢anlarin, beden agirlig1 ve kan sekeri degerlerindeki degisiklikler toplu
olarak ¢izelge 3.1, sekil 3.1 ve sekil 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3. 1. Deney sicanlariin agirliklari ve kan sekeri degerlerindeki degisiklikler.

K D
Beden agirhg (g) 445,0 + 38,7 297,2 £46,34*
Kan sekeri (mg/dL) 104,6 + 7,69 461,4 £70,69*

Grup isimleri, kontrol (K), diyabetik (D) olarak kisaltilmustir.
*p<0,001; kontrol grubuna gore
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Sekil 3.1. Kontrol ve Diyabetik Siganlarin Beden Agirligi Grafigi.
Siganlarin beden agirliklar streptozotosin enjeksiyonu sonrasi 8. haftada 6lgiilmiistiir.
*p<0,001; kontrol grubuna gore
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Sekil 3.2. Kontrol ve Diyabetik Sicanlarin Aglik Kan Sekeri Degerlerindeki Degisim Grafigi.
*p<0,001; kontrol grubuna gore

Aclik Kan Sekeri (mg/dL)
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3.2. In Vivo Cahsma Sonugclar1

Saglikli ve diyabetik si¢anlarin anestezi altinda ICP (mmHg)degerleri alinmis ve
bu ICP (mmHg) degerleri karotid arterden alinan MAP degerlerine bdliinerek, her bir
grup icin ICP/MAP degerleri hesaplanmistir (sekil 3.3 ve sekil 3.4). Calismamizda
kontol ve diyabet gruplarina ayr1 ayrt CDP-Kolin (200, 400 ve 600 pmol/kg), kolin
(100, 150 ve 200 pmol/kg) ve sitidin (200, 400 ve 600 umol/kg) intrakaverndz yolla
enjekte edilmis ve verilen dozlari takiben 7.5 V, 5.0 V ve 2.5 V siddetinde sag ve sol
kavernoz sinir elektrot ile uyarilarak ICP (mmHg) ve ICP/MAP degerleri alinmstir.
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Sekil 3.3. Saglikli siganlardan elde edilen intrakaverndz (ICP) (mmHg) ve arteryel kan basinglarina
(MAP) iliskin trase drnegi.
EAA: Sekilde iki ¢izgi arasindaki trasenin altinda kalanin hesaplanmasi sonucu ICP (mmHg) degeri elde edilir.
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Sekil 3.4. Diyabetik si¢anlardan elde edilen intra kavernoz (ICP)(mmHg) ve kan basinglarina (MAP)

iliskin traseler.
EAA: Sekilde iki ¢izgi arasindaki trasenin altinda kalanin hesaplanmasi sonucu ICP (mmHg) degeri elde edilir.

Literatiirlerde yapilan ¢alismalarda 200, 400 ve 600 pmol/kg kolin siganlara
uygulanmis (Cansev ve ark., 2008; Ilcol YO ve ark.,2008; Ilcol YO ve ark.,2007),
ancak bizim ¢alismamizda uygulan bu dozlar sonrasinda si¢anlarin kan basinglarinda
belirgin diisiise bagl olarak kayiplar meydana gelmesinden dolay1 ¢alismalarimiza

daha diisiik dozlar olan 100, 150 ve 200 pumol/kg kolin dozlariyla devam edilmistir.

Kolin enjeksiyonu yapilacak diyabetik sicanlarin, enjeksiyonlar Oncesi
kaverndz sinirleri 7.5 V siddetinde uyarildiginda elde edilen ICP (mmHg) degerleri
kontrol grubu (diyabetik olmayan) ile karsilastirildiginda, diyabetik grubun
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigi belirlenmistir [ICP: Median,

Diyabetik: 1682(820-2042), Kontrol: 4202(2256-5113), p<0,001].

Kaverndz sinirler 7.5 V siddetinde uyarildiginda, kontrol grubunda 100
umol/kg kolin, ICP degerlerini bazal degerlerine oranla istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaltirken (p<0,028), diger dozlar (150 ve 200 umol/kg) istatistiksel olarak
anlaml bir degisiklik gdstermemistir (150 ve 200 pmol/kgi¢in sirasiyla; p<0.068,
p<0.139).
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Kolin, diyabetik sicanlara uygulandiginda, 7.5 V siddetindeki uyarilma
sonrast, kolinin tiim dozlarinda ICP (mmHg) degerleri baslangic degerlerine gore
saglikli sicanlarda gézlenenden farklr sekilde artis istatistiksel olarak anlamlidir (100,
150 ve 200 pmol/kgi¢in sirasiyla; p<0.012, p<0.043 ve p<0.043) (sekil 3.5 ve
cizelge3.2).
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Sekil 3.5. 7.5 V siddetinde sinir uyarilmasinda, artan dozlarda kolin uygulamasinin kontrol ve diyabet grubundaki ICP (mmHg) degerleri grafigi.

#p<0.05, bazal degerlerine gore,
“p <0.001, kontrol grubunun bazal degerlerine gore



Kolin enjeksiyonu yapilacak diyabetik siganlarin, enjeksiyonlar Oncesi
kaverndz sinirleri 7.5 V siddetinde uyarildiginda elde edilen ICP/MAP degerleri
kontrol grubu (diyabetik olmayan) ile karsilastirildiginda, diyabetik grubun
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigi belirlenmistir [ICP/MAP: Median,
Diyabetik: 0.3200 (0.214-0.488), Kontrol: 0.9544 (0.43-1.23)].

7.5 V siddetindeki uyarilmalarda kontrol grubunda 100 ve 200 pmol/kg
dozlarda ICP/MAP degerlerinde anlaml1 bir diislis gozlenirken (sirasiyla, p<0.028 ve
2<0.038 ), 150 umol/kg dozunda bu deger istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

7.5 V siddetindeki uyarilmalarda diyabetli grupta ICP/MAP degerlerinde ise
100 ve 150 pmol/kg kolin dozlar istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterirken
(strastyla p<0.012 ve p<0.043), 200 pmol/kg dozunda artis olmakla birlikte bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0.138) (sekil 3.6 ve ¢izelge 3.3).
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Sekil 3.6. 7.5 V siddetinde sinir uyarilmasinda, artan dozlarda kolin uygulamasinin kontrol ve diyabet grubundaki ICP/MAP degerleri grafigi.

#p<0.05, bazal degerlerine gore
“p <0.05, kontrol grubunun bazal degerlerine gére



Kolin enjeksiyonu yapilacak diyabetik siganlarin, enjeksiyonlar Oncesi
kaverndz sinirleri 5.0 V orta siddette uyarildiginda elde edilen ICP (mmHg) degerleri
kontrol grubu (diyabetik olmayan) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml

bulunmamaistir (p<0.027).

Kontrol grubundaki orta siddetteki 5.0 V uyarilmalarda ICP (mmHg)
degerlerinde kolinin uygulanan tiim dozlarinda istatistiksel olarak anlamlilik yoktur

(100, 150 ve 200 pmol/kg dozlar i¢in sirasiyla p<0.08, p<0.068, p<0.144).

Diyabetik gruptaki 5.0 V orta siddet uyarilmada, ICP (mmHg) degerleri kolinin
uygulanan tim dozlarinda baslangic degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamlilik géstermemistir (100, 150 ve 200 umol/kg dozlari i¢in p<0.263,
p<0.068, p<0.60) (Sekil 3.7ve Cizelge 3.2).
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Sekil 3.7. 5.0 V siddetinde sinir uyarilmasinda, artan dozlarda kolin uygulamasinin kontrol ve diyabet grubundaki ICP (mmHg) degerleri grafigi.



Kolin enjeksiyonu yapilacak diyabetik siganlarin, enjeksiyonlar oOncesi
kaverndz sinirleri 5.0 V orta siddetinde uyarildiginda elde edilen ICP/MAP degerleri
kontrol grubu (diyabetik olmayan) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml

bir azalma saptanmamuistir (p<0.131).

Kontrol grubundaki 5.0 V uyarilmalarda ICP/MAP degerlerinde kolinin
uygulanan tiim dozlarinda istatistiksel olarak anlamlilik tasimamaktadir (100, 150 ve

200 umol/kg dozlari i¢in p<0.5, p<I1.0, p<1.0).

Diyabetik 5.0 V uyarilma siddetinde ise ICP/MAP degerleri kolinin uygulanan
tiim dozlarinda baslangic degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik
gostermemistir (100, 150 ve 200 umol/kg dozlar1 i¢in p<0.575, p<0.144, p<0.463)
(sekil 3.8 ve ¢izelge 3.3).
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Sekil 3.8. 5.0 V siddetinde sinir uyarilmasinda, artan dozlarda kolin uygulamasinin kontrol ve diyabet grubundaki ICP/MAP degerleri grafigi.



Kolin enjeksiyonu yapilacak diyabetik siganlarin, enjeksiyonlar oOncesi
kaverndz sinirleri 2.5 V siddetinde uyarildiginda elde edilen ICP (mmHg) degerleri
kontrol grubu (diyabetik olmayan) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml

bir azalma saptanmamuistir (p<0.57).

Kontrol grubundaki diisiik siddetteki 2.5 V uyarilmalarda ICP (mmHg)
degerlerinde kolinin uygulanan tiim dozlarinda istatistiksel olarak anlamlilik

gorilmemistir (100, 150 ve 200 umol/kg dozlar i¢in p<0.285, p<0.655, p<1.0).

Diyabetik grupdaki 2.5 V uyarilma siddetinde ise ICP (mmHg) degerleri
kolinin uygulanan tiim dozlarinda baslangic degerleri ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli degildir (100, 150 ve 200 umol/kg dozlar1 i¢in p<0.225,
p<0.138, p<0.465) (sekil 3.9 ve ¢izelge 3.2).
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Sekil 3.9. 2.5 V siddetinde sinir uyarilmasinda, artan dozlarda kolin uygulamasinin kontrol ve diyabet grubundaki ICP (mmHg) degerleri grafigi.



Kolin enjeksiyonu yapilacak diyabetik siganlarin, enjeksiyonlar Oncesi
kaverndz sinirleri 2.5 V siddetinde uyarildiginda elde edilen ICP/MAP degerleri
kontrol grubu (diyabetik olmayan) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml

bir azalma goériilmemistir (p<0.935).

Kontrol grubundaki 2.5 V uyarilmalarda ICP/MAP degerlerinde kolinin
uygulanan tiim dozlarinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamistir (100, 150 ve

200 umol/kg dozlar1 i¢in p<0.285, p<0.655, p<1.0).

Diyabetik 2.5 V uyarilma siddetinde ise ICP/MAP degerleri kolinin uygulanan
tiim dozlarinda baslangic degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik
gostermemistir (100, 150 ve 200 pumol/kg dozlar1 i¢in p<0.225, p<0.138, p<0.465)
(sekil 3.10 ve gizelge 3.3).
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Sekil 3.10. 2.5 V siddetinde sinir uyarilmasinda, artan dozlarda kolin uygulamasinin kontrol ve diyabet grubundaki ICP/MAP degerleri grafigi.



Kolinin kontrol ve diyabet gruplarindaki bazal (herhangi bir doz uygulanmayan)
ve artan dozlara gore (100, 150 ve 200 pmol/kg) 7.5, 5 ve 2.5 V’daki ICP, ICP/MAP

degerleri ¢gizelge 3.2 ve 3.3 *de verilmistir.

Cizelge 3. 2. Koline ait ICP (mmHg) 6l¢iimlerinin median (min-max) ve p degerleri.

KOLIN ICP

BAZAL 100 pmol/kg 150 pmol/kg 200 pmol/kg

-

S 2176,00 1809,50 1383,50 1680,00
= 50V (1535-3833) (1067-2849) (748-2151) (1246-2486)
a p:0,080 p:0,068 p:0,144

1682,00 2994,00 3549,00 3054,00
75V  (820-2042) (2219-5477) (2993-6113) (2455-3840)
p:0,012%* p:0,043* p:0,043*
=
=
2
<
Z
a
1242,00 1253,00 1560,00 1387,00
25V  (663-1532) (394-4391) (783-2601) (537-1789)
p:0,225 p:0,138 p:0,465

7.5,5.0 ve 2.5 V siddetinde sinir uyarilmasinda, artan dozlarda kolin uygulamasinin kontrol ve diyabet grubundaki ICP
(mmHg) degerleri tablosu.

*p <0.05, bazal degerlerine gore.
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Cizelge 3. 3. Koline ait ICP/MAP o&l¢limlerinin median (min-max) ve pdegerleri.

KOLIN ICP/MAP

BAZAL 100 pmol/kg 150 pmol/kg 200 pmol/kg

-

g 0,35065 0,50729 0,50373 0,49934

; 50v (0,18-0,93) (0,357-1,0) (0,322-0,89) (0,448-0,873)
a p:0,5 p:1,0 p:1,0

0,3200 0,4600 0,5600 0,45263
75V (0,214-0,488) (0,40-0,80) (0,453-0,88) (0,39-0,46)
p:0,012* p:0,043* p:0,138
=
=
)
<
b
oo
a
0,2100 0,2500 0,2200 0,2800
25V  (0,15-0,62) (0,15-0,62) (0,15-0,38) (0,08-0,32)
p:0,498 p:0,225 p:0,225

7.5, 5.0 ve 2.5 V siddetinde sinir uyarilmasinda, artan dozlarda kolin uygulamasinin kontrol ve diyabet grubundaki
ICP/MAP degerleri tablosu

*p <0.05, bazal degerlerine gore.

CDP-kolin enjeksiyonu yapilacak diyabetik si¢anlarin, enjeksiyonlar Oncesi
kaverndz sinirleri 7.5 V siddetinde uyarildiginda elde edilen ICP (mmHg) degerleri
kontrol grubu (diyabetik olmayan) ile karsilastirildiginda, diyabetik grubun azalma
gostermesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlemlenmemistir [ICP:

Median, Diyabetik: 2090 (1439-2758), Kontrol: 2403 (334-7188), p=0.141.].
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Kavern6z sinirler 7.5 V siddetinde uyarildiginda kontrol grubunda CDP-kolinin
uygulanan tiim dozlari, ICP (mmHg) degerlerini bazal degerlerine oranla istatistiksel
olarak anlaml sekilde degistirmemistir (200, 400 ve 600 pmol/kg dozlar igin sirasiyla
p<0.753, p<0.128 ve p< 0.345).

CDP-kolin diyabetik si¢anlara uygulandiginda, 7.5 V siddetindeki uyarilma sonrast,
CDP-kolinin tiim dozlarinda ICP (mmHg)degerleri baslangi¢ degerlerine gore saglikli
siganlarda gozlenenden farkli sekilde istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir
(200, 400 ve 600 umol/kgi¢in sirasiyla; p<0.028, p<0.018 ve p<0.018) (sekil 3.11 ve
cizelge 3.4).
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Sekil 3.11. 7.5 V siddetinde sinir uyarilmasinda, artan dozlarda CDP-kolin uygulamasinin kontrol ve diyabet grubundaki ICP (mmHg) degerleri grafigi.
#p<0.05, bazal degerlerine gore



CDP-kolin enjeksiyonu yapilacak diyabetik si¢anlarin, enjeksiyonlar oncesi
kaverndz sinirleri 7.5 V siddetinde uyarildiginda elde edilen ICP/MAP degerleri
kontrol grubu (diyabetik olmayan) ile karsilastirildiginda, diyabetik grubun azalma
gostermesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlemlenmemistir
[ICP/MAP: Median, Diyabetik: 0.415 (0.258-0.59), Kontrol: 0.6038 (0.463-1.15),
p=0.05].

Kavernoz sinirler 7.5 V siddetinde uyarildiginda kontrol grubunda CDP-
kolinin uygulanan tiim dozlari, ICP/MAP degerlerinde de istatiksel olarak anlamli
sekilde degismemistir. (200, 400 ve 600 pumol/kg dozlar i¢in sirasiyla p<0.600,
p<0.446 ve p<0.753).

CDP-kolin diyabetik sicanlara uygulandiginda, 7.5 V siddetindeki uyarilma
sonrast ICP/MAP degerleri tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli bir artis
saptanmistir (200, 400 ve 600 pmol/kgi¢in sirasityla; p<0.028, p<0.018 ve p<0.028)
(sekil 3.12 ve ¢izelge3.5).
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Sekil 3.12. 7.5 V siddetinde sinir uyarilmasinda, artan dozlarda CDP-kolin uygulamasinin kontrol ve diyabet grubundaki ICP/MAP degerleri grafigi.
#p<0.05, bazal degerlerine gore



CDP-kolin enjeksiyonu yapilacak diyabetik sicanlarin, enjeksiyonlar Oncesi
kaverndz sinirleri 5.0 V orta siddetinde uyarildiginda elde edilen ICP (mmHg) ve
degerlerinde de kontrol grubu (diyabetik olmayan) ile karsilastirildiginda istatistiksel

bir azalma saptanmamuistir (p<<0.030).

Kontrol grubunda orta siddetteki 5.0 V uyarilmalarda da ICP (mmHg)
degerlerinde CDP-kolinin uygulanan tiim dozlarinda istatistiksel olarak anlamlilik

gorilmemistir (200, 400 ve 600 umol/kg dozlar1 ig¢in p<0.465, p<0.893, p<0.715).

CDP-kolin diyabetik siganlara uygulandiginda, ICP (mmHg) degerleri 5.0 V
uyarilma siddetinde ise ICP (mmHg) degerleri 200 ve 400 pmol/kg dozlarinda anlamli
bir artis gdstermistir (200 ve 400 pmol/kg CDP-kolin i¢in p<0.043) (sekil 3.13 ve
cizelge 3.4).
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Sekil 3.13. 5.0 V siddetinde sinir uyarilmasinda, artan dozlarda CDP-kolin uygulamasinin kontrol ve diyabet grubundaki ICP (mmHg) degerleri grafigi.

#p <0.05, diyabet bazal degerlerine gore
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CDP-kolin enjeksiyonu yapilacak diyabetik si¢anlarin, enjeksiyonlar oncesi
kaverndz sinirleri 5.0 V siddetinde uyarildiginda elde edilen ICP/MAP degerlerinde
de kontrol grubu (diyabetik olmayan) ile karsilastirildiginda istatistiksel bir azalma
saptanmamustir (p<0.010).

Kontrol grubunda orta siddetteki 5.0 V uyarilmalarda da ICP/MAP
degerlerinde CDP-kolinin uygulanan tiim dozlarinda istatistiksel olarak anlamlilik

saptanmamustir (200, 400 ve 600 umol/kg dozlar1 ig¢in p<0.465, p<0.225, p<0.715).

CDP-kolin diyabetik siganlara uygulandiginda, ICP/MAP degerleri 5.0 V’ta
uyarilmada istatistiksel artis sadece 200 pmol/kg CDP-kolin i¢in gozlenmistir
(»<0.043) (sekil3.14 ve cizelge 3.5.).
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Sekil 3.14. 5.0 V siddetinde sinir uyarilmasinda, artan dozlarda CDP-kolin uygulamasinin kontrol ve diyabet grubundaki ICP (mmHg) degerleri grafigi.
#p <0.05, diyabet bazal degerlerine gore



CDP-kolin enjeksiyonu yapilacak diyabetik sicanlarin, enjeksiyonlar Oncesi
kavernoz sinirleri 2.5 V siddetinde uyarildiginda elde edilen ICP (mmHg) degerlerinde
de kontrol grubu (diyabetik olmayan) ile karsilastirildiginda istatistiksel bir azalma

saptanmamistir (p<0.485)

Kontrol grubunda daha diisiik siddetteki 2.5 V uyarilmalarda da ICP (mmHg)
degerlerinde CDP-kolinin uygulanan tiim dozlarinda istatistiksel olarak anlamlilik

gorilmemistir (200, 400 ve 600 umol/kg dozlar1 i¢in p<0.08, p<0.068, p<0.109).

CDP-kolin diyabetik siganlara uygulandiginda, ICP (mmHg) degerleri 2.5 V
uyarilma siddetinde, tiim dozlarda istatistiksel olarak anlaml1 bir degisiklik olmamustir
(200, 400 ve 600 pmol/kg dozlar i¢in p<0.273, p<0.109, p<0.144) (sekil 3.15 ve
cizelge 3.4).

67



89

10000 - CDP-kolin ICP: 2.5V
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Sekil 3.15. 2.5 V siddetinde sinir uyarilmasinda, artan dozlarda CDP-kolin uygul