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OZET

Resistinin Tavsan Korpus Kavernozumdaki Etkisi Uzerinde Resveratroliin

Roli

Tirkan GUNGOR. Dokuz Eyliil Universitesi Sadlik Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji Anabilim Dali. 35340

Balgova-Izmir
Amag

Erektil disfonksiyonun (ED) en 6nemli nedeni endotelyal disfonksiyondur.
Resveratrol penil dokuda hiperkolesterolemiye bagh gelisen ED’u diizeltmektedir.
Kardiyovaskiiler sistem (KVS) hastaliklarinda endotelyal fonksiyonlari bozdugu bilinen
resistinin ED’da rolliniiniin olup olmadigi arastinimamistir. Bu amagla /in vitro
kosullarda resistinin erektil doku (izerindeki fizyopatolojik etkisinin direk ortaya
konulmasi ve bu etkinin resveratrolle geriye dondirillip dondirilmeyecedi

arastinlmigtir.
Yontem

Projemizde 19 adet saglikli yeni zellanda tiiri 2000-3000g adirhiginda erkek
tavsanlar kullanilarak /n vitro organ banyosu ydntemi ile krebs, resistin ve
resistin+resveratrol ile 24 saat inklbe edilen korpus kavernozum dokularinda
asetilkolin (Ach) ile endotel bagimli gevseme yanitlari, endotelin-1 aracil kasiima
yanitlari ve sodyum nitropurisid (SNP) ile endotelden bagimsiz gevseme yanitlari
degerlendirilmistir. Yine bu gruplarda oksidatif streste arttigi bilinen nikotinamid

adenin dintkleotit fosfat (NADPH) oksidaz 6lcimi yapilmistir.
Bulgular

24 saat inkibasyon sonrasinda ve dokularin deney protokoli sonundaki
canhliklarini géstermek amaciyla 120 mM potasyum klorir (KCI) dokulara uygulanmig,

KCl'ye bagl kasilma yanitlari arasinda anlaml fark gézlenmemistir.



Krebs grubu, resistin grubu ve resistin+resveratrol gruplari icin fenilefrin (Phe)
kasilmasi sonrasi Ach ve SNP olusturulan gevseme yanitlar ile endotelin-1 aracili
kasilma vyanitlarinda gruplar arasinda anlamli farkhlik gézlenmemistir. Resistin
varliginda uygulanan resveratrol sadece resistin uygulanan gruba goére NADPH

oksidaz aktivitesini anlaml olarak azaltmistir.
Sonug

Resistinin NADPH oksidaz aktivitesini degistirme potansiyeli olabilecegini ve

resveratroliin ED (izerinde alternatif bir tedavi hedefi olabilecegi distinilmektedir.

Anahtar sozciikler: Erektil disfonksiyon, resveratrol, resistin, korpus kavernosum,

tavsan



ABSTRACT

Role of Resveratrol On The Effect of Resistin On Rabbit Corpus

Cavernosum

Tiirkan GUNGOR. Dokuz Eylul University Institute of Health Sciences, Department of Pharmacology.
35340 Balcova-Izmir

Objective

The most important reason of erectile dysfunction (ED) is endothelial
dysfunction (ED). Resveratrol improves the ED in the penile tissue due to
hypercholesterolaemia. It has not been investigated whether the resistance of
endothelial function defect in the cardiovascular system (CVS) has a role in ED. For
this purpose, it was investigated that the physiopathological effect of resistin on
erectile tissue was directly determined in vitro conditions and this effect would be

reversed with resveratrol.

Method

In our project, 19 rabbits weighting 2000-3000 g were used and /n vitro organ
bath method was used to evaluate endothelium-dependent relaxation responses with
acetylcholine (Ach), endothelin-1 mediated contractile responses and endothelium-
free relaxation responses with sodium nitropuriside (SNP) the corpus cavernosum
tissues incubated with krebs, resistin and resistin +resveratrol for 24 hours. In these
groups, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase, which is

known to increase in oxidative stress was measured.
Results

After 24 hours of incubation and in order to demonstrate the viability of the
tissues at the end of the experimental protocol, 120 mM potassium chloride (KCI)
was applied to the tissues and no significant difference was observed between KCl-

induced contractile responses.



There was no significant difference between groups in terms of relaxation
responses generated by Ach and SNP after phenylephrine (Phe) contraction and
endothelin-1 mediated contraction responses for Krebs group, resistin group and
resistin + resveratrol groups. Resveratrol administered in the presence of resistin
significantly reduced NADPH oxidase activity compared to the group treated with

resistin alone.
Conclusion

Resistin may have the potential to alter NADPH oxidase activity, and

resveratrol may be an alternative treatment target for ED.

Key words: Erectile dysfunction, resveratrol, resistin, corpus cavernosum, rabbit.



1. GIRIS ve AMAC

Insanlarda kan diizeyindeki resistin artisi, tip 1 ve tip 2 diyabet, koroner arter
hastaligi ve aterojenik dislipidemide gosterilmistir ve bu artis metabolik sendrom
(MetS), ateroskleroz, diyabet, hipertansiyon gibi hastaliklarin erken dénem bulgusu
olan endotelyal disfonksiyon ile iliskilendirilmektedir. Insanlarda yiiksek resistin
konsantrasyonuna esdeger resistin konsantrasyonunun calisildigi /in vitro deneysel
calismalarda, bu konsantrasyonun damarlarda endotel disfonksiyon olusturdugu
endotelden bagimsiz gevseme yanitlarini da bozdugu goésterilmistir [1,2]. Bu etkilerini
reaktif oksijen tirlerini (ROS) arttirip endotel aracii gevseme yanitina aracilik eden
nitrik oksid (NO) etkinligini azaltarak yapmaktadir [2]. Vaskiiler tonusta disfonksiyon
olusturma nedenlerinden bir tanesi de, vazokonstriktér bir madde olan endotelin-1

(ET-1) salinimini arttirmak olabilecegi vurgulanmaktadir [3].

Vaskiler bir yapi olarak kabul edilen penil doku disfonksiyonunun en basta
gelen nedeni endotelyal disfonksiyondur. Yapilan arastirmalarda, endotelyal
disfonksiyonda resistinin rolii ortaya kapsamli bir sekilde ortaya konarken ED
patofizyolojisinde roliinli vurgulayan bir calisma yoktur. Sadece bir klinik galismada
tip 2 diyabete eslik eden ED’'nu olan hastalarda kan resistin diizeyinde artis oldugu
bildirilmektedir [4]. Bu konuda vyapilan ilk deneysel calisma laboratuvarimizda
gerceklestirilmis olup bu calismada sigcanlarda metabolik sendroma bagdli olarak penil
kan basincinin azaldigi,  erektil yanitlarin bozuldugu ve bu hayvanlarin penil
dokularinda resistin ekspresyonunun arttigi  gosterilmistir (yayina gonderilmistir).
Ancak bu calismadan elde ettigimiz bulgularla erektil fonksiyonlardaki bozulmanin

penil dokudaki resistin artisina bagh oldugu sonucu direk olarak ortaya konmamistir.

Cok yonli farmakolojik etkileri ve gok hedefli molekiiler etkileri olan resveratrol,
cesitli  fizyopatolojik  kosullarda NO’nun sentezinde rol oynayan enzimin
inaktivasyonunu 6nlemek, ekspresyon ve aktivasyonunu artirmak ve NO’nun yikimini
onlemek gibi NO yolagini bircok basamakta etkilemektedir [5]. Laboratuvarimizda
yapilan bir baska calismada, resveratroliin penil dokuda hiperkolesterolemiye bagli

gelisen endotelyal disfonksiyonu NO yoladi (zerinden hem fonksiyonel hem de



hiicresel diizeyde duzelttigi gosterilmistir [6]. Ayrica resveratroliin, obeziteye bagh

yag dokusunda artan resistin ekspresyonunu azalttigi bildirilmektedir [7].
Amag
Bu bilgilerden yola cikarak amacimiz;

a. Penil dokuda resistinin olusturdugu hiicresel etkiler ve bunun fonksiyonel

yanitlara yansimasini arastirmak.

b. Resistine bagli olusabilecek etkilerin resveratrol uygulamasiyla geriye doniip

dénmedigini degerlendirmek.
Bu nedenle;

-In vitro organ banyosunda vaskiiler reaktivite calismalariyla yiiksek resistin
diizeyine maruz birakilan korpus kavernosum dokusunda Ach ile indiklenen NO-
bagimh (endotel bagiml), ET-1 aracih kasilma yanitt ve SNP ile indiklenen
endotelden bagimsiz gevseme yanitlarina  etkisini  fonksiyonel  olarak

degerlendirilmesi,

-Penil dokuda oksidatif stres artigina bagli ROS artisindan sorumlu 6nemli

enzimlerden biri olan NADPH oksidaz diizeyinin degerlendirilmesi,

-Resveratrol varliginda bu basamaklardaki degisikliklerin ortaya konmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ereksiyon Fizyolojisi

Ereksiyon, cesitli dizeylerde ndronal ve hiimoral mekanizmalarin birbiriyle
etkilesimine dayanmaktadir. Ereksiyon, penil afferent sinirlerin uyarimi ile baglatilir
ve cesitli uyaranlar aracihdi ile refleks olarak da gercgeklesir. Uyaranlara baglh olarak
parasempatik, sempatik ve somatik sinirler uyarilir, penil dokuda gevseme meydana
gelir ve ereksiyon gerceklesir. Bu nedenle ereksiyon fizyolojisinde pek cok yolak yer
almaktadir [8].

Penil ereksiyonda, vazodilator ve vazokonstriktdér tonus arasinda denge
bulunmaktadir ve bu faktorler arasindaki denge ve etkilesim penis diiz kas tonusunda
belirleyici faktdrdir. Penis dokusunun gevseme yaniti timesansi baslatir ve kolinerjik
ve nitrerjik sistemler ile iligkilidir. Kasilma yaniti ise detimesansi baglatmaktadir ve
detiimesans, alfa-adrenoreseptor aktivitesi sonucu vazokonstriktor ile fosfodiesteraz-
5 (PDE5) enzim aktivasyon sonucu siklik guanozin monofosfat (cGMP) seviyesinin
azalmasi ile meydana gelmektedir. Kasilma yaniti, alfa-adrenerjik reseptérler disinda
endotelin, anjiotensin ve tromboksan A2'nin uyariimasiyla RhoA/Rho-kinaz yolagi
araciligi ile detlimesans baslatilir. Duysal uyarinin santral sinir sistemindeki yolaklari
aktive etmesiyle tiimesans bagslatiimaktadir. Bu siregler ile birlikte kolinerjik ve
nonadrenerjik-nonkolinerjik periferal sinirler uyariir. Bu sinirlerin uyariimasi sonucu
NO salinimi meydana gelir. NO, sinir ucundan ve endotel hcrelerinden penil

ereksiyondaki yolaklari kontrol etmektedir ve tlimesansin baslamasina aracilik eder

[9].

Korpus kavernozum diiz kasinda NO/cGMP yolagi gevsemeye aracilik
etmektedir. Tiimesansin baglamasina 2 farkl sekilde sentezlenen NO aracilik eder. ilk
olarak korpus kavernozumda néronal nitrik oksit sentaz (nNOS) enzimi tarafindan
sentezlenen NO'tir [10].  Ikinci olarak parasempatik sinir sistemi uyariimasi sonucu
Ach aracih endotel muskarinik reseptdér 3 uyariimasi sonucu endotelyal nitrik oksit
sentaz (eNOS) enzimi aktivasyonu ve NO sentezi gergeklesir. NO kavern6z kasa diffuz

olarak c¢odziilebilir guanilat siklaz (sGC) uyarir. Bu uyariima sonucu guanozin



trifosfattan (GTP) ikincil mesajc olan cGMP olusumu gerceklesir. cGMP olusumu ile
potasyum (K¥) kanallarinda membran bagli proteinlerin fosforilasyonunu baslatan
protein kinaz G (PKG) aktivasyonu gerceklesir. Bu stimilasyonla K* iyonlari,
ekstrasellliler matrikse gecer ve hiperpolarizasyona neden olur. Bdylece L-tipi
kalsiyum (Ca®*) kanallari kapanir ve intraselliler Ca®* iyon konsantrasyonunun
azalmasina sebep olur. Bununla birlikte, miyozin hafif zincir (MLC) kinaz aktivasyonu
azalir ve MLC zincirin fosforilasyonu azalir. Boylece aktin-miyozin etkilesimi azalarak
vazodilatasyon gerceklesir. Bu yolaklarin aktivasyonu ile kan akimi artar ve gerilim
stresi indlklenir ve PI3-kinaz (fosfatidilinositol3-kinaz)/Akt/eNOS vyolagini aktive
etmesi ile NO saliniminda bir artis meydana gelir. Bu NO salinimi sonucunda fizyolojik

ereksiyon gercgeklesir (Sekil 1) [11,12].
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Sekil 1. Penil diiz kas hiicrelerinde NO/cGMP yoladi ile gergeklesen vazodilatasyon [12]
2.2, Erektil Disfonksiyon

Ereksiyon fizyolojisinde norolojik ve endokrin faktorlerin etkilesimi denge
halindedir. Korpus kavernozum dliz kas hicrelerinde vazodilatasyon (tlimesans)
ve/veya kontraksiyonun azalmasi (detiimesans) ile bu denge saglanmaktadir. Bu

sistemlerin herhangi bir yerinde sorun olmasi durumunda ereksiyon fizyolojisi bozulur



ve erektil disfonksiyon meydana gelir. Halk arasinda bu terim ‘iktidarsizhk” olarak
bilinmektedir fakat giinimiizde bu patolojik durumun daha iyi aciklanmasi amaci ile
‘erektil disfonksiyon (ED)’ adiyla tanimlanmistir. ADB Ulusal Saglik Enstitiisi ED'u bir
erkegin slirekli ya da tekrarlayan sekilde, cinsel performans icin yeterli penil
ereksiyona (sertlesmeye) ulasamamasi ve/veya bunu koruyamamasli olarak

tanimlamigtir [9].

ED’nun ortaya cikmasinda ve stirmesini saglayan bircok faktor bulunmaktadir ve
bu faktdrler birbirleriyle iliskili olabilmektedir. Buna sebep olan faktorler organik,
psikojenik ve karma tip olmak Uzere Uce ayriimaktadir[13]. ED'da psikojenik ve
organik nedenler bircok vakada birlikte olabilmektedir. Bu durum tani koymada zorluk
yaratmaktadir. ED organik bir sebepten 6tlri meydana geliyorsa genellikle kiside
performans anksiyetesine yol acarak hastaligin daha da karmasiklasmasina neden
olmaktadir [14]. ED’'nun organik nedenleri arasinda diyabetes mellitus (DM), yuksek
tansiyon, hiperlipidemi, metS, KVS hastaliklari, epilepsi, nérodejeneratif hastaliklar,
hiperprolaktinemi, tiroid bozuklugu, hipogonadizm gibi hastaliklarinin yani sira alkol
ve madde kullanimi da sayllmaktadir [15,16]. Psikojenik nedenler arasinda ise
depresyon, performans anksiyetesi, iliski problemleri, psikososyal problemler ve kisilik
bozukluklar bulunmaktadir [14,17].

ED dinyada erkeklerin yasam kalitelerini olumsuz olarak etkileyen 6nemli bir
hastaliktir. Yapilan galigmalara gore 40-70 yas arasi erkeklerde ED prevelansi ABD'de
%152 olarak gorilmustir [18]. Tirk Androloji Dernegi'nin yaptigi arastirmaya gore ise
Tirkiye'de 40 yas (zerinde %69.2 oraninda ED goriilmektedir [19]. Ingiltere’de
yapllan bir calismada ise 30-80 yaslar arasindaki erkeklerde ED yayginhgi %19
olarak belirtilirken, yasamin herhangi bir zamaninda ED sorunuyla 1-2 kez karsilasma
orani %70-75 olarak belirtilmektedir [13].

ED diinya capinda giderek artan bir klinik durum haline gelmistir. Son 20 yilda
yapllan galismalara bakildiinda genel olarak ED patogenezinde rol alan molekiler
mekanizmalarin ortaya cikariimasi icin arastirma yapildigi goriilmistiir. ED’'na neden

olan bircok multifaktoriyel sebep bulunmaktadir. Bunlardan en énemlisi ve agirlikli



olarak goriileni ise vaskiiler yapinin bozulmasi ve endotel disfonksiyon sonucu olusan
ED'dur.

2.3. Resistin

Resistin, resistin benzeri molekiller (RELM'ler) olarak bilinen bir salgi protein
ailesinin bir Gyesi olup sistein acisindan zengin bir C terminaliyle karakterize edilmistir
[20]. ik olarak 2001 yilinda farelerde tanimlanmistir ve insiilin rezistansindan 6tiirii
resistin adi verilmistir [21]. Farede tanimlanan resistinin, insan resistinine benzer

ozellikleri tasidigi goruliirken farkliliklari oldugu da tespit edilmistir.
2.3.1. Resistin Biyolojisi ve Fizyopatolojik Olaylardaki Rolti

Fare resistini, 11 kDa sistein acgisindan zengin bir polipeptittir. Fare RELMs
ailesinde RELMa, RELMB, RELMy ve resistin olmak lizere 4 lyesi bulunmaktadir[20]
ve fare resistin geni kromozom 8 (zerinde lokalize haldedir. 20 amino asit sinyal dizisi
ve 94 amino asit olgun segment ile 114 aminoasitlik preklirsér olarak sentezlenir.
Molekidiller arasi 5 adet distilfid bagi ve ¢oklu B donisleri igerir. Resistin, disilfid ve
distlfid-olmayan baglar yoluyla farkli boyutlarda homodimerler veya multimerler
olusturabilirken, bu dimerlerin veya multimerlerin olusumu, biyoaktivitesi icin gerekli
degildir [22,23].

Insan resistini, 108 aminoasitten olusur ve 12.5 kDa sistein acisindan zengin bir
peptiddir. Insan RELMs ailesinde sadece resistin ve RELMB bulunmaktadir [20] ve
insan resistin geni, 19. kromozomda yer almaktadir. Fare ve insan resistininin olgun
segmentlerinin aminoasit yapisinda benzerlikler bulunurken, genler, farkli diizenleme
mekanizmalarini, doku dagilimini ve fonksiyonlarini gosteren promoter bolgelere
sahiptir [21]. Olgun segment béliimi oligomer olusturma egilimi gdsterir, bu ylizden
insan serumunda birkac farkl disiik molekil agiriginda ve yiiksek molekil agirlikl

izoformlarda dolasir [24].

Insan resistin reseptérii halen net olarak bilinmemektedir. Bazi etkilerine adenilil
siklaz iligkili protein 1 (CAP 1) ve toll-like benzeri reseptor 4 (TLR 4) aracilik ettigi

gosterilmistir [25,26]. TLR4, insan miyeloid ve epitelyal hiicrelerinde rekombinant
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insan resistininin proinflamatuar etkilerine araciik etmektedir [25]. Ek olarak,
sicanlardaki son bulgulara gore, hipotalamusta insan resistinin TLR4'e dogrudan
baglanmasinin  proinflamatuar vyollarin ve insilin direncinin aktivasyonu ile
sonuglandigini ve bu da TLR4'lUn resistin icin bir baglanma bdlgesi olabilecegini
dogrulamaktadir [27]. Insan monositlerinde CAP1, resistin reseptdrii olarak
gosterilmistir  [26]. Resistin monositlerde CAP1'e baglanarak siklik adenosin
monofosfati, protein kinaz A ve inflamatuar sitokinlerin niikleer faktdr-kappa B (NF-
kB) ile iliskili transkripsiyonunu aktive eder [27]. Fakat cesitli metabolik streclerde
resistinin biyolojik etkilerinin acikiga kavusturulmasi icin bu reseptorlerle ilgili olarak

daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Insan ve fare resistini, dedisken N-terminali ve benzer sistein kalintisi iceren
birincil yapisi ile aminoasit seviyesinde % 59 benzerlik gosterirken, [28] yapilan
calismalara gbre kemirgenlerde ve insanlarda resistin ekspresyonu 6nemli diizeyde
farklilk gostermektedir. Kemirgenlerde resistin  oncelikle adipositler tarafindan
salgilanirken, insan resistini agirlikli olarak periferal kan monontikleer hiicreleri
(PBMC) ve makrofajlar tarafindan salgilanmaktadir [29]. Insan resistini, timdr nekroz
faktori-alfa (TNF-a) interldokin (IL-6) -6 veya lipopolisakkarit (LPS) gibi cesitli
inflamatuar uyaranlara yanit olarak indiklenir ve inflamasyonda proinflamatuar
sitokinleri indlikler [30]. Buna bagh olarak obezite, insiilin rezistansi [31]
ateroskleroz, malinite, astim, otoimmun hastaliklar, kronik bdbrek yetmezligi,

romatoid artrit, sepsis gibi pek ¢ok patolojik stirecte rol almaktadir [32].

Resistin ilk olarak 2001 yilinda tanimlanip instlin direnciyle iliskisi ortaya
konunca [21] obezite ile iliskisi arastiriimaya baslanmistir. Diyete bagh obez ve
genetik olarak obez olan fare modellerinde plazma resistin seviyelerinin arttigi
gorulmustir; anti-resistin antikorunun uygulanmasi sonucu obez ve insiline direngli
hayvanlarda insilin duyarhihgini arttirdigi gozlemlenmistir. Bu go6zlemlerden yola
cikarak, resistinin, diyabetik fare modelinde insiilin direnci ve obezitede 6nemli bir rol

oynadigi sonucuna varilimistir [23].
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Insanlarda obezite, insiilin direnci ve yiiksek serum resistin arasinda pozitif bir
korelasyon bircok calismayla desteklenmektedir. Ilk olarak, resistinin insan
hepatositlerinde eksprese edildigi ve insiilin direncini indlkledigi gosterilmistir [46].
Ayni zamanda, resistin mRNA seviyelerinin, insan PBMC'lerinde kolayca tespit
edilebildigi ve diyabetes mellitus 2 (DM2)'li kadin hastalarda, saglikli kadinlara kiyasla
daha yiksek oldugu, insan DM2'nin patogenezinde resistinin rol oynadigi ortaya

konmustur [47].

Resistin ile obezite ve diyabet arasindaki iliskiyle ilgili verilerde farkliliklar da
mevcuttur. Bazi rodent modellerinde, obez hayvanlarin adipoz dokusundaki resistin
mRNA ekspresyonunun, sirasityla serum insilini veya glukoz ile korele olmadig
gosterilmistir [48]. Insan calismalarinda dolagimdaki resistin seviyeleri ve resistin gen
ekspresyonunun obezite ve insiilin direncinde hem artmis hem de degismemis oldugu
rapor edilmistir [49,50,51,52]. Adipoz dokudaki ekspresyonunun yani sira tip 2
diyabetli hastalarda pankreas adacik hicrelerinde [53] yine diyabetik hayvan
modellerinde, kalpte resistin ekspresyonunun arttigi ve kardiyak disfonksiyona neden
oldugu bildirilmektedir [54].

2.3.2. Resistin ve Endotel Disfonksiyon Iliskisi

Endotel hiicreleri, kan ve arter duvari arasindaki ana fiziksel engeli olusturur ve
¢ozlinen maddelerin ve sivilarin, vaskiler alandan gevre dokulara hareketini kontrol
eder. Endotel hicrelerinden, prostasiklin, endotel kaynakli gevsetici faktdr/NO,
anjiyotensin II ve ET-1 gibi bir gok vazoaktif madde salinir [33,34,35]. Bu maddeler
vaskiler buytumeyi, vazomotor reaktiviteyi, trombosit fonksiyonunu, pihtilasmayi ve
immunolojik ve inflamatuar yanitlari kontrol etmek icin gereklidir [36]. Endotel
hiicreleri, birincil endotel bariyer fonksiyonunu saglayan endotel hiicre kavsagi adi
verilen Ozel yapilar yoluyla baglanir. Endotel hiicre bariyerinin pargalanmasindan
kaynaklanan, endotel disfonksiyon sonucu endotel tabakasi boyunca gegirgenlik
artar. Lokositlerin, monositlerin ve makrofajlarin endotel tabakasina yapismasi artar
ve kolesterol tasiyan lipoproteinlerin subendotelyal birikimi, aterogeneze katki saglar
[37,38]. Akut koroner sendromlu hastalarinin epikardiyal adipoz dokusundan (EAT)
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kosullu ortamlarda Uretilen ylksek konsantrasyonda resistin konsantrasyonlarinin,
endotel hiicre gecirgenligini onemli dlglide artirarak /in vitro endotel fonksiyonunu
etkiledigi bildirilmektedir [39]. Bu bulgular, EAT'den salgilanan resistinin, insan
umbilikal ven endotel hiicrelerinde yiiksek oranda gecirgenligi arttirmasi yoluyla

endotel hasarinin énemli indlkleyicilerinden biri oldugunu gostermektedir. [40].

Resistinin etkisine aracilk eden reseptorlerle ilgili calismalara bakildiginda
TL4'Un insllin rezistansi, hipertansif ve inflamatuvar etkilerine aracilik ettigi
bildirilmesine ragmen, [41] resistinin reseptorii veya hiicre igi sinyal yolaklari heniiz

tam olarak tanimlanmamistir.

Endotelyal disfonksiyona neden olan resistinin aracilik ettigi mekanizmalardan
bir tanesi, resistinin membrana bagh TLR4 reseptorii- PI3K/Akt araciigiyla NFkB'yi
aktive etmesi, bu aktivasyon ile pro-inflamatuar sitokin genlerinin transkripsiyonuna
ve vaskiler diiz kas hticrelerinin proliferasyonuna neden olmasidir. Resistin, ayrica
mitojen aktiviteli protein kinaz (MAPK) p38 ve c-Jun N terminal kinaz (JNK) yoluyla
proinflamatuar sitokinlerin Gretimini uyarir. Resistin, eNOS gen ekspresyonunu inhibe
eden ve NO'nun biyoyararlanimini azaltan stiperoksit anyonlarinin da Gretimini arttirir.
Vaskiler diiz kas hicre proliferasyonu ve bozulmus vazorelaksasyon, artmis tromboz,
hiperpermeabilite, anjiyogenez ve artmis hlicre adezyonu endotel disfonksiyonuna
neden olur ve disfonksiyon ile ateroskleroz olusumuna katki saglar. Asagidaki sekilde
kesintisiz kirmizi oklar aktivasyonu gosterirken, kesik mavi cizgiler inhibisyonu
gosterir (Sekil 2) [23].
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Sekil 2. Resistinin potansiyel etki mekanizmasi [23]

Resistinin endotelin fonksiyonel etkilerini degerlendiren calismalara bakildiginda,
aslinda etkisinin net olarak ortaya konulmadigi, farkl dokularda farkli mekanizmalarin
devreye girdigi gorilmektedir. Vaskiiler tonusun diizenlenmesinden sorumlu,
endotelden salinan maddelerin  modilasyonu ile endotelyal disfonksiyon
olusturabilecegi goriilmektedir. (Sekil 3)

a) In vitro resistin uygulamasinin (40ng/ml, 30 dk ) hem saglikli hem de diyabetik
fare aortasinda Ach aracii endotel bagimli gevseme yanitlarini azalttigi
bildirilmektedir [1].

b) In vitro resistin uygulamasinin (10 ve 40 ng/ml, 24 s) domuz koroner arterinde
bradikinin aracili endotel bagimli gevseme yanitlarini ve SNP aracili endotelden
bagimsiz gevseme yanitlarini azalttigi, sliperoksid radikallerini arttirdigi ve eNOS
mRNA diizeyini azalttig bildiriimektedir [2].
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C) In vitro resistin uygulamasinin (10 veya 40 ng/ml, 10 dk) kodpek koroner
arterinde Ach aracihi endotel bagimli gevseme yanitlarini etkilemezken, bradikinin
aracih  endotel bagimli gevseme vyanitlarini azaltugr bildirilmektedir. Gevseme
yanitindaki bu azalmanin; ROS miktarindaki artisa bagli olmadigi, bradikinin reseptori

lUzerinden etki olusturmus olabilecegi bildirilmektedir [42].

d) Vaskiler diz kas hlcrelerinde resistinin, NADPH oksidazi arttirarak ROS’u
arttirdigi ve NADPH oksidaz inhibitorleri varliginda, resistin aracili olusan bu etkinin
azaldigi bildirilmektedir [43].

e) In vitro resistin uygulamasinin (5 mmol/L, 30 dk) fare torasik aortasi ve
mezenterik arterlerinde insilin aracih NO aktivasyonunu bozup insilin aracili gevseme
yanitlarini azalttigi, ayrica bunu Ach ile uyarilan eNOS /Akt fosforilasyonlarini
tUzerinden degil, insilin ile uyarilan eNOS /Akt fosforilasyonlarini lizerinden yaptigi,
sonug olarak bu etkisini insilin reseptdr substrati (IRS) -1 tirosin /serin fosforilasyonu
ve sonucundaki fosfatidilinositol 3-kinaz ile etkilesimi {izerinden yaptidi
bildiriimektedir [44].

f) In vivo kan basina calismasinda, resistinin ET-1 ile indiiklenen kan
basincindaki artiglari hizlandirp ve uzattii, in vitro calismada vaskiler diiz kas
hiicrelerinde ve ET-1 —Ca*? etkinligini arttirmakta oldugu, resistinin neden oldugu bu
kalsiyum artisinin, depo ile isletilen Ca*? girisi (SOCE) ve hiicre disi sinyalle regiile

edilen kinaz (ERK) blokerleri tarafindan tersine gevrildigi bildirilmektedir [45].

g) Rekombinant insan resistini ile inklibe edilen (10-100 ng/ML, 24 saat) endotel
hiicrelerinde yapilan bir calismada, resistinin ET-1 salgisini arttirdigi, NO dizeyini

degistirmedigi bildiriimektedir [3].
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Vazodilatasyon

Sekil 3. Resistinin endotel (izerine etkileri

Resistinin insilin  rezistansi ve endotelyal disfonksiyon patogenezindeki
rollerinden yola cikarak planlanan Dokuz Eyliil Universitesi Farmakoloji
Laboratuvarinda planlanan 6nceki calismada yiksek fruktoz diyetiyle sicanlarda MetS

olusturarak

a) intrakavernozal basinglardaki azalma ile ED olustugunu,

b) ereksiyon fizyololojisinde major transmiter olan NO sentezinden sorumlu

eNOS enzim aktivitesinin azaldigini,

C) penil dokuda resistin protein ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. (Sekil 4)

16



0,70 * % %

0,60 *
0,50
m
X
040 | O
~~
m
0,30 =<
0,20
0,10
0,00
Kontrol Fruktoz Fruktoz+Boldin
100+
150+
.3‘5_ l_'l é 804
<
;100- : 60
£ w
% 50 ‘é)
g o 20-
¥ gl
LE
o i Gl
‘9‘\\ K&é k@‘:&b‘o
p-eNOS Resistin

(51177) MR L e

Beta-aktin  —— — — Beta aktin

Sekil 4. Sicanlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde intrakavernéz basing
azalmakta, penil dokuda p- eNOS (S1177) protein ekspresyonu azalmakta ve resistin ekspresyonu

artmaktadir.

Bu bulgular erektil fonksiyonlardaki bozulmanin resistin artisiyla iligkili olabilir mi
sorusunu dusindirmistir. Ancak onceki proje ile bu baglanti tam olarak ortaya
konmamistir.  Calismayi destekler nitelikte olan klinik bir calismada ise, resistin
dizeyinin tip 2 diyabet ve ED'nu olan hastalarda ED olmayanlara gbre daha yuksek

oldugu gosterilmistir [4].
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2.4. Resveratrol

Resveratrol 3,4’,5-trihidroksistilben moleklil yapisinda olan, farmakolojik
potansiyeli nedeniyle yakin zamanda ¢ok fazla arastirilan bir nutrasétiktir. Uziim, yer
fistigi ve cilek gibi bircok bitkide bulunan bir fitoaleksin olan resveratrol, ilk olarak
1940larda Veratrum grandiflorum’dan veya beyaz hellebore olarak bilinen bitkiden
izole edilmistir [55]. Stilben bilesikleri, bitkilerde mikrobiyal ve fungal enfeksiyonlara
karsi direng gosterme kabiliyetleri ile bilinmektedir [56] ve yapilan arastirmalarda,
resveratroliin, yaral, enfekte olmus ve ultraviyole islemli yapraklarda buylk
miktarlarda bulundugu gésterilmistir [57]. Islenmis bitki Uriinleri ayrica énemli
miktarda resveratrol icermektedir. Kirmizi sarapta 0.1-14.3 mg/L konsantrasyonunda
bulunmaktadir ve diyetlerinde doymus yag orani yiiksek olmasina ragmen ¢ok fazla
kirmizi sarap tliketen Gilney Fransiz halkinde beklenmedik derecede dlsik kalp
hastaligi oraninin gézlemlendigi “Fransiz paradoksuna” neden oldugu calismalarla
gosterilmistir [58,59].

2.4.1. Resveratrol Antioksidan Ozelligi ve Endotel Foksivonuyla Iliskisi

Oksijen iyonlari ve peroksitleri iceren ROS, konsantrasyona bagl hem fizyolojik
hem de patolojik rollere sahip olabilmektedir. Orta konsantrasyonlarda ROS, sinyal
moleklleri olarak hareket ederek vaskiiler homeostazin 6nemli dizenleyicileridir.
Buna karsilik, asirt ROS uretimi veya arizal antioksidan savunma sistemleri nedeniyle

yuksek bir ROS konsantrasyonu, oksidatif strese neden olur [60].

NADPH oksidaz, ksantin oksidaz (XO), mitokondriyal solunum zincirinin
enzimleri ve disfonksiyonel eNOS; vaskiiler duvardaki ROS Ureten enzim sistemleri

arasinda blytk éneme sahiptir [60].

NADPH oksidazlar, iki membrana badli alt birimden (NOX ve p22phox) ve birkag
sitozolik dlizenleyici alt birimden olusan, cok alt birimli enzim kompleksleridir [61,62].
Vaskiler duvarda, vaskiler diz kas htcreleri NOX4 ve NOX1'i eksprese ederken,
endotel hiicreleri baskin olarak NOX4 ve NOX2'yi eksprese etmektedir [60]. NADPH

oksidazlar, vaskilatiirde baslica ROS kaynaklari olup, superoksit (O,) ve ayrica
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hidrojen peroksit (NOX4 tarafindan) Uretir. Onemli olarak, NADPH oksidaz, uncouple
eNOS, XO ve mitokondri dahil diger kaynaklardan ROS (retimini tetikleyebilmektedir.
[63,64].

Fizyolojik kosullar altinda eNOS, endotelin vazoprotektif fonksiyonunda anahtar
bir elementi temsil eden NO Uretmektedir [65] fakat patolojik kosullar altinda, eNOS
islevsiz hale gelebilir [60]. Oksidatif stres, temel olarak NO'i, fazla miktarda O, ile
hizli oksidatif etkisizlestirmesinden dolayi, endotel disfonksiyonuna acikca katkida
bulunmaktadir. ikinci adimda, kalici oksidatif stres eNOS ayrismasina neden olur ve

bdylece eNOS enzimini bir O, Ureticisine dontstirmektedir.

Daha dnce laboratuvarimizda gerceklesen iki calismada da uzun dénem /n vivo
resveratrol  uygulamasinin,  hiperkolesterolemiye  bagl  olusan  endotelyal
disfonksiyonda, cesitli damar segmentlerinde ve korpus kavernozum dokusunda
endotel yanitlarini korudugu, eNOS mRNA diizeyini arttirdigi gosterilmistir [66].
Takip eden dider galismada ise hiperkolesterolemik korpus kavernozum dokusunda,
hem endotel yanitlarini korudugu hem de bozulan endotel yanitlan dizelttigi, bu
etkilerine eNOS fosforilasyonundan sorumlu domaininin ekspresyonunu arttirarak,
eNOS aktivasyonunu artirmasi ve oksidatif stresten sorumlu olan NADPH oksidaz

enzimini azaltmasinin aracilik ettigi gésterilmistir (Sekil 5 ve 6) [5].

19



Phe Contraction %
=
=

-8 -1.5 -7 65 -6 A5 5
Log M [Ach]

B —d— Group-1

1060 “‘“‘—": —i— Group 4

“1&:,;;: P —
= e
. R
\\
\\+ LR

40

PheContraction %

0

80 -15 70 -65 -60 55 -50
Lag M[ach]

Figure 2. Protective and restorative effects of resveratrol on
Ach-induced relaxations in CC. Concentration-response curves of Ach
precontracted with Phe obtained in A. Protocol 1, B. Protocol 2.
MNumber of strips in Group 1:14; Group 2:16; Group 3 (8 mg): 19; Group
4:12; Group 5 (Bmg): 8. Data are presented as the mean + SEM of
the maximal relaxation expressed as percentage of Phe-induced
contraction. One-way AMOWVA was used in comparison of groups.
*P o 01 ws Group 2; *P < 001 ve Group 2: **P < .01 vs Group 4.

Sekil 5. Tavsan penil doku resveratroliin vaskiiler reaktivite sonuglarina etkisi [6]. Grup 1
kontrol grubu, Grup 2 Hiperkolesterolemili grup, Grup 3 resveratrol ve hiperkolesterolemik diyet ile es
zamanl tedavi alan grup, Grup 4 hiperkolesterolemi grubu ve Grup 5 hiperkolesterolemi olustuktan

sonra resveratrol tedavisi alan grup
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Sekil 6. tavsan Penil dokusunda eNOS ekspresyonlari [6] Grup 1 kontrol grubu, Grup 2

hiperkolesterolemili grup, Grup 3 resveratrol ve hiperkolesterolemik diyet ile es zamanlh tedavi alan
grup, Grup 4 hiperkolesterolemi grubu ve Grup 5 hiperkolesterolemi olustuktan sonra resveratrol

tedavisi alan grup

Bir polifenolik bilesik olarak resveratrol, hidroksil radikal (OH"), O, hidrojen
peroksit (H,0,) ve peroksinitrit dahil olmak (izere cesitli oksidanlari dogrudan
temizledigi /n vitro sistemlerde gosterilmistir. Fenton reaksiyonunu OH™ kaynadi
olarak kullanan hicre icermeyen bir sistemde, resveratrolin (=300 M

konsantrasyonlarda) Fenton reaksiyonunun inhibitérii degil bir temizleyicisi olarak
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islev gordigu gosterilmistir. Resveratrollin hidroksil radikal temizleme 6zelligi, fenolik
gruplarindan kaynaklanmaktadir [67]. Resveratrol'lin (=100 MM
konsantrasyonlarinda) O,'yi dogrudan enzimatik olmayan, hiicre icermeyen bir
sistemde temizledigi gOsterilmistir [68]. Resveratrol (1 veya 24 saatlik
inkibasyonunda), doza bagimli olarak parakuat veya ultraviole 1sigi ile tedavi edilen
kiltlir arterlerinde H,0, konsantrasyonunu azaltmistir [69]. Bununla birlikte
resveratroliin, /n vivo oksidatif hasara karsi etkilerinin, dogrudan ROS sipilirme
aktivitesinden ziyade, bir gen regiilatori olarak etkilerine baglanmasi da muhtemeldir
[70].
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmanin Tipi

Randomize kontrolll deneysel arastirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma Ekim 2016 tarihinde literatlir taramasi ile baslayarak 14.06.2019
tarihinde tez savunmasi ile sonlandinimistir. Laboratuvar calismalari Dokuz Eylil

Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirmanin evreni ve drneklemi yoktur.
3.4. Cahisma Materyali

Arastirmada 19 adet saglikli 2000-3000 gram adiriginda Yeni Zellanda tiirli erkek

tavsan kullanilmigtir.

Deney hayvanlari Ocak 2019'da Dokuz Eyliil Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Anabilim Dali'ndan temin edilmistir ve galisma sabahi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

Laboratuvari'na getirilmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimh dediskenler: Kasilma-gevseme yanitlari

Badimsiz degdiskenler: Resistin, resveratrol

3.6. Veri Toplama Araglar

3.6.1. Viicut Adirligi Olgiimdi
CGalisma modeli olan Yeni Zelanda tirl tavsanlar calisma sabahi Dokuz Eyliil
Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Bilimi Anabilim Dal’nda viicut adirliklari

Olgllmusgtdr.
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Baslangic adirliklari 2000-3000 gram adirhdindaki tavsanlar ile calisiimistir.
Ortalama olarak 2528,84 + 286,87 kilogram agdirhigindadir.

3.6.2. Deney Gruplarinin Hazirlanmasi

Tavsanlar kulak veninden 60mg/kg sodyum tiyopental verilerek sakrifiye edilmistir.
(Sekil 7)

Sekil 7. Tavsan Sakrifikasyonu

Tavsanlarin penis dokusu eksize edilip soguk (+4°C) Krebs soliisyonu (Korpus
kavernosum (mM): NaCl 136.9, KCI 2.7, KH,PO4 0.5, CaCl, 1.8, MgSO4 0.6, NaHCOs
11.9, glukoz 11.5.; pH:7.4 ) igerisine alinmistir. Penis dokusu, doku hasarina sebep
olmayacak sekilde dikkatlice tunika albugineadan temizlenmistir. Korpus spongiozum
dokusu uzaklastirildiktan sonra sag ve sol korpus kavernosum dokulari ayrilarak her
bir dokudan 3x3x4 mm?¥liik boyutlarda seritler hazirlanmistir. Bir hayvana ait penisten

ortalama 3 veya 4 adet preparat hazirlanmistir. (Sekil 8)
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Sekil 8. Dokularin temizlenmesi

2 hayvandan hazirlanan n=8 gerit, protokole gbére 24 saat sire ile +37°C
etlivde Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) sollisyonu iginde inkiibasyona
birakilmistir. 24 saat surenin sonunda organ banyosunda calisiimis ve dokularin
canhiliklanini kaybettikleri gorilmistir. Bu yilzden protokol degisikligine gidilerek
calisma asadidaki sekilde optimize edilmis ve preparatlar hazirlanmistir. (Sekil 9 ve
10) (Tablo 1)

Hazirlanan seritler 3 ayri grup olacak sekilde 24 saatlik slre ile +4°C buzdolabinda;

L. Kontrol Grubu: Hic bir madde eklenmeden sadece fizyolojik kosullarin
saglandigi calisma sollisyonu olan Krebs 10 ml icinde

I1. Resistin Grubu: Krebs sollisyonuna resistin (40 ng/ml) [2] eklenerek

III. Resistin+Resveratrol Grubu: Resistin ile inkiibasyonunun son iki

saatine resveratrol (30 uM) [71] eklenerek inkiibasyona birakilmistir.
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Sekil 9. 24 saatlik inkiibasyon igin calisma gruplarinin hazirlanmasi

24 saat Krebs soliisyonunda bekleyen dokularin canliiginin degismedigini
gostermek amaciyla karsilastirma yapabilmek igin calismada 2 hayvan sakrifiye edilip

dokulan temizlendikten sonra bekletimeden hemen /n vitro organ banyosunda

caligiimstir.
Toplam 8 Hayvan Toplam 9 Hayvan
inkiibasyon inkiibasyon
Resistin Resistin
Krebs Resistin || +Resver Krebs Resistin | |+Resver
atrol atrol
in vitro organ banyosu NADPH calisiimasi igin
calisma protokolii sivi nitrojende
dondurma

Sekil 10. Deney protokoliiniin gruplara gére ayrimini gosteren sema
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Tablo 1. Calisma protokiiliiniin gruplara gore ve n sayilarina gére ayrimini gésteren tablo

Endotel bagimli ve

CALISMA PROTOKOLU | endotelden bagimsiz | pmojekijler calismalar
gevseme ve kasiima

yanitlari
Krebs cozeltisinde 24 - Ach(10® M-10"M)
saat inkiibe edilen CET-1 (10107 My | NADPH oksidaz 8igim,
korpus kavernosum
dokulari - SNP (10° M-10°M) n=9 serit

n=10 serit

40ng/ml resistin ile 24 | - Ach(10® M-10°M)

saat inkiibe edilen r & P
- ET-1 (10°°-10" M) NADPH oksidaz 6lguim,

korpus kavernosum

dokulari - SNP (10 M-10°M) n=8 serit

n=10 serit

40ng/ml resistin ile 24 | - Ach(10® M-10°M)

saat inkiibasyonun son 41 47 e
- ET-1 (10°-10" M) NADPH oksidaz 6lgiim,

iki saatinde 30 uM

resveratrol inkiibe - SNP (10° M-10°M) | n=8 serit

edilen korpus
kavernosum dokulari

n=38 serit

3.6.3. In Vitro Organ Banyosu

Hazirlanan korpus kavernosum seritleri her iki ucundan ipek iplikler ile
baglanarak %95 O, ve %5 CO; ile gazlandirilan ve sicakhigi 37°C'de sabit tutulan

modifiye Krebs sollisyonu igeren izole organ banyolarina asiimistir. Stabilizasyon igin
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seritler 1 g’lik gerilimin ardindan 1.5 saat stire ile her 15 dakikada bir Krebs soliisyonu
degistirilerek bekletilmistir. (Sekil 11 ve 12)

Sekil 11. /n vitro organ banyosu sistemi

Dinlenme periyodunu takiben, dokularin canlligini degerlendirmek amaciyla 120
mM KClI ile kasilip plato elde edildikten sonra dokular yikanip yarim saatlik dinlenme

periyodunun ardindan calisma protokolline gegilmistir.

Sekil 12. /n vitro organ banyosunda dokunun asilmasi
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Endotel bagimli gevseme yanitlarini dederlendirmek amaciyla preperatlar
submaksimal dozda (3x10° M) Phe ile kasilarak, kasilma sabit bir platoya ulastiginda
(yaklasik olarak 10 dakika) kiimilatif olarak artan dozlarda Ach (10® -10®° M) [6]

uygulanarak doz-cevap edrileri elde edilmistir.

Yarim saatlik dinlenme periyodunun ardindan organ banyolarn ET-1 direk 1siga
maruz kalmasin diye aliminyum folyo ile kaplanarak, kiimulatif artan dozlarda ET-1

(101 -107 M) verilerek doz-cevap egrileri elde edilmistir.

Dokular 30 dk dinlendirildikten sonra endotelden bagimsiz gevseme yanitlarini
degerlendirmek amaciyla, preperatlar submaksimal dozda (3x10° M) Phe ile
kasilarak, kasilma sabit bir platoya ulastiginda (yaklasik olarak 10 dakika) kiimilatif
olarak artan dozlarda SNP (10° M-10° M) [72] uygulanmustir.

Calisma protokoli tamamlandiktan sonra dokular tekrar 120 mM KClI ile kasilip

canliliklari kontrol edilmistir.

3.6.4. NADP+/NADPH Olgiimii

Calisma sabahi dokularin hazirlanmasi sirasinda zaman farkini ortadan kaldirmak
amaciyla, ependorflara kit igerisinden ¢ikan 100 pl NADP+ ve NADPH extraction
bufferlar konmustur. Ardindan sivi nitrojende dondurulan dokular ¢ikarilmig, her bir
ornek bistiiri yardimi ile kesilmistir ve soguk fosfat buffer salin (PBS) ¢ozeltisinde
yikandiktan sonra, hassas terazide 20 mg olarak tartilmigtir. Tartimdan sonra
aliminyum folyo ile dokular korunarak porselen havanda doévilmustir. Hazirlanan
dokular extraction sollisyonlu ependorflara alinmistir ve 6nceden hazirlanmis su
banyosunda, 60 °C'de 5 dakika isitilmistir. Sonrasinda 20 pl kit sollisyonu eklenmis ve
hafif vortekslenmistir. Vorteksten sonra 14000 rpm’de 5 dakika santriftijlenmistir ve
santrifiij bitiminde slipernatantlar temiz bir tlipe alinmistir. Kalibrasyon egrisini
cizmek amaciyla premix hazirlanmig, ardindan 96l well platelere 40 pl stipernatantlar
eklenmistir. Reaksiyonu baglatan calisma reaktifi deney sonunda hazirlanmis,
Olcimden hemen 6nce 96’ well platelere 80 pl eklenmistir. 565 nm’de ilk 6lglim

yapllmis ve zaman olarak sifir kabul edilmis, 30 dakika oda sicaklijinda reaktifle
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inklibasyona birakilmistir. 30 dakikanin sonunda 565 nm’de tekrar 6lgim alinmigtir.

(Sekil 13)

Sekil 13. NADP+/NADPH 6lglimiine dokularin hazirlanmasi

3.6.5. Kullanilan Arag, Gereg ve Kimyasallar

Cihazlar

1. Izole organ banyosu sistemi (Biopac Systems, Inc)
2. Tarti (Acculab ACL3100)

3. Hassas terazi (Precisa XB220A)

4. Vorteks (Heidolph Reax top, Germany)

5. Sivi nitrojen tanki (AirLiquid GT2)

6. No-frost buzdolabi (Argelik)
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7. Manyetik karistinci (Labar SH-5)

8. pH metre (InoLab WTW)

9. Spektrofotometre (Biotek Synergy HT)

10. Sogutmali Santrifiij Cihaz1 (Sigma Laboratory Centrifuges 3K30)
11. Su banyosu (Memmert)

Sarf Malzemeler ve Kimyasallar

. Cerrahi aletler

. Rekombinant Insan Resistini (Abcam, Lot: GR61266-12)

. Resveratrol (Biovision, Lot: 8J171758)

. Fenilefrin (Sigma Aldrich, Lot: SLBN9020V)

. Asetilkolin (Sigma Aldrich, Lot: BCBV3168)

. Sodyum Nitroprussid (Sigma Aldrich, Lot: BCBS5309V)

. Endotelin-1 (Sigma Aldrich, Lot: 097M4842V)

. Pental Sodyum (I.E. Ulagay Ila¢ Sanayi Tiirk A.S., Parti No: 708004)

O 0O N o U»u1 A W N =

. Insiilin Enjektorii (GMED steril enjektor)
10.NADP+/NADPH Assay Kit (Abnova, Katalog Numarasi:KA1663)
11.DMSO (Merck, Cas No:67-66-5)

12.Korpus kavernosum Krebs sollisyonu(mM): NaCl 136.9, KCl 2.7, KH,PO4 0.5, CaCl,
1.8, MgS04 0.6, NaHCO3 11.9, glikoz 11.5. ; pH:7.4

13.Korpus kavernosum 120 mM KCI solisyonu(mM): NaCl 19.6, KCl 120.0, KH,PO4
0.5, CaCl; 1.8, MgS04 0.6, NaHCO5 11.9, glikoz 11.5. ; pH:7.4

Krebs sollisyonu ve KCl solisyonlari icin gerekli olan tim kimyasallar Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, A.B.D) firmasindan elde edilmistir.
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Ekim 2016
Literatir Taramasi

!

Aralik 2016
Etik Kurul Onayina Dahil Olma

!

Aralik 2016-Ocak 2019
Verilerin Toplanmasi

L

Ocak 2019-Nisan 2019
Deneylerin Yapilmasi

L .

Nisan 2019
Verilerin Analizi

.

Nisan 2019

gluncellenmistir.)

Tez Yazimi (2016 sonrasi literaturlerine gére

4

Haziran 2019
Tez Savunmasi

Sekil 14. Arastirma Plani ve Takvimi
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Endotel bagimli gevseme yanitlari degerlendirilirken 1. Phe uygulanmasi ile
olusan kasilma yaniti %100 olarak alinip, Ach gevseme yanitlari, bu degere gore
hesaplanarak elde edilmistir. SNP yanitlarinin degerlendirilmesi icin olusturulan 2. Phe
kasilma yanitlari %100 olarak alinip kiimdlatif SNP uygulamasi ile olusan gevseme
yanitlari, bu degere goére hesaplanarak elde edilmistir. Her iki agonist icin maksimum

gevseme yaniti (Emaks) ve EC50 degerleri hesaplanmistir.

Calismadaki tiim degerler, ortalamazstandart hata olarak verilmistir. Deney
gruplan arasindaki istatistiksel anlamlilik igin grup ortalamalari ve standart hatalan
alinarak “one-way Anova post-hoc Tukey ile student t-test paired ve unpaired,”
aracihdi ile gruplar arasi farkin énemlilik kontrolli yapilmistir ve p degerinin 0.05'in

altinda olmasi, istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.9. Arastirmanin Sinirliliklan

Saglikh dokuda vaskiiler tonusun diizenlenmesinde kasici ve gevsetici ajanlar
denge halindedir. In vitro organ banyosu deneylerinde, ytksek resistin dizeyinin bu
dengeyi bazi dokularda NO aracili gevseme yanitini azaltarak, baz dokularda ET-1
aracili kasilma yanitini arttirarak bozdugu, ayrica bazi calismalarla SNP ile indiiklenen
endotelden bagimsiz gevseme vyanitlarini etkiledigi bildirilmektedir. Resistinin bu
etkileri, dokuya spesifik degisebilmektedir. Endotelde NO sentezinden sorumlu eNOS
enziminin aktivasyonu, asetilkolinin indiikledigi Ca*? aracili aktivasyon olabildigi gibi
shear stresin, prostasiklin, vaskiler endotelyal blyiime faktoriiniin neden oldugu
eNOS enziminin fosforilasyonu ile de gergeklesmektedir. Resistinin her ikisini de
etkileyebildigini gosteren farkli yayinlar mevcuttur. Ayrica resistin, eNOS enzim
aktivasyonunu olumsuz etkiledigi bilinen reaktif oksijen Urlinlerinde artisa neden

olmaktadir.

Resistinin penil dokudaki etkilerini arastirmak tzere planladigimiz calismamizda,
korpus kavernozum dokusunda Ach ile indiiklenen NO-bagimh (endotel bagimli) ve
SNP ile indiiklenen endotelden bagimsiz gevseme yanitlarina, ET-1 ile kasiima

yanitlarina etkisinin fonksiyonel olarak degerlendirilmesi, ayrica resistin varliginda
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penil dokudaki serbest oksijen radikallerindeki degisikligi ve resveratroliin bu
basamaklardaki degisikliklerin ortaya konmasi amaclanmistir. Bulgularimizda Ach
indikledigi NO aracili gevseme  yanitlarinda, SNP araci endotelden bagimsiz
gevseme yanitlarinda ve ET-1'in indikledigi endotel aracili kasilma yanitlarinda bir
farklik gorilmemistir.  Ach aracii eNOS aktivasyonu, endotelden NO salinimina
araciik eden mekanizmalardan sadece birisidir ve biz bunu sadece fonksiyonel
calismalarla gosterebildik. Antioksidanlarin  resistin  kaynakli eNOS’un asad
regilasyonunu etkili bir sekilde bloke ettigi de calismalarda gosterilmistir. Korpus
kavernosumda eNOS enzim aktivitesinden sorumlu domainin ekspresyonunun
degerlendirilememesi ve antioksidanin eNOS (zerine etkisinin gosterilememesi,

calismamizin dnemli sinirliliklarindan birisidir.

3.10. Etik Kurul Onayi

Calismamiz Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar Etik Kurul Baskanligi'nca

degerlendirilerek 22/2016 no’lu karari ile onaylanmistir.
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4. BULGULAR

4.1 In vitro Organ Banyosunda Korpus kavernosumun Fonksiyonel

Yanitlarinin Degerlendirilmesi

4.1.1. 24 saat inkdbasyonun doku canliligi tizerine etkilerinin degerlendirilmesi

24 saat inkibasyon sonrasinda doku canlihiginin degisip degismedigini
degerlendirmek amaciyla penil dokudan elde edilen n=8 kaverndz seritler, ayni gin
organ banyosunda cahlsiimistir ve 120 mM KCI, korpus kavernosum dokularina
uygulanmistir. Calisma protokoliimiize gbre, 24 saat inkibasyona birakilan Krebs
grubu dokularinin yanitlari ile kiyaslanmistir ve KCl'e bagh kasilma yanitlari arasinda,

istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p>0.05) (Sekil 15).
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Sekil 15. 24 saatlik inkiibasyonun doku canlligi {izerine etkisinin dederlendirilmesi, student t testi

unpaired kullanildi, p<0.05 anlamli kabul edildi.
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4.1.2. Organ banyosu Deney protokolii Oncesi ve Sonrasinda Doku Canliliginin ve

Endotel Aracili Gevseme Yanitlarinin Degerlendirilmesi

Dokularin krebs sollisyonunda, resistin iceren krebs sollisyonunda ve 24 saatlik
inklibasyonun son 2 saatinde resveratrol eklenen resistin iceren krebs sollisyonunda
inkiibasyonunun ardindan, organ banyosu deney protokoliiniin baslangicinda 120
mM KCI uygulanmasi, korpus kavernozumlar Uzerinde, her Ui¢ grupta kasilma yanitlari
olusturmustur. Dokularin  calisma sonundaki canliliklarinin devam edip etmedigini
degerlendirmek amaciyla deney sonunda, dokular tekrar 120 mM KClI ile kasilimistir.
KCl'e bagh kasilma yanitlari arasinda istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmemistir
ve dokular canliligini ayni sekilde korumustur (p>0.05). (Sekil 16)

2500+
ns

20004

1500+

1000+

KCL Kasilma (mg)

500+

Sekil 16. Calisma protokolii baglangicindaki ve bitisindeki KCl yanitlar; student t testi paired
kullanildi, p<0.05 anlamli kabul edildi.
4.1.3. Asetilkolin Aracili Gevseme Yanitlarinin Degerlendirilmesi

24 saat inklbasyon sonrasi her (¢ grupta, korpus kavernosum dokularinin
3x10°® M Phe ile kasiimasi sonrasi kiimiilatif artan dozda Ach (108-10° M)

uygulanmistir. Phe uygulamasi ile olusan kasiima yaniti %100 olarak alinip, Ach
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uygulanmasi ile olusan gevseme yanitlari, bu degere goére hesaplanarak elde
edilmistir. Krebs grubu, resistin grubu ve resistin+resveratrol grubunda Ach’e bagli
gozlenen maksimum gevseme vyanitlari sirasi ile % 79.03+8.18; 82.83+10.91;
68.71+£11.81 olarak elde edilmistir. Gruplar arasinda fenilefrin kasiimasi sonrasi Ach
ile olusturulan gevseme vyanitlarinda herhangi anlamli farkliik gdézlenmemistir
(p>0.05). (Sekil 17)
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Sekil 17. Ach araclli gevseme yanitlari; kontrol, resistin ve resistin+resveratrol grubu n

sayisi=8, one-way Anova post-hoc Tukey testi kullanildi, p<0.05 anlamli kabul edildi.

EC50 degerleri karsilastirildiginda ise krebs grubu, resistin grubu ve resveratrol
grubu sonuclari sirasi ile 6.24+0.23, 6.39+0.32, 6.17 £0.49 bulunmus ve gruplar

arasinda herhangi bir anlaml fark gézlenmemistir. (p>0.05)

4.1.4. Endotelin-1 Aracili Kasiima Yanitlarinin Degerfendirilmesi

24 saat inklibasyon sonrasi her ¢ grupta, korpus kavernosum dokularina
kiimiilatif olarak artan dozda ET-1 (107*'-10"7 M) uygulanmistir. Krebs grubu, resistin
grubu ve resistin+resveratrol grubunda, ET-1'e bagh gozlenen maksimum kasiima
yanitlari sirasi ile % 99.54+ 15.67; 77.8+ 5.53; 77.58+ 11.26 olarak elde edilmistir.
Gruplar arasinda ET-1 ile olusturulan kasilma yanitlarinda herhangi anlamh farklilik
gbézlenmemistir (p>0.05). (Sekil 18)
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Sekil 18. ET-1 aracii kasiima yanitlari; kontrol, resistin ve resistin+resveratrol grubu n

sayisi=8, one-way Anova post-hoc Tukey testi kullanildi, p<0.05 anlaml kabul edildi.

EC50 degerleri karsilastirildiginda ise krebs grubu, resistin grubu ve resveratrol
grubu sonuclari sirasi ile 8.01+0.35, 7.48+0.12, 7.41 £0.16 bulunmus ve gruplar

arasinda herhangi bir anlaml fark gézlenmemistir. (p>0.05)

4.1.5. Sodyum Nitropurisid Aracili Gevseme Yanitiarinin Degerlendirilmesi

24 saat inkiibasyon sonrasi her {i¢ grupta, korpus kavernosum dokulari 3x10° M
Phe kasiimasi sonrasi kiimiilatif olarak artan dozda SNP (10°-10° M) uygulanmistir.
Phe uygulanmasi ile olusan kasilma yaniti %100 olarak alinip, SNP uygulanmasi ile
olusan gevseme yanitlari, bu dedere gore hesaplanarak elde edilmistir. Krebs grubu,
resistin grubu ve resistin+resveratrol grubunda SNP’ye bagli gdzlenen maksimum
gevseme yanitlari sirasi ile % 161.3+£13.17; 146.2+16.85; 150.8+13.15 olarak elde
edilmistir. Gruplar arasinda Phe kasilmasi sonrasi SNP ile olusturulan gevseme

yanitlarinda herhangi anlamli farkhlk gézlenmemistir (p>0.05). (Sekil 19)
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Sekil 19. SNP araclli gevseme yanitlari; kontrol, resistin ve resistin+resveratrol grubu n

sayisi=8, one-way Anova post-hoc Tukey testi kullanildi, p<0.05 anlamli kabul edildi.

EC50 degerleri karsilastirildiginda ise krebs grubu, resistin grubu ve resveratrol
grubu sonuclari sirasi ile 8.63+0.37, 8.58+0.45, 8.37 £0.42 bulunmus ve gruplar

arasinda herhangi bir anlaml fark gézlenmemistir. (p>0.05)

4.2. NADP+/NADPH Olgiimiiniin Degerlendirilmesi

Ik olarak érnekler ve standartlarin OD30 degerinden ODO dederi cikartilarak
AOD degerleri hesaplanmistir. Tim o6rnek ve standartlardan AOD blank degeri
cikartilarak degerler standardize edilmistir. NADPH standartlarinin degerlerinden en
az 5 tanesi kullanilarak standart egri cizilmistir. Standart egrinin R2 degeri (0.9721)
ve egim denklemi y=0.0251x hesaplanmistir. Denklemde y yerine absorbanslar
yazilarak oOrneklerin pM cinsinden NADPH dizeyleri hesaplanmigtir. Ayni islemler
NADP+ icinde gergeklestirilerek NADP+/NADPH oranlari belirlenmistir.

Elde edilen veriler GraphPad Prism 6.01 programina aktariimigtir. Parametrik
bir test olan one-way Anova analizi ile istatistiksel olarak gruplar arasinda bir fark
olup olmadigi incelenmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark
oldugu gorilmustir (p<0.05). Farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek igin

post-hoc Tukey analizi yapilmistir. Buna goére tek basina resistin uygulanan grupta
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NADP+/NADPH oraninin resveratrol+resistin uygulanan gruba kiyasla istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde fazla oldugu gortilmistiir (p<0.05). (Sekil 20)
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Sekil 20. NADP+/NADPH o6lglimU; kontrol, resistin ve resistin+resveratrol grubu n sayisi=7,

one-way Anova post-hoc Tukey testi kullanildi, p<0.05 anlamli kabul edildi.
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5. TARTISMA

ED; organik, iliskisel ve psikolojik de dahil olmak lzere, erektil cevabin herhangi
bir bileseninde degisiklik iceren cok boyutlu fakat yaygin bir erkek cinsel fonksiyon
bozuklugudur. MetS ve kardiyovaskiler hastaliklar gibi hastaliklarla gigli iliskisi
bulunmaktadir. ED semptomlarini azaltmak igin minimal invaziv girisimler arasinda
yasam tarzi degisiklikleri, oral ilaglar, enjekte edilmis vazodilatdr ajanlar ve vakumlu
ereksiyon cihazlar bulunur. Bu cerrahi olmayan midahalelere kontrendikasyonlari
olan hastalar, tibbi tedaviden olumsuz etkilenenler (veya buna diren¢ gostermeyen)
ve ayrica penil fibrozisi veya penis damar yetmezligi olanlar da cerrahi tedavilere
yonlendiriimektedir. ED, bir erkedin yasam kalitesini olumsuz etkileyebilir; cogu
hastada cinsel performansla ilgili depresyon ve endise semptomlari yasanmaktadir.
Bu belirtiler sirasiyla ciftlerin cinsel deneyimini ve ciftlerin yasam kalitesini etkiler
[73]. Bu yuzden ED ile ilgili olarak sadece yeni tedavi hedefleri ve yeni farmakoterapi
calismalar degil ayni zamanda devam eden pek cok klinik 6ncesi calismasi da

bulunmaktadir.

MetS, ilk olarak 1920'lerde hipertansiyon, hiperglisemi ve gut iceren bazi tibbi
sorunlarin birikimi olarak tanimlandi [74]. Fakat 1998'de Diinya Saglk Orgiitii
tarafindan diyabet ve komplikasyonlarinin bu sendromla iligkilendirildigi ifade
edilmistir [75]. Son calismalara bakildiinda ise MetS'i ED ile de iligkilendirildigi
gorulmusttr. MetS'li erkeklerde ED, li¢ kata kadar daha yaygindir [76,77]. MetS'li
hastalarin toplam ©%?79-96'sinda ED gorilir ve ED'li hastalarin % 29-66'sinda ise
MetS gorulmektedir [78]. Laboratuvarimizda daha dnce yapilan calismada da ytksek
fruktoz diyetiyle sicanlarda MetS olusturarak intrakavernozal basinglardaki azalma
gosterilmistir. Bu calismanin énemli bulgularindan bir tanesi MetS ile iliskili bir
hormon olan resistinin penil dokuda protein ekspresyonunun arttigi gésterilmesidir.

Resistin, insllin direnci ve obezite gelisiminde rol oynadigi ileri siriilen bir
adipokindir [79]. Resistin, obezite ve insilin direnci arasindaki badlanti farelerde
yapilan galismalarda gugli goérinmekle birlikte [80], resistinin insanlardaki fizyolojik
onemi tartismall olup plazmadaki resistinin plazma seviyeleri farkli populasyonlarda
aclkca tanimlanmamigtir [81]. Yapilan calismalarda, Tip 1 ve 2 diyabet, obezite ve
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inflamatuar durumlan olan hastalarda plazma resistin seviyeleri >40 ng/ml'ye
ylkseldigi gosterilmistir [82,83,84]. Aterosklerotik dokularda da yiiksek diizeyde
resistin saptanmistir [85]. Bu bulgulara bagh olarak yliksek sistemik veya lokal
resistin  konsantrasyonlarinin  endotel  disfonksiyonuna neden  olabilecegi
distndlmugstir [86]. Resistin insulin direncindeki roli [23,46,47] ve insllin aracili
endotel bagimh gevseme yanitlarinda hasar olusturmasi [44] vaskiiler disfonksiyona
neden olabilecegi distincesini olustururken, farkl dokularda /n vitro galismalarla direk
etkisiyle endotel hasari olusturdugu gosterilerek bu disiince dogrulanmistir. Seto ve
arkadaslari organ banyosunda 40ng/ml resistin ile 30 dk inklibasyon sonrasinda hem
saglikh hem de diyabetik fare aortasinda Ach aracih endotel bagimli gevseme
yanitlarinin azaldigini gostermigler ancak bu etkisine aracilik eden mekanizmalar
calisiimamigtir [1]. Bu bulgularin tersine baska bir galismada ise Dick ve arkadaslar,
kdpek koroner arterinde yaptiklari calismada koroner arterde duisik ve ylksek doz
(10 veya 40 ng/ml) resistin ile 10 dk inkiibasyonu sonrasinda kimdlatif artan doz
Ach (0,01 uM -1 uM) ile elde edilen gevseme yanitlarinin degismedigi, 10 ng/ml
resistin ile inklibasyonun kimudlatif bradikininle (0,01 uM -1 uM) elde edilen
gevseme yanitlarini azalttigi, ancak 10 uM bradikinin konsantrasyonuna cikildiginda
ise resistinin etkisinin ortadan kalktigi goriilmektedir. Bu galismada resistinin etkisinde
NO veya prostasiklin yolaklari bloke edildiginde bradikinin (zerinde olusturdugu bu
etkinin degismedigi, etkisini bu yolaklardan bagimsiz olusturdugu bildiriimektedir.
Bradikinin yanitlarini hasarlayici etkisinde O, radikallerini arttirarak mi yaptigi sorusu
irdelendiginde ise yine anlamh bir iliski bulunamamistir [42]. Domuz koroner
arterinde resistinin endotel yanitlarina etkisini degerlendiren baska bir calismada, 24
saat resistin inkiibasyonu sonrasinda bradikinin aracili gevseme yanitlarinda hasar
olustugunu bildirilmektedir. Bu calismada Dick ve arkadaslarinin calismasindan farkli
olarak, daha ylksek konsantrasyonda (40 ng/ml) ve daha uzun sire inklibasyon
sonrasinda, 10 uM bradikinine ait gevseme yanitlarini da bozdugu goriilmektedir[2].
Literatlirde yer alan calismalara bakildiginda resistinin endotel hasari olusturucu
etkisinin doza, siireye ve tiire gore farklilik olusturabildigi gorilmektedir.

Resistinin  vaskiler vyapilara yodnelik etkileri yani sira, vyapilan literattr
arastirmalarinda, resistinin vaskiiler komponentinin oldugu bilinen penil dokudaki

fizyopatolojik degisiklikleri degerlendiren bir calisma bulunmamaktadir. Literatir
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bilgilerinin 151g1 altinda calismamizda penil dokuda resistinin olusturdugu hiicresel
etkiler ve bunun fonksiyonel yanitlara yansimasini arastirdik. Bu arastirma igin /n vitro
kosullarda 40 ng/ml resistin ile inkiibasyon sonrasinda, organ banyosunda korpus
kavernosum dokusunun endotel aracili gevsetici ve kasici yaniti degerlendirmek igin
Ach ile indiiklenen NO-bagimh gevseme ve ET-1 aracili kasiima yanitlarini, ayrica
endotelden bagimsiz gevseme yanitlarini degerlendirmek icin de SNP ile indiiklenen
gevseme yanitlarini dederlendirdik. Ayni zamanda resveratroliin yiksek doz resistin
varliginda penil dokudaki etkilerini degerlendirmek amaciyla, bu kosulda resveratrolin
etkinligini arastirdik.

Oncelikle calismanin protokoliinin  dogrulugunu ve dokularin  canliigini
degerlendirmek lizere, Kougias ve arkadaslarinin [2] calismasi referans alinarak 24
saat sure ile, +37°C etiivde DMEM sollsyonu icinde inkibe edilen dokular organ
banyosunda calisiimis ve dokularin canlihdini vyitirdigi gorilmis, bu deney kosulu
basarili olmamistir. Bu yiizden protokol degisikligine gidilerek dokulari saklama kosulu
olan +4°C sicaklik ile degistirilmis ve dokular inkiibasyona birakilmistir. 24 saat Krebs
ile inkiibasyon siresinin sonunda KCl ile doku canlihdi degerlendirilmis ve
sakrifikasyonu takiben, hemen calisilan dokularla istatistiksel olarak anlamh fark
gdzlenmemistir. Farkli bir calismada Gocmez ve arkadaslari, sakrifikasyondan hemen
sonra calisilan tavsan korpus kavernosum dokusunda elde ettikleri KCI kasiima
yanitlarinin, bizim c¢alismamizda 24 saat inklibasyon sonrasi elde edilen KCI
yanitlariyla benzer oldugu gorilmistir [87]. Bulgularimiza gore 24 saat +4°C'de
inklibasyonun, doku canliiginda herhangi bir degisim yapmadigi kanaatine varilarak
bu kosullarda protokolimuzi uyguladik.

Penil dokuda endotel aracili gevseme yanitlarina aracilik eden bircok mediatér
bulunmaktadir ancak asil etkiden sorumlu ana mekanizma NO Uzerindendir. Penil
dokuda vazorelaksasyon sinirsel uyarim sonucu Ach’in hiicre ici Ca*? artirici etkisi
sonucu eNOS enzim aktivasyonu, NO sentezi ve salinimiyla baglamakta ve baslangicta
olusan bu gevsemenin indikledigi gerilim stresine bagh eNOS fosforilasyonu sonucu
enzimin aktivasyonu ve NO’'daki artis ile gevseme devam etmekte ve ereksiyon
olusmaktadir. Calisma protokolimizde penil dokuda resistin inkiibasyonu sonrasi
Ach aracili gevseme yanitlari degerlendirilmistir. Literatiirde resistin varliginda Ach
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aracih yanitlar degerlendiren calismalara baktigimizda, Seto ve ark. genetik olarak
olusturulmus dislipidemik diyabetik fare aortasinda resistinin Ach aracili gevseme
yanitlarini azalttigini  bildirmektedir[1]. Bu bulgunun tersine Ach aracii NO'nun
olusturdugu gevseme yanitlarina baktigimizda , Dick ve ark [42] bulgularina benzer
olarak resistin grubunda Emaks ve EC50 degerlerimizde kontrol grubuna goére anlamli
farkhlik saptanmamistir. Yine bizimle benzer bulgu elde eden Lou ve arkadaslari,
resistinin  NO (Uizerine etkisini dederlendirdikleri calismalarinda resistinin fare
aortasinda Ach aracih NO vyanitlari degistirmezken insilin aracii NO yanitlarinin
degistirdigini, NO yanitlarinda goriilen bu azalmadan sorumlu mekanizma olarak
resistinin serbest oksijen radikallerini arttirmasi ve bu artisin  eNOS’un fosforilasyon
aracill aktivasyonu azaltmis oldugu ve serbest oksijen radikallerindeki bu artisin da
NADPH oksidaz (izerinden yaptigini bildirmislerdir [88]. Benzer olarak biz de
calismamizda penil dokuda, NADPH oksidaz aktivite Olgimi yaptigimizda resistin
inklibasyonu sonrasi NADPH oksidaz aktivitesinin artma egiliminde oldugunu goérduk.
Ancak istatistiksel olarak anlamli fark saptayamadik. Lou ve arkadaslar bu etkiyi
insan endotelyal hiicre kultlirinde gdstermislerdir. Biz ise direk doku inkiibasyonuyla
gosterdik. Farki saptayamamizin bir nedeni uyguladigimiz protokol sonucu resistinin
yeterli oranda dokuya gegcisi saglanamamasi olabilir. Bu kosulda 6rnek sayimiz daha
fazla olsaydi belki bu farki gorebilirdik. Calismamizin diger 6nemli kisithliklarindan bir
tanesi de sadece Ach aracih NO yanitlarini dederlendirip eNOS enzim aktivasyon

yollarindan eNOS enzim fosforilasyonunu degerlendirememizdir.

Resistin vaskiiler tonus lzerindeki etkisini gevseme yanitini azaltarak yaptigi gibi
vazokontriksiilyondan sorumlu ET-1 Gzerinden de yapmaktadir. Bu konuda yapilan /in
vitro ve in vivo galismalara bakildiginda Verma ve arkadaslari safen ven endotel
hiicresinde, resistin 50 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarda 24 saatlik inkiibasyonu
sonucunda ET-1 saliniminda &nemli bir artisa neden oldugunu bildirmektedir [3].
Sigir beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde ise ET-1 ekspresyonunu etkilemedigi
gosterilmistir [89]. Yapilan klinik bir calismada ise 76 MetS hastadan alinan kan
orneklerinden yapilan olgiimlerde resistin ve ET-1 diizeylerinin birbiri ile korele oldugu
gosterilmistir [90]. Siganlarda /n vivo olarak yapilan bir galismada, 30 mg/sa/kg
resistinin ET-1 ile indiiklenen kan basincindaki artisi potansiyelize ettigi gosterilmistir
[45]. Bizde calismamizda 24 saatlik resistin inkiibasyonunun ET-1 ‘in vaskdler
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reaktivite yanitlarina etkisini degerlendirdik. Elde ettigimiz bulgulara goére ET-1 doz
bagimli olarak kasilma yaniti olusturmaktadir ancak resistin varliginda bu kasiima
yanitinda bir artis gdzlenmemistir. Yapilan deneysel calismalarda resistinin ET-1
sentez ve salinimina etkisi arastirilmis ve etkisi gosterilmistir. Biz de calismamizda
resistinin  ET-1 (izerine etkisini fonksiyonel olarak degerlendirdik ve elde ettigimiz
bulgu, kasilmasina aracilik eden reseptér ve postreseptdr olaylar Uzerindeki etkili
olmadigini diisiindirmustir. Bu konuda net bir sonu¢ verebilmek icin ET-1'in sentez

ve salinimini lizerine etkisini degerlendiren galismalar yapilmasi gerekmektedir.

SNP, bir NO dondriidiir ve bu nedenle cGMP yolunun uyaricisidir. Hiicrede K*
kanallarini acarak hiperpolarizasyon meydana getirir ve  endotelden badimsiz
gevseme yanit olusturur [91,92]. Genel olarak calismalarda resistinin endotel
Uzerinden etkisi degerlendirilirken, sadece bir calismada Kougias ve arkadaslari
domuz koroner arterinde tek doz (1 M) SNP uygulamasi sonucu olusan endotelden
bagimsiz gevseme yanitlarini istatistiksel olarak anlamli derecede (%11 oraninda)
azalttgini gostermislerdir [2]. Kimdlatif olarak artan dozda SNP denedigimiz
calismamizda penil dokuda elde edilen maksimal gevseme yaniti % 161 iken, resistin
varliginda bu yanit %146 olarak bulunmustur. Resistin, SNP maksimal gevseme
yanitinda %12,4 oraninda bir azalma olustursa da, bu oran istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir.

Epidemiyolojik calismalar, Akdeniz diyetinde bir bitki olarak yaygin sekilde
tiiketilen polifenol olan resveratroliin, tip 2 diyabetteki oliimlerin cogunu olusturan
kardiyovaskiiler hastalik riskinin azalmasi ile iliskili oldugunu gostermektedir [93,94].
Vaskiler disfonksiyon, diyabet ile es zamanl olarak kardiyovaskiler sistemde birgok
hastalik durumunun ortaya cikisinda ilk adimdir ve oksidatif stresin diyabetle iligkili
vaskiler disfonksiyonun patogenezinde anahtar mekanizma oldudu bilinmektedir.
[95,96]. Oksidatif stres, asin reaktif oksijen tirlerinin Uretilmesinden kaynaklanir.
NO’'in ROS tarafindan etkisizlestiriimesinin, NO biyoyararlaniminin ve endotel
disfonksiyonunun gelismesinde kritik bir faktér oldugu kabul edilmektedir [96].
NADPH oksidaz, vaskiiler yapida ve penil dokuda anahtar bir O," kaynagidir [97,98].
Laboratuvarimizda yapilan bir calismada hiperkolesterolemiye bagli olarak penil
dokuda vaskiiler disfonksiyon olustugu ve resveratrol tedavisi vaskiler disfonksiyon
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olusumunu engelledigi gosterilmistir [5]. Takip eden baska bir calismada koruyucu
etkisi yaninda penil dokuda olusan vaskiler disfonksiyonu geriye dondirdigi de
gosterilmistir. Bu etkilerini NADPH oksidaz aktivitesini azaltarak ve eNOS'un
aktivasyonundan sorumlu domainin fosforilasyonunu arttirarak yaptigi ortaya
konmustur [6]. Yapilan diger calismalara baktigimizda ise yine resveratroliin
patolojik kosullarda artan NADPH oksidaz aktivitesini azalttigini gérmekteyiz. Cheng
ve arkadaslari, fruktoz ile beslenen sican grubunda NADPH oksidaz seviyesinin
arttigini, resveratrol tedavisi alan grupta ise artmis NADPH oksidaz seviyesinin
azaldigini gostermistir [99]. Yapilan baska calismada ise Chen ve arkadagslari, fare
beyin mikrovaskiiler endotelyal hicresinde glukoz ile artan NADPH oksidaz
aktivitesinin resveratrol ile azaldigini gostermistir [100]. Bu calismamizda da
resveratrollin /7 wvitro kosullarda resistin ile inkiibe edilen penil dokuda NADPH
oksidaz aktivitesini anlamli olarak azaltugini gosterdik. Ancak bulgularimiza goére
resistin uygulanan grupta NADPH oksidaz aktivitesi kontrol grubuna gbre artis
gosterse de istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi. Bu nedenle resveratroliin
bu etkisinin patolojik kosulu dizeltmesine bagh oldugunu sdyleyemeyiz. Bu etkisi
NADPH oksidazi baglayici etkisinede bagh olabilir. Calismamizin bir dider kisithligida
resistin ile inkiibe edilmis grupta resveratroliin etkisi degerlendirilmis, sadece
resveratrol ile inkiibe edilen grup olmadidi icin NADPH oksidaz aktivitesine dogrudan
etkinligi degerlendirilememistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ereksiyon fizyolojisinde ana mekanizma endotele bagl diiz kas gevsemesidir. Bu
nedenle kavern6z dokuda endotel bitlnliginin ve fonksiyonlarinin devaminin

saglanmasi 6nem tasimaktadir.

Bir adipokinin olan resistinin kemirgenlerde yapilan calismalarinda insilin direnci
ve metabolik bozukluklara aracilik eden bir mediatdr oldugu kabul edilmistir. Yine
hayvan ve insan calismalarinda, insan resistininin kardiyovaskiiler hastaliklar igin bir
biyomarker ve insan koroner arter hastaliginda potansiyel bir mediator olduguna dair
gucli kanitlar saglanmistir [101]. Kardiyovaskiiler hastaliklarda artis gostermesinin
yani sira, vaskiiler yapilarda endotel fonksiyonunu bozdugu gosterilmis ancak
kaverndz doku gevseme vyanitlarina etkisine dair literatlirde bir Dbilgiye
rastlanmamigtir. Resistin ED iliskisinden bahseden tek bir klinik galisma vardir. Bu
calismada da sadece tip 2 diyabete eslik eden ED'nu olan hastalarda kan resistin
diizeyinde artis oldugu bildirilmistir [4]. Bu calismamizla birlikte ilk defa resistinin
penil dokuda gevseme ve kasiima yanitlarina etkisi arastirimistir. Ayrica penil dokuda
koruyucu ve tedavi edici etkinligi gosterilen resveratrol [6] varliginda resistine bagli

olusan etkilerin geriye donlisiimiiniin olup olmadigi degerlendirilmistir.

Ylksek doz resistin varliginda penil dokudaki fizyopatolojik degisiklikleri
degerlendiren bir calisma bulunmamaktadir. Laboratuvarimizda yapilan ©nceki
calismalarimizin devami niteliginde olan /n vitro kosullarda resistinin penil doku

Uzerine direk etkisi dederlendirilmistir.
Yiiksek doz resistin varliginda;
a. fonksiyonel yanitlardaki degisiklikler
b. oksidatif streste arttigi bilinen NADPH oksidaz doku diizeyi arastirilarak,

c. Yine oksidatif stresi azalttigi ve eNOS enzim aktivasyonunu arttirdigi bilinen
resveratroliin yliksek doz resistin varliginda penil dokudaki etkileri arastirilarak ilk kez
resistinin penil doku fizyopatolojisindeki rolii ve bu kosulda resveratroliin etkinligi

degerlendirilmistir.
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Literatiirdeki calismalar degerlendirildiginde resistinin tiire ve konsantrasyonuna
bagli olarak vaskdler tonus Uzerindeki etkisine aracilik eden mekanizmalarin, buna
bagli olarak da vaskiler yapidaki etkisinin degisebildigi gorilmektedir. Biz
calismamizda, etki mekanizmalarindan sadece bir kismini arastirabildik. Calismamizda
elde ettigimiz bulgular, resistinin NADPH oksidaz aktivitesini artirarak penil doku
yanitlarini degistirme potansiyeli olabilecegini disliindliirmektedir. Ancak bunun ortaya
konabilmesi icin /n vitro kosullarda farkli doz ve siirelerde resistinin etkisi
degerlendiriimelidir. Ayrica tlire goére etkileri degistigi bilindigi icin insan penil
dokusunda ereksiyon patofizyolojisi ve resistin iligskisinin mekanizmalarini arastiran
daha detaylh calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu c¢alisma sonuglarina ve
laboratuvarimizda daha 6nce yapilan galismalara goére ise resveratroliin ED lzerinde
alternatif bir tedavi hedefi olabilecedi, yapilacak olan gelecek calismalara rehber

olusturabilecegini diisiinmekteyiz.

48



7. KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

13.

Seto SW, Lam TY, Or PMY, Lee WYW ve ark. Folic acid consumption reduces resistin
level and restores blunted acetylcholine-induced aortic relaxation in obese/diabetic
mice. The Journal of Nutritional Biochemistry, 2010; 9: 872-880.

Kougias P, Chai H, Lin PH, Lumsden AB ve ark. Adipocyte-derived cytokine resistin
causes endothelial dysfunction of porcine coronary arteries. Journal of Vascular
Surgery, 2005; 41(4):691-8.

Verma S, Li SH, Wang CH, Fedak PW ve ark. Resistin promotes endothelial cell
activation: further evidence of adipokine-endothelial interaction. Circulation, 2003;
108(6):736-40.

Derosa G, Romano D, Tinelli C, D'Angelo A ve ark. Prevalence and associations of
erectile dysfunction in a sample of Italian males with type 2 diabetes. Diabetes
Research and Clinical Practice, 2015; 108(2):329-35.

Soner BC, Murat N, Demir O, Guven H, Esen A ve ark. Evaluation of vascular smooth
muscle and corpus cavernosum on hypercholesterolemia. Is resveratrol promising on
erectile dysfunction?. Int J Impot Res, 2010; 22(4):227-33.

Murat N, Korhan P, Kizer O, Evcim S ve ark. Resveratrol Protects and Restores
Endothelium-Dependent Relaxation in Hypercholesterolemic Rabbit Corpus
Cavernosum. The Journal of Sexual Medicine, 2016; 13(1):12-21.

Mercader J, Palou A, Bonet ML. Resveratrol enhances fatty acid oxidation capacity
and reduces resistin and Retinol-Binding Protein 4 expression in white adipocytes.
The Journal of Nutritional Biochemistry, 2011; 22(9):828-34.

Cirino G, Fusco F, Imbimbo C, Mirone V. Pharmacology of erectile dysfunction in man.
Pharmacol Ther, 2006; 111: 400-23.

d'Emmanuele di Villa Bianca R, Sorrentino R, Mirone V, Cirino G. Hydrogen sulfide
and erectile function: a novel therapeutic target. Nat Rev Urol, 2011; 8: 286-9.

Qiu X, Villalta J, Lin G, Lue TF. Role of hydrogen sulfide in the physiology of penile
erection. J Androl, 2012; 33: 529-35.

Hurt KJ, Sezen SF, Lagoda GF. Cyclic AMP-dependent phosphorylation of neuronal
nitric oxide synthase mediates penile erection. Proc Natl Acad Sci U S A, 2012; 109:
16624-9

Lasker GF, Pankey EA, Kadowitz P]. Modulation of soluble guanylate cyclase for the
treatment of erectile dysfunction. Physiology (Bethesda), 2013; 28: 262-9

Braun M, Wassmer G, Klotz T, Reifenrath B ve ark. Epidemiology of erectile

dysfunction: results of the ‘Cologne Male Survey’. International journal of impotence
research, 2000;12(6):305-11.

49



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Kaplan HS. The Evaluation of Sexual Disorders. New York, Brunne/Mazel, 1983; 23—
25.

Shamloul R, Ghanem H. Erectile dysfunction. Lancet, 2013;381 (9861):153-65.

Simopoulos EF, Trinidad AC. Male erectile dysfunction: integrating
psychopharmacology and psychotherapy. General hospital psychiatry, 2013;
35(1):33-8.

Melnik T, Abdo CG. Psychogenic erectile dysfunction. Comparative study of three
therapeutic approaches. J Sex Marital Ther, 2005; 31:243-255.

Feldman HA, Goldstein I, Hatzichristou DG, Krane RJ ve ark. Impotence and its
medical and psychosocial correlates: results of the Massachusetts Male Aging Study.
The Journal of Urology, 1994; 151(1):54— 61.

Akkus E, Kadioglu A, Esen A, Doran S ve ark. Prevalence and correlates of erectile
dysfunction in Turkey: a population-based study. European Urology, 2002;
41(3):298-304.

Steppan CM, Lazar MA. The current biology of resistin. J Intern Med, 2004; 255:439-
447.

Steppan CM, Bailey ST, Bhat S, Brown EJ ve ark. The hormone resistin links obesity
to diabetes. Nature, 2001; 409:307-312.

Juan CC, Kan LS, Huang CC, Chen SS ve ark. Production and characterization of
bioactive recombinant resistin in Escherichia coli. J Biotechnol, 2003; 103:113-117.

Jamaluddin MS, Weakley SM, Yao Q, Chen C. Resistin: functional roles and
therapeutic considerations for cardiovascular disease. British Journal of
Pharmacology, 2012; 165(3):622-32.

Gerber M, Boettner A, Seidel B, Lammert A ve ark. Serum resistin levels of obese and
lean children andadolescents: biochemical analysis and clinical relevance. J Clin
Endocrinol Metab, 2005; 90:4503—4509.

Tarkowski A, Bjersing J, Shestakov A, Bokarewa MI. Resistin competes with
lipopolysaccharide for binding to toll-like receptor 4. J Cell Mol Med, 2010;
14(6B):1419-1431.

Lee S, Lee HC, Kwon YW ve ark. Adenylyl cyclase-associated protein 1 is a receptor
for human resistin and mediates inflammatory actions of human monocytes. Cell
Metab, 2014; 19:484-497.

Benomar Y, Gertler A, De Lacy P. Central resistin overexposure induces insulin
resistance through Toll like receptor 4. Diabetes, 2013; 62:102-114.

Patel SD, Rajala MW, Rossetti L, Scherer PE ve ark. Disulfide-dependent multimeric
assembly of resistin family hormones. Science, 2004; 304:1154-1158.

50



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Patel L, Buckels AC, Kinghorn IJ. Resistin is expressed in human macrophages and
directly regulated by PPAR gamma activators. Biochem Biophys Res Commun, 2003;
300:472-476.

Kaser S, Kaser A, Sandhofer A, Ebenbichler CF ve ark. Resistin messenger-RNA
expression is increased by proinflammatory cytokines in vitro. Biochem Biophys Res
Commun, 2003; 309:286—-29010.

Barnes KM, Miner JL. Role of resistin in insulin sensitivity in rodents and humans.
Curr. Prot. Peptide. Sci. 2009; 10: 96-107.

Park HK, Qatanani M, Briggs ER, Ahima RS ve ark. Inflammatory induction of human
resistin causes insulin resistance in endotoxemic mice. Diabetes, 2011; 60(3): 775—
783.

Caldwell PR, Seegal BC, Hsu KC, Das M ve ark. Angiotensin-converting enzyme:
vascular endothelial localization. Science, 1976; 191:1050-1051.

Furchgott RF, Zawadzki JV. The obligatory role of endothelial cells in the relaxation of
arterial smooth muscle by acetylcholine. Nature, 1980; 288:373-376.

Yanagisawa M, Kurihara H, Kimura S, Tomobe Y ve ark. A novel potent
vasoconstrictor peptide produced by vascular endothelial cells. Nature,
1988;332:411-415.

Libby P. Current concepts of the pathogenesis of the acute coronary syndromes.
Circulation, 2001; 104:365-372.

Widlansky ME, Gokce N, Keaney JF, Jr, Vita JA. The clinical implications of endothelial
dysfunction. J Am Coll Cardiol, 2003; 42:1149-1160.

Endemann DH, Schiffrin EL. Endothelial dysfunction. J Am Soc Nephrol, 2004;
15:1983-1992.

Langheim S, Dreas L, Veschini L, Maisano F ve ark. Increased expression and
secretion of resistin in epicardial adipose tissue of patients with acute coronary
syndrome. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2010; 298:H746—H753.

Hogan SP, Seidu L, Blanchard C, Groschwitz K ve ark. Resistin-like molecule beta
regulates innate colonic function: barrier integrity and inflammation susceptibility. J
Allergy Clin Immunol, 2006; 118:257-268.

Jiang Y, Lu L, Hu Y, Li Q ve ark. Resistin induces hypertension and insulin resistance
in mice via a TLR4-dependent pathway.Scientific reports, 2016; 6:22193.

Dick GM, Katz PS, Farias M 3rd, Morris M ve ark. Resistin impairs endothelium-

dependent dilation to bradykinin, but not acetylcholine, in the coronary circulation.
Am ] Physiol Heart Circ Physiol, 2006; 291(6):H2997-3002.

51



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Raghuraman G, Zuniga MC, Yuan H, Zhou W. PKCe mediates resistin-induced NADPH
oxidase activation and inflammation leading to smooth muscle cell dysfunction and
intimal hyperplasia. Atherosclerosis, 2016; 253:29-37.

Gentile MT, Vecchione C, Marino G, Aretini A ve ark. Resistin impairs insulin-evoked
vasodilation. Diabetes, 2008; 57(3):577-83.

Chuang TY, Au LC, Wang LC, Ho LT ve ark. Potential effect of resistin on the ET-1-
increased reactions of blood pressure in rats and Ca®* signaling in vascular smooth
muscle cells. Journal of Cellular Physiology, 2012; 227(4):1610-8.

Sheng CH, Di J, Jin Y, Zhang YC ve ark. Resistin is expressed in human hepatocytes
and induces insulin resistance. Endocrine, 2008; 33:135-143.

Tsiotra PC, Tsigos C, Anastasiou E, Yfanti E ve ark. Peripheral mononuclear cell
resistin mRNA expression is increased in type 2 diabetic women. Mediators Inflamm,
2008; 2008: 892864.

Lee JH, Bullen JW, Jr, Stoyneva VL, Mantzoros CS. Circulating resistin in lean, obese,
and insulin-resistant mouse models: lack of association with insulinemia and
glycemia. Am J Physiol Endocrinol Metab, 2005; 288:E625-E632.

Lee JH, Chan JL, Yiannakouris N, Kontogianni M ve ark. Circulating resistin levels are
not associated with obesity or insulin resistance in humans and are not regulated by
fasting or leptin administration: cross-sectional and interventional studies in normal,
insulin-resistant, and diabetic subjects. J Clin Endocrinol Metab, 2003; 88: 4848-
4856.

Filippidis G, Liakopoulos V, Mertens PR, Kiropoulos T ve ark. Resistin serum levels are
increased but not correlated with insulin resistance in chronic hemodialysis patients.
Blood Purif, 2005; 23:421-428.

Hasegawa G, Ohta M, Ichida Y, Obayashi H ve ark. Increased serum resistin levels in
patients with type 2 diabetes are not linked with markers of insulin resistance and
adiposity. Acta Diabetol, 2005; 42:104-109.

Igbal N, Seshadri P, Stern L, Loh J ve ark. Serum resistin is not associated with
obesity or insulin resistance in humans. Eur Rev Med Pharmacol Sci, 2005; 9: 161-
165.

Al-Salam S, Rashed H, Adeghate E. Diabetes mellitus is associated with an increased
expression of resistin in human pancreatic islet cells. Islets, 2011;3(5):246-9.

Lebeche D. Diabetic cardiomyopathy: is resistin a culprit?. Cardiovasc Diagn Ther,
2015;5(5):387-393.

Aggarwal BB. Role of resveratrol in prevention and therapy of cancer:preclinical and
clinical studies. Anticancer Res, 2004; 24:2783-2840.

Bavaresco LP, Cantu E. Elicitation and accumulation of stilbene phytoalexins in
grapevine berries infected by Botrytis cinerea. Vitis, 1997; 36:77-83.

52



57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Langcake PWVM. The relationship of resveratrol production to infection of grapevine
leaves by Botrytis cinerea. Vitis, 1979; 18:244-253.

Renaud S, De Lorgeril M. Wine, alcohol, platelets, and the French paradox for
coronary heart disease. Lancet, 1992; 339:1523-1526.

Kopp P. Resveratrol, a phytoestrogen found in red wine. A possible explanation for
the conundrum of the ‘French paradox’? . Eur. J. Endocrinol, 1998; 138:619-620.

Li H, Forstermann U. Uncoupling of endothelial NO synthase in atherosclerosis and
vascular disease. Curr Opin Pharmacol, 2013; 13:161-167.

Bedard K, Krause KH. The NOX family of ROS-generating NADPH oxidases:
physiology and pathophysiology. Physiol Rev, 2007; 87:245-313.

Drummond GR, Selemidis S, Griendling KK, Sobey CG. Combating oxidative stress in
vascular disease: NADPH oxidases as therapeutic targets. Nat Rev Drug Discov, 2011;
10: 453-471.

Landmesser U, Spiekermann S, Preuss C, Sorrentino S ve ark. Angiotensin II induces
endothelial xanthine oxidase activation: role for endothelial dysfunction in patients
with coronary disease. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2007; 27: 943-948.

Schulz E, Wenzel P, Munzel T, Daiber A. Mitochondrial redox signaling: Interaction of
mitochondrial reactive oxygen species with other sources of oxidative stress. Antioxid
Redox Signal, 2014; 20: 308-324.

Li H, Wallerath T, Forstermann U. Physiological mechanisms regulating the
expression of endothelial-type NO synthase. Nitric Oxide, 2002; 7: 132-147.

Bozkurt O, Kefi A, Demir O, Murat N, Gidener S ve ark. Effects of resveratrol on the
alterations of cavernosal eNOS and LOX-1 expression in the hypercholesterolemic
condition: a preliminary study. Turk J Med Sci, 2016; 46(4):1083-8.

Leonard SS, Xia C, Jiang BH, Stinefelt B ve ark. Resveratrol scavenges reactive
oxygen species and effects radical-induced cellular responses. Biochem Biophys Res
Commun, 2003; 309: 1017-1026.

Jia Z, Zhu H, Misra BR, Mahaney JE ve ark. EPR studies on the superoxide-scavenging
capacity of the nutraceutical resveratrol. Mol Cell Biochem, 2008; 313: 187-194.

Ungvari Z, Orosz Z, Rivera A, Labinskyy N ve ark. Resveratrol increases vascular
oxidative stress resistance. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2007; 292: H2417-
H2424.

Xia N, Forstermann U, Li H. Resveratrol as a gene regulator in the vasculature. Curr
Pharm Biotechnol, 2014b; 15: 401—-408.

Boydens C, Pauwels B, Vanden L, Van J. Protective effect of resveratrol and quercetin

on in vitro-induced diabetic mouse corpus cavernosum. Cardiovasc Diabetol, 2016;
15(1):46.

53



72,

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Akdag H, Murat N, Evcim S, Esen A ve ark. Acute effect of rosiglitazone on relaxation
responses in hypercholesterolemic corpus cavernosum. Int J Impot Res. 2016;
28(3):110-3.

Yafi FA, Jenkins L, Albersen M, Corona G ve ark. Erectile dysfunction. Nat Rev Dis
Primers, 2016; 2: 16003.

Haidara M, Mikhailidis DP, Yassin HZ, Dobutovic B ve ark. Evaluation of the possible
contribution of antioxidants administration in metabolic syndrome. Curr Pharm Des,
2011; 17:3699-712.

Kaya E, Sikka SC, Gur S. A comprehensive review of metabolic syndrome affecting
erectile dysfunction. J Sex Med, 2015; 12(4):856-75.

Ciccone MM, Iacoviello M, Puzzovivo A, Scicchitano P ve ark. Clinical correlates of
endothelial function in chronic heart failure. Clin Res Cardiol, 2011; 100:515-21.

Grundy SM, Cleeman JI, Merz CN, Brewer HB Jr ve ark. Implications of recent clinical
trials for the National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III
guidelines. Circulation, 2004; 110:227-39.

Bal K, Oder M, Sahin AS, Karatas CT ve ark. Prevalence of metabolic syndrome and
its association with erectile dysfunction among urologic patients: Metabolic
backgrounds of erectile dysfunction. Urology, 2007; 69:356—-60.

Lazar MA. Resistin- and obesity-associated metabolic diseases. Horm Metab Res,
2007; 39: 710-716.

Stienstra R, van Diepen JA, Tack CJ. Inflammasome is a central player in the
induction of obesity and insulin resistance. Proc Natl Acad Sci, 2011; 108:15324—
15329.

Yang B, Li M, Chen B, Li TD. Resistin involved in endothelial dysfunction among
preclinical Tibetan male young adults. J Renin Angiotensin Aldosterone Syst, 2012;
13(4):420-5.

Fehmann HC, Heyn J. Plasma resistin levels in patients with type 1 and type 2
diabetes mellitus and in healthy controls. Horm Metab Res, 2002; 34: 671-673.

Forsblad d'Elia H, Pullerits R, Carlsten H, Bokarewa M. Resistin in serum is associated
with higher levels of IL-1Ra in post-menopausal women with rheumatoid arthritis.
Rheumatology, 2008; 47: 1082—-1087.

Laudes M, Oberhauser F, Schulte DM, Freude S ve ark. Visfatin/PBEF/Nampt and
resistin expressions in circulating blood monocytes are differentially related to obesity
and type 2 diabetes in humans. Horm Metab Res, 2010; 42:268-273.

Burnett MS, Lee CW, Kinnaird TD, Stabile E ve ark. The potential role of resistin in
atherogenesis. Atherosclerosis, 2005; 182: 241-248.

54



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Chen C, Jiang J, LG IM, Chai H ve ark. Resistin decreases expression of endothelial
nitric oxide synthase through oxidative stress in human coronary artery endothelial
cells. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2010; 299(1): H193—-H201.

GOocmez SS, Utkan T, Gacar N, Sarioglu Y. Chronic administration of fluoxetine
impairs neurogenic and endothelium-dependent relaxation of the rabbit corpus
cavernosum smooth muscle. Eur J Pharmacol, 2011; 16;670(1):224-8.

Luo J, Huang L, Wang A, Liu Y ve ark. Resistin-induced endoplasmic reticulum stress
contributes to the impairment of insulin signaling in endothelium. Front. Pharmacol,
2018; 9:1226.

Takahashi K, Totsune K, Kikuchi K, Murakami O. Expression of endothelin-1 and
adrenomedullin was not altered by leptin or resistin in bovine brain microvascular
endothelial cells. Hypertension Research, 2006; 29:443—448.

Samsamshariat SZA, Sakhaei F, Salehizadeh L, Keshvari M ve ark. Relationship
between resistin, endothelin-1, and flow-mediated dilation in patient with and without
metabolic syndrome. Adv Biomed Res, 2019; 8:16.

Fu Q, Yao DH, Jiang YQ. Effect of sodium nitroprusside on hemodynamics of corpus
cavernosum in Chinese. Asian J Androl, 2001; 3(4):311-3.

Gao B, Xue ZY. Nitric oxide induced relaxation of isolated canine blood vessel and
cavernous smooth muscle. Chin J Urol, 1996; 17: 109-13.92

Simopoulos AP. The Mediterranean diets: What is so special about the diet of Greece?
The scientific evidence. J Nutr, 2001; 131:30655-3073S.

Sander GE, Wilklow FE, Giles TD. Heart failure in diabetes mellitus: causal and
treatment considerations. Minerva Cardioangiol, 2004; 52:491-503.

Blann AD, Lip GY. The endothelium in atherothrombotic disease: assessment of
function, mechanisms and clinical implications. Blood Coagul Fibrinolysis, 1998;
9:297-306.

Shah AM, Channon KM. Free radicals and redox signalling in cardiovascular disease.
Heart, 2004; 90:486—-487.

Griendling KK. NADPH oxidases: new regulators of old functions. Antioxid Redox
Signal, 2006; 8:1443-1445.

Jin L, Burnett AL. NADPH oxidase: recent evidence for its role in erectile dysfunction.
Asian J Androl, 2008; 10(1): 6-13.

Cheng PW, Ho WY, Su YT. Resveratrol decreases fructose-induced oxidative stress,

mediated by NADPH oxidase via an AMPK-dependent mechanism. Br J Pharmacol,
2014; 171:2739.

55



100. Chen F, Qian LH, Deng B. Resveratrol protects vascular endothelial cells from high
glucose-induced apoptosis through inhibition of NADPH oxidase activation-driven
oxidative stress. CNS Neurosci Ther, 2013; 19:675.

101. Lee SE, Kim HS. Human resistin in cardiovascular disease. J Smooth Muscle Res,
2012; 48(1):27-35.

56



8. EKLER

8.1 EK-1 Etik Kurul Onayi

A

/0 DOKUZ EYLUL ONIVERSITES! MULTIDISIPLIN LABORATUVAR) HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULY
-

&ndem No/ Toplanti Na/Yil : 08/24/2016 45360 ncirain, bamir-3:32- 4122236

Toplants Tarihi : 27 Aralik 2016

Sayin, Dog. Dr.Nergiz DURMUS
Tibbi Farmakoloji AD.

22/2016 Protokol No'lu:  yuruticusii oldujunuz “Resistinin tavsan korpus
kavernosumundaki etkisi dzerinde resveratroliin rold” isimli projede; Sedef Gidener'in
donisman oldugu, 16 adet tavsamin kullanilacad projede, gonderilen belgeler incelenerek,
projeye Turkan Gungor, Erkan Kahraman, Ozan Bozkirt aregtirial clarak dohil ediimesi
uygun bulunmus clup etk acidan sak nca ¢lmadiding oy birhi ile karor verilmis=ir,

Bilgilerinizi ve gered ni rica ederiz.

Prof Dr.Osmah YILMAZ Pﬁx\-’(—;
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruly Prof .Dr.Ali Necati GOKMEN
Bagkan Bagkan Vekili

'-' v‘-ll
[ S
{ z Uy ¢/ et
Prof Dr. Hatice OLGUN
Uye

Prof_Dr.G0lgin OKTAY
Oye(Topl.Katilamadi)

Dog . Dr.Nergiz DURMUS Dog.Dr.Pembe UYGUN K
Uye (Arastirici) Uye: /

Dog. br Neérmin Niket GOGMEN MAas

o) ' ¥ - ¢
beg. Dr:Zekiye Suitan ALTUN Yard.Dog Dr LEMEE
/

\

2 éh‘«*ﬁ-i‘-;u \
~~ Zehra KINAM Vet.Hekim Adngn| SERPEN]
e e
NOT: Prajede vopilan diselt melerin pro e sasviru formunda bold karaster Kl el Nbrak'y: =ilmos
1
\ | ‘

o5LU

— ]

projeain incelenres agisindar saghki alaccknir

\
v

57



8.2 EK-2 Ozgegmis

Kisisel Bilgiler
ietisim Bilgileri
Kimlik Numaras
Dogum Tarini

iletigim Aaresi

Telefon
E-posta
Web Adresi

Egitim Bilgileri

Deneyim / igyeri Bilgileri

Yabana Dil Bilgileri

TURKAN GUNGOR
2429563869%
06/02/1992

Mansurogiu Man. 288/6 Sok. No:11 Kat: 7 Daire: 23-24 Yurt I Merkezi 35030
Mimar Sinan Mah. 1487. Sok. No:5 Hasan Ercan Apt Daire-10
{553)4793535

turkangungorSZ@gmail.com

01 Eyfial 2016 - Su Anda (2 yil 8 ay)

Yiksek Lisans, Tezli Program, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI. TURKIYE
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU, FARMAKOLOJI {YL)

Agrlikh Genel Not Ortalamast: 3.96 7 4.0

01 Agustos 2010 - 01 Haziran 2016 (S wi 11 ay)

Lisans, Anadal/Normal Ogretim, EGE UNIVERSITESI, TURKIYE
ECZAOLIK FAKULTESI, ECZACILIK PR.

Agirikh Genel Not Ortalamast: 3.63 / 4.0

01 Agustos 2006 - 01 Haziran 2010(3 i 11 ay)

MiLLi EGITIM BAKANLIGI iL MiLLi EGITIM MUDURLUKLERI VE OKULLAR DENIZLI
ILINDEKI OKULLAR iL MERKEZINDEKI OKULLAR DENIZLi ERBAKIR FEN LISESI,
TURKIYE

Diploma Numarasi: 90.54

01 Mayis 2016 - Su Anca (3 i) (Tam Zamanh)
UZMAN, GEN iLAG VE SAGLIK URUNLERI A S.

INGILIZCE (Okuma: lyi. Yazma: iyi, Konusma: iyi)

Sayfa1/2

isan 2013

ma Zamane 13

58



