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OZET

AKUT ISKEMIiK PRiAPiZM MODELINDE FERULIK ASITIN iSKEMi
REPERFUZYON HASARI UZERINE OLASI KORUYUCU ETKILERININ
DEGERLENDIRILMESI

Giris:

Peniste olusan iskemik priapizm durumda ven6z obstriiksiyon ve korpus kavernozum
icerisinde staz meydana gelmektedir. Miidahalede ge¢ kalinmasi durumunda ise bu,
kavernozal diiz kaslarda nekroz, irreversibl korporal fibrozis ve erektil disfonksiyona yol
acabilmektedir. Birbiriyle iliskili birgok mekanizma sonucu devam eden sliregte priapizm
sonlanir ve iskemi reperfiizyon hasar1 olusur. Ferulik asit, iyi bilinen bir fenolik tiirevi olup,
hiicrelerin oksidatif strese karsi serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmasima veya
detoksifikasyonunun saglanmasina ve ¢esitli islev bozukluklarinin 6nlenmesine yardimci

olmaktadir.
Amac:

Sicanlarda olusturulan penil iskemi-reperfiizyon modelinde uygulanan ferulik asitin,
priapizm+reperfiizyon hasari1 iizerine olasi olumlu etkilerinin histolojik ve biyokimyasal

acidan degerlendirilmesi amac¢lanmistir.
Gerec ve Yontem:

Bu deneysel ¢alismada Spraque Dawley tipi, 350-400 gr agirliginda toplam 18 adet
eriskin erkek rat kullanilmistir (3 grup; her bir grupta 6 rat; kontrol, priapizm-+reperfiizyon,
priapizm+ reperflizyon+ferulik asit). Alinan penektomi materyalinde doku TOS, TAS, OSI,
GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA, SOD, GPx seviyelerindeki degisiklikler ile
sakrifiye edilen ratlardan aliman penis dokusunun histolojik &zellikleri (kaverndz siniis

konjesyonu, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, tunika albugineada ayrilma) degerlendirilmistir.
Bulgular:

Biyokimyasal verilerden istatistiksel olarak anlamli bulunan deger; TOS ve SOD’ idi.
Calismamizda histolojik veriler agisindan istatistiksel olarak anlamli bulunan parametreler ise
tunika albugineada olusan ayrilma, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, vazokonjesyon degerleri

olarak gbze carpti.



Sonuc:

Ferulik asitin, priapizm/ reperiizyon durumunda dokularda olusabilecek biyokimyasal

ve histolojik hasar1 engellemede etkili olabilecegi kanis1 uyanmastir.
Anahtar Kelimeler:

Priapizm,Sinnamik asit, Reperfiizyon hasari



SUMMARY

ASSESSMENT OF POSSIBLE PROTECTIVE EFFECTS OF FERULIC ACID
ON ISCHEMIC REPERFUSION INJURY IN AN ACUTE ISCHEMIC
PRIAPISM MODEL

Introduction

In the case of ischemic priapism in the penis, venous obstruction and stasis in the
corpus cavernosum occur. Event of delay in the treatment, lead to necrosis of cavernous
smooth muscles, irreversible corporal fibrosis and erectile dysfunction. As a result of many
interrelated mechanisms, priapism ends in the ongoing process and ischemia reperfusion
damage occurs. Ferulic acid is one of the well-known phenol compounds, which helps to
protect cells from the harmful effects of free radicals against oxidative stress or to provide

detoxification and prevent various dysfunctions.
Objective

It is aimed to evaluate the possible positive effects of ferulic acid on
priapism+reperfusion injury in a penile ischemia-reperfusion model created in rats from a

histological and biochemical point of view.
Materials and Methods:

In this experimental study, a total of 18 adult male rats (Spraque Dawley type,
weighing 350-400 g),were used (3 groups; 6 rats in each group; control,

priapism+reperfusion, priapism+ reperfusion+ ferulic acid).

Changes in tissue levels of TOS, TAS, OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP,
MDA, SOD, GPx in the penectomy material taken and histological characteristics of the penis
tissue taken from the sacrificed rats (cavernous sinus congestion, inflammatory cell

infiltration, separation in the tunica albuginea) were evaluated.
Findings

The values found to be statistically significant from biochemical data are TOS and
SOD. In our study, the data that were statistically significant in terms of histological data were
monitored for cavernous sinus congestion, inflammatory cell infiltration, separation in the

tunica albuginea values in the tunica albuginea.



Result

It has been concluded that ferulic acid may be effective in preventing biochemical and

histological damage that may occur in tissues in case of priapism/reperfusion.

Keywords: Priapism,Cinnamates,Reperfusion injury
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1.GIRIS

Priapizm en yaygin iirolojik acillerden biri olup cinsel iligki ya da stimiilasyondan
bagimsiz olarak 4 saatten fazla siiren uzamis ya da inatg1 penil ereksiyon olarak tanimlanir(1).
Her yasta olabilmektedir, genel popiilasyonda 100.000’de 0,5-0,9 vaka gibi diisiik insidansi
vardir(2). Kronik hemolitik anemiyle giden bir hastalik olan orak hiicreli anemide ise
prevalansi 18 yas altinda %3,6 iken 18 yas iizerinde %42’lere ¢cikmaktadir(3). Iskemik (diisiik

akim), non-iskemik (yliksek akim) ve rekiiren olmak tizere priapizmin 3 ana tipi tariflenmistir.

Iskemik priapizm (IP) kavernozal arteriyel akimin ¢ok az oldugu ya da hi¢ olmadig1 ve
sadece kavernozal cisimlerin rijiditesiyle giden kalici ereksiyondur(4). Tedavi edilmedigi

takdirde priapizmin ¢oziilmesi giinler siirebilmektedir ve erektil disfonksiyon kaginilmaz olur.

IP priapizmin > %95 oraniyla en sik karsilasilan tipidir. Ana patoloji zamanla beraber
progresif olarak artan hipoksi, hiperkapni ve asidoza bagli olarak degisen korporal metabolik
degisimlerdir(4). 4 saatin lizerine ¢ikan siirelerde IP kavern6z dokulardaki dolasimi ciddi
sekilde tehlikeye atan korpus kavernozumun kapali alani igindeki basing artisi ile karakterize
edilir. Kompartman sendromunun korporal fibrozis ve kalici erektil disfonksiyon gibi
potansiyel geri doniissiiz sonuglarini dnlemek i¢in acil tibbi miidahale gerekir(5). Priapizm
oncesi erektil fonksiyonun idamesini 6ngoriideki en 6nemli prediktor priapizm siiresidir bu
baglamda baslangigtan 48-72 saat sonraki miidahaleler ile agriy1 ve ereksiyonu gidermekte
faydali olurken erektil fonksiyonu korumada smirli fayda gosterir. Patogenezde 12 saatte
korporal 6rneklerde interstisyel 6dem, siniizoidal endotelin destriiksiyonu, bazal membran
kaybi1 ve 24 saatte trombosit adezyonu, 48 saatte sinlizoidlerde trombiis ve diiz kas nekrozu ve
fibrozis baglar(6). Hematolojik diskreziler, iskemik priapizm igin baslica risk faktoriidiir.
Iyatrojenik olarak intrakavernozal enjeksiyonlar, oral fosfodiesteraz tip 5 (PDE 5) inhibitorleri
de priapizme neden olabilmektedir. Penisin mesane ve prostat kanserine sekonder metastatik

infiltrasyonu da priapizme neden olur.

Priapizmin sonlanmasi ile birlikte iskemi reperfiizyon (IR) hasar1 meydana
gelmektedir(7). Reperfiizyon iskemik dokunun korunmasi i¢in gerekli olmasina ragmen,
reperflizyonun kendisi IR hasarim1 meydana getiren patofizyolojik siireci baslatmaktadir.
Oksidatif stres hiicre membraninda tahribat olusturup kalici hiicre hasarma yol agarak
dokularda yikici etkilere neden olur. TGF-b (Transforming Growth Factor Beta) doku

onariminda hayati onem tastyan bir sitokindir. TGF-b’nin up-regiilasyonu hipoksi sirasinda
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oksidatif strese yanit olarak ortaya c¢ikmaktadir(8). Asir1 miktarda TGF-bl iskemik
priapizmde fibrozise neden olan aracilardan birisidir. TGF-b1 nétralize edici antikorlar kisa

stireli priapizm durumlarinda TGF-b1’in fibrotik etkilerini azaltmistir(9).

Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin hiicre membraninda bulunan poliansatiire
yag asitlerini etkilemesi sonucu meydana gelen zincirleme bir reaksiyondur. Bu nedenle
oksidatif hasar lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan malondialdehitin (MDA), 4-
Hidroksinonenal (4-HNE) ve hegzenal isimli aldehitlerin doku diizeylerinde artmasina neden
olur(10,11).

Fenolik bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin arastirilmast ozellikle son 20 yilda
poptiler bir alan haline gelmistir. Bunun ana nedeni fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleri
ve bunlarin kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar, kanser, I/R hasar1 ve oksidatif
stresle iliskili diyabet gibi ¢esitli hastaliklar1 onlemedeki olasi roliidiir. Ferulik asit (4-
hidroksi-3-metoksisinnamik asit, FA) Ferula foetida'dan izole edilmistir(12-14). FA, hem
serbest formda hem de bitkilerin hiicre duvarinda polisakkaritler, glikoproteinler, poliaminler,
lignin ve hidroksi yag asitleri ile kovalent olarak konjuge halde bulunur(15). FA’nin dogal
kaynaklar1 arasinda piring, bugday, yulaf, meyveler, fasulye, kahve tohumlari, enginar, fistik
ve findik yer alirken; Angelica sinensis, Cimicifuga racemosa ve Ligusticum chuangxiong

gibi Cin bitkilerinin de bir bilesenidir(16).

Ferulik asidin antioksidan oOzelliklerinin kesfedilmesi ile birlikte bir¢cok biyolojik
kullanim1 dikkat ¢ekmistir. FA, antioksidan, antiinflamatuvar, antialerjik, hepatoprotektif,
kardiyoprotektif, noroprotektif, antikanserojenik (akciger, meme, kolon ve cilt kanseri),
antimikrobiyal, antiviral, vazodilator, antitrombotik, antidiyabetik, spermlerin canliligim
arttirict biyomedikal etki dahil olmak tizere genis spektrumlu etkilere sahiptir. Ayrica cilt
bakim formiilasyonlarinda fotokoruyucu bir bilesen ve gida endiistrisinde lipid
peroksidasyonunu onlemek icin bir gida katki maddesi olarak yaygin olarak

kullanilmaktadir(17-19).

Biz bu calismada ratlarda deneysel olarak olusturulan akut iskemik priapizm
modelinde doku TOS, TAS, OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA, SOD, GPx
seviyelerindeki degisiklikler ve uygulanacak olan ferulik asidin iskemi reperfiizyon hasari
lizerine olas1 koruyucu etkilerinin oksidan-antioksidan denge agisindan degerlendirilmesini

amacliyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1 Penis Anatomisi

Penis belirgin anatomik kompartmanlara bdliinebilir. Penis bir ¢ift kavernoz cisim ve
bir adet spongioz cisimden olusur. Kaverndz cisimler erektilite 6zelligi gosterir, proksimale
uzanim gdstererek krus ismini alir ve pubik arka tutunur. Uretra spongidéz cismin i¢inden
gecer ve spongidz cismin proksimal segmentine bulbus denir. Ereksiyon halindeki penisin
superior yiiziine dorsum, iiretrayr da barindiran inferior yiiziine de ventrum denir. Penisin
biiylik bir kismi korpus kavernozumlarin pubisin altinda penil hilumda birlesmesiyle olusur.
Korpus kavernozumlar bir septum vasitasiyla birbirinden ayrilmislardir fakat bu septum
distalde s1v1 gecisine izin vererek vaskiiler alanlar arasinda baglanti kurulmasina izin verir. Bu
inkomplet septum bu iki korporal cismin fizyolojik ve farmakolojik olarak tek bir yap1 gibi
fonksiyon gostermesine olanak saglar. Tunica albuginea iki tabakadan olusmaktadir. i¢ tabaka
siirkiiler uzanim gdsterir ve kaverndz doku barmndirir. I¢ tabakadan corporal cisme uzanan
interkaverndzal bantlar erektil dokuyu giiclendirir. D1s tabaka ise longitudinal uzanim gosterir
ve glans penisten proksimal kruraya uzanir ve inferior pubik ramusta sonlanir. Ereksiyonda
tunikanin dis longitudinal ve i¢ sirkiiler lifleri gergin bir vaziyet alirken penis flask haldeyken

gevsek bir hal alir.(20)

Kavernozal yap1 penise esneklik, gii¢ ve rijidite saglar. Bulbusun distalinde korpus
spongiozum incelir ve korpus kavernozumun alt kisminda(ventrum) seyreder. Glans penis
corpus spongiozumun en distal segmentidir. Korona glansin tabanini penis saftindan ayirir.
Dorsalde buck fasyasi her iki kavernozal yapiyr sarar. Ventralde buck fasyasi corpus
spongiozumu sarmak i¢in boliiniir. Rektus kilifindan gelen kollajen ve elastik lifler, Buck
fasyasi ile karisarak penisin fundiform ligamani olarak devam ederler. Pubisten gelen derin
lifler penisin suspansuar ligamanini ulastirirlar. Corpus kavernozum kaslarmin derinliklerinde
tunica albuginea ile Buck fasyas1 birlesir. Buck fasyasi distalde koronada glansin tabaniyla
birlesir. Penil saftin derisi oldukca elastik yapidadir ve glandiiler element olarak sadece
koronanin tabaninda yerlesim gosteren smegma iireten glandlar1 icerir. Penil deri dartosa
gevsek bir sekilde tutundugundan oldukca mobildir. Siinnetsiz erkeklerde prepisyum glansin
lizerinden katlanir ve koronanin altina yapisir. Glans penis cildi immobildir ve altta tunica

albugineaya baglanir.(20)
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Sekil 2.1 Penisin enine Kkesiti (20)
2.1.1 Penisin Arteryal Dolasim

Penisi besleyen iki arteryal sistem bulunmaktadir. Bunlardan ilki eksternal
pudendal arterden koken alan siiperfisyel arteriyel sistem, diger ise her iki tarafin internal
pudendal arterinden kdken alan derin arteriyel sistemdir. Ana penil arter perineal membranin
iistiinde Alcock kanalinda devam eder ve erektil yapilart beslemek i¢in {i¢ dal halinde
sonlanir. Bulboiiretral arter korpus spongiozuma posterolateral sinirinin {istiinden girmek i¢in
perineal membrani penetre eder. Bu arter iiretra, spongiozum ve glansi besler. Kavernozal
arter penil hilumda erektil dokunun merkezine yakin bir noktadan korporal yapiyr deler. Bu
arter diiz ve helisin arter dallarii vererek kavernozal siniisleri besler. Dorsal arter krus ve
pubis arasinda seyrettikten sonra korporal cismin dorsal yiiziinii besler. Dorsal arter dorsal ven
ve dorsal penil sinir arasinda seyreder ve her li¢ yap1 da Buck fasyasinin altina yapisir.Glansa
dogru ilerlerken spongioz yapiya ve iliretraya kavernoz dallar1 ve sirkiimferensiyel dallari

verir. (20)
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Dorsal a.

Bulbar a.
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Sekil 2.2 Penisin arteryal dolasimi (20)



2.1.2 Penisin Venoz Dolasim

Yiizeyel dorsal ven Buck fasyasinin disinda uzanirken, derin dorsal ven Buck
fasyasinin i¢inde ve her iki dorsal arterin arasinda uzanim gosterir. Glansin tabaninda birgok
vendz dallar bir araya gelerek penisin dorsal venini olusturur ve bu ven korporal yapilarin
arasindaki olukta seyrettikten sonra preprostatik pleksusa drene olur. Penil saftin distal
2/3’lik kisminda korpus spongiozumdan koken alan sirkumfleks venler derin dorsal vene dik
bir agiyla girmek i¢in korpus kavernozumun etrafinda yol alirlar. Sirkumfleks venler sayica 3
ile 10 arasindadir. Kavernéz siniislerden olusan intermedier veniiller subtunikal kapiller
pleksusa drene olurlar. Bu pleksuslardan olusan emisser venler tunika katlar1 arasinda oblik
bir yol izleyerek dorsolateralden sirkumfleks venlere drene olurlar. Penisin proksimal
1/3’linde emisser venler, sayilar1 2 ile 5 arasinda degisen kaverndz venleri olusturmak i¢in
kaverndz yapilarin dorsomedial yiizeyinde birlesirler. Penisin hilumunda bu damarlar krura ve
bulbusdan dallar almak suretiyle her iki yapmin arasinda seyreder ve internal pudendal vene
dokdiliir. (20)

Retropubic
5 venous plexus
UPERFICIAL SYSTEM -
External 5 Qg DEEP SYSTEM
udendaN . R. internal
Eein &R i L B pudendal
Superficial s - R l':a vein
dorsal vein L ,‘,‘-'-P" i ,._r—-—IF;LJ Enéﬁrdnaall
4 ‘"‘"‘-‘ﬂr =
‘ ) vein
P A\ Cavernosal
vein
Crural
veins

INTERMEDIATE SYSTEM

Circumflex
veins

Deep dorsal
vein

Sekil 2.3 Penisin venoz sistemi (21)



2.1.3 Penisin Lenfatik Drenaji

Penis derisinden koken alan lenfatikler yiizeyel inguinal ve subinguinal lenf nodlarina
drene olur. Penis saftindan koken alan lenfatikler ise dorsuma dogru yaklasir ve her iki taraf
kasik bolgesine dallar vererek inguinal lenf nodlarina drene olurlar. Glanstan koken alan
lenfatikler ise Buck fasyasmin derinliklerinde seyrederek bilateral yiizeyel ve derin inguinal

lenf nodlarina drene olur.(20)

2.1.4 Penisin Inervasyonu

Penisin sensoriyel inervasyonu dorsal sinirler tarafindan saglanmaktadir. Bu
sinirler dorsal arterlerin yoniinde seyreder ve glansi zengin bir sekilde besler. Perineal
sinirlerden kaynaklanan kiiciik dallar glansin distaline kadar penisin ventralini inerve eder.
Penisin somatik inervasyonu S2,S3,S4 spinal sinirlerden kdken alan pudendal sinir tarafindan
saglanmaktadir. Pudendal sinir Alcock kanalindan geger ve distalde penisin dorsal siniri
olarak devam eder. Kavernoz sinirler korporal yapilara girdikten sonra pelvik pleksustan
gelen sempatik ve parasempatik innervasyonu saglamak i¢in erektil dokuda dallara ayrilirlar.

(20)
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Sekil 2.4 Dorsal penil arterler, venler ve sinirler (20)

2.2 Penisin Histolojisi

Her bir korpus kavernozum kolajen,elastik lifler ve diiz kas iceren dens bir kilifla
ortiiliidiir. Korpus kavernozumun tunikal kilifi iki tabakali bir yapidir. i¢ tabakanin demetleri
kavernéz dokuyu sarar,destekler ve sirkiiler diizen gosterir. Bu tabakadan yayilan
intrakaverndzal bantlar septumu destekleyip erektil dokuya esas gili¢ verir. Dis tabaka
demetleri glans penisten proksimal kruraya kadar longitudinal olarak uzanir(20). Her iki
kavernoz cismin kiliflar1 orta hatta birleserek median septumu olustururlar. Korpus

spongiozum da bir kilif ile ortiiliidiir fakat bu kilif kaverndz cisminkine gore daha incedir.



Korpus spongiozumda dis tabaka veya intrakorporeal kolonlarin bulunmamasindan dolay1

erekte haldeki basing spongioz cisimde diistik kalir.

Erektil cisimlerin etrafin1 saran bag doku kilifindan kdken alan ¢ok sayidaki septalar
koprus kavernozum ve korpus spongiozuma dogru uzanarak bir ag olusturur. Arter ve venlerle
iliskili bu ags1 bosluklar endotel ile doselidir. Normal halde bosturlar fakat ereksiyon
esnasinda basing altinda kanla dolarlar. Ereksiyon esnasinda korpus kavernozum dens bir
kilifa sahip olmas1 sebebiyle rigid forma biiriiniirken korpus spongiozum elastik bir kilifa
sahip olmasi nedeniyle ayni rigiditeyi gosteremez. Boylelikle ereksiyon esnasinda penil iiretra

patent kalarak semenin akisina izin verir (22).

2.3. Ereksiyon Fizyolojisi

Ereksiyon; siniizoidal gevsemeyi, arteriyel dilatasyonu ve vendz kompresyonu
kapsar(23). Diiz kas gevsemesinin 6nemi hayvanda ve insanda ¢aligmalarla gosterilmistir(24—
28). Ereksiyonda penil erektil doku, 6zellikle kaverndzal diiz kas ve arteriyol-arteriyel duvar
diiz kaslar1 anahtar rol oynar. Flask halde bu diiz kaslar sadece kii¢iik bir miktar arteriyel
akima izin verecek sekilde tonik bir bigimde siirekli kasilirlar. Parsiyel oksijen basinci(pO,)

35 mmHg’dir(29).

Seksiiil uyari, kavernozal sinir terminallerinden ndrotransmitter salinimi yaptirir.
Norotransmitter salinimi bu diiz kaslarda gevsemeye sebep olarak arteriyol ve arterlerin
dilatasyonuna ve korporal kan akiminda artisa neden olur. Vaskiiler sinuzoidlerde hapsolan
kan, periferal sinilizoidler ile tunica albuginea arasindaki subtunikal vendz pleksusa
kompresyon yaparak latent fazda venoz akimi azaltir. Timesans fazinda tunica gerilme
kapasitesine ulaginca penis biiyiir ve i¢ siirkiiler ve dis longitudinal tabaka arasindaki emisser
venlere kompresyon uygulanir. Emisser venlerin maksimum okliizyonu ile beraber
intrakaverndzal basing 100 mm Hg’ye ulasir ve penis erekte olur(full-ereksiyon fazi).

Iskiokavernoz kaslarin kasilmast ile de basing daha da artar(rijid ereksiyon faz1)(20).

Korpus spongiozum ve glans penisin hemodinamigi korpus kavernozumdan biraz
farklidir. Ereksiyon esnasinda, arteriyel akim ayni sekilde artsa da korpus spongiozum
tunicasi ince, glansta ise hi¢ olmamasi nedeniyle vendz okliizyon minimaldir. Buralardaki
basing kavernozal basincin ancak {igte biri ila yaris1 kadar olacaktir (20).Erkek cinsel eylemini
baslatmak i¢in duyusal sinir sinyallerinin en 6nemli kaynagi glans penistir. Seksiiel sinyaller
pudendal sinire iletilir ve sonrasinda spinal kordun sakral bolgesindeki sakral pleksusa

ardindan beyinde son bulur(30).



Ereksiyon spinal kordun sakral bolgesinden gelen penise pelvik sinirlerle gecen
parasempatik uyarilarla gergeklesir. Bu parasempatik sinir lifleri, diger ¢ogu parasempatik
liflerin aksine, asetilkoline ek olarak, nitrik oksit ve/veya vazoaktif intestinal peptid
salgilar(31).Ozellikle nitrik oksit, korpora kavernoza ve korpus spongiozumun erektil
dokunun kas yapisint ve penis arterlerini gevsetir.(30) Seksiiel stimiilasyon sirasinda
parasempatik impulslar ereksiyonu desteklemenin yaninda, iiretral glandlar1 ve bulboiiretral
glandlar1 mukus salgilamalar1 konusunda uyarirlar. Bu mukus, birlesme sirasinda, iiretra
boyunca akarak lubrikasyona katkida bulunur. Emisyon ve ejekiilasyon, erkek sekstiel
eyleminin zirve noktasidir. Seksiiel uyar1 ileri derecede yogun oldugu zaman, spinal kordun
refleks merkezleri, kordu T12-L2’den terk eden ve genital organlara ejakiilasyonun Onciisii
olan emisyonu baslatmak icin hipogastrik ve pelvik sempatik sinir pleksuslari araciligiyla

giren sempatik impulslar1 yaymaya baslarlar.(30)

2.4. Priapizmin Patofizyolojisi

Sekstiel uyar1 olmaksizin 4 saatten uzun siiren istemsiz ereksiyon olarak tanimlanan
priapizm, iirolojik acil bir patolojidir. Genel olarak priapizm etyoloji ve klinik gidisine gore
iskemik (veno-okluzif, diisik akimli), non-iskemik (yiiksek akimli) ve tekrarlayan

(intermittan) priapizm seklinde siniflandirilir(32).

Ozellikle diisiik akimli priapizm olarak tamimlanan iskemik priapizm, kavernozal
arterlerdeki kan akimmin hemen hemen tamamen durmasi sonucu agrili bir ereksiyonla
karakterizedir. Penil kan akimimin 6zellikle kavernozal dokunun bazal ihtiyacini karsilayacak
seviyenin altinda olmasi nedeniyle iskemik priapizm, kavernozal dokularda nekroz ile
sonuclanabilmektedir. Tedavinin 12 saat iginde yapilmamas: sonucu peniste histolojik
degisiklikler ortaya ¢ikabilmektedir(32,33). Ayrica iskemi siiresi uzadikca ereksiyon kaybi da
artan oranlarda saptanmakta ve 36 saat iskemi sonrasi hastalarin hemen hemen tamaminda
erektil disfonksiyon belirlenebilmektedir(33). Bundan dolay:1 iskemik priapizmde penil kan
akimmin optimal sekilde saglanmasi, acil tedavinin ana prensibi olmalidir. Bu amacla
uygulanacak giincel medikal ve cerrahi tedaviler yaninda, priapizm patofizyolojisinde etkin

olan ikincil yolaklar iizerinden yeni tedavi modelleri giincel aragtirma konularidir(33,34)

Kavernozal diiz kaslarda relaksasyon saglayan baglica yolaklar; nitrik oksit-siklik
guanozinmonofosfat (NO-cGMP) yolagi, adenozin yolagi ve hemoksijenaz 1-karbonmonoksit
(HO1-CO) yolagidir. Kontraksiyonu etkileyen olasi mekanizmalar ise; fosfodiesteraz tip 5

(PDES) enzim aktivitesi, norepinefrin (NE), endotelin-1 (ET) ve Rho-kinaz cevabidir. Penisin



anatomik yapis1 ve fonksiyonel 6zelliklerinin optimum olarak korunmasi i¢in, diiz kas
tonusunun regiilasyonunda etkili olan bu mekanizmalarin dengeli bir sekilde fonksiyon
gostermesi gerekmektedir. Dolayisiyla priapizm etyopatogenezinde penis diiz kas dokusunda
kontraksiyonda etkin olan mekanizmalar azalmis, relaksasyonda etkin olan mekanizmalarda

ise artmis bir fonksiyon beklenmektedir(9,35,36).

2.4.1 Kavernozal Diiz Kas Relaksiyonunda Artisa Yol Acan Mekanizmalar
NO-CGMP Yolag

Ereksiyonda etkin olan en 6nemli mekanizma non-adrenerjik, non-kolinerjik NO-
cGMP yolagidir. Kavernozal diiz kasin gevsemesi (tlimesans) icin asetilkolin, endotel ve sinir
hiicrelerinden nitrik oksit sentetaz (NOS) salinimini uyarir. NOS, ndronal nitrik oksit sentetaz
(nNOS), endotelyal nitrik oksit sentetaz (eNOS) ve immiin hiicreler ve makrofajlardan salinan
indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS) olmak iizere ii¢ formda bulunmaktadir. Korpus
kavernozumda her ii¢ tip de mevcut olmakla birlikte, nNOS ereksiyonun baslamasindan,
eNOS ise siirdiiriil- mesinden sorumludur. Sentezlenen NO, diiz kas hiicresi i¢ine diffiize
olarak solubl guanilat siklaz1 (sGC) aktive etmektedir. sGC ereksiyon sirasinda NO ile cGMP
arasinda baglanti gdrevi yaparak, guanozin trifosfattan (GTP) cGMP olusumunu
saglamaktadir. Olusan ¢cGMP, spesifik protein-kinaz G ile bir kompleks olusturarak bir
taraftan endoplazmik retikuluma kalsiyum sekestre ederken, diger taraftan voltaj bagiml
kalsiyum kanallarin1 inhibe eder. Ayni1 zamanda potasyum kanallarin1 agarak membran
hiperpolarizasyonunu saglar. Sonug olarak hiicre i¢i kalsiyumun diismesiyle miyozin hafif
zincir kinaz enziminin inhibisyonu, aktin iizerindeki miyozin kopriilerini ayristirir, diiz kas
gevseyerek tlimesans ortaya c¢ikar. Uzamis istemsiz ereksiyon olarak tanimlanan priapizm
patofizyolojisinde, ereksiyondaki normal diiz kas fonksiyonunu saglayan NO-cGMP
yolaginin degisen etkinliginin rol oynayabilecegi bildirilmistir(37). Claudino ve arkadaslar
orak hiicre anemili fare korpus kavernozumlarimin NO-cGMP’ye duyarliliginin artmis
oldugunu belirlemislerdir. Dolayisiyla tekrarlayan priapizm ataklarinda fizyolojik sinirlarin

tizerinde artmis olasi bir NO-cGMP duyarlilig1 rol oynayabilecektir(38).
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Sekil 2.5 Penil diiz kas gevsemesinin molekiiler mekanizmasi(39)

Adenozin Yolag:

Adenozin, ATP’den sentezlenen ve pek c¢ok metabolik olayda etkin olan bir
molekiildiir. Ozellikle hipoksi durumunda, artan oksijen ihtiyacina karsilik bir savunma
mekanizmas1 olarak vaskiiler dokularda kontraksiyon ya da relaksasyon yaparak etkin rol
oynamaktadir. Dolayisiyla iskemik bir kompartman sendromu olan priapizmde, adenozinin de
etkin olabilecegi bildirilmistir(40). Hipoksik ortamda, artan oksijen ihtiyacina bagl olarak
eks-traselliiler ortamda ATP’den CD39 ve CD74 enzimleri ile adenozin ortaya ¢ikmaktadir.
Yine hiicre i¢inde de sitokrom 5’-niikleotidaz enzim katalizorliigiinde AMP’den adenozin
sentezlenmektedir. Intraselliiler ve ekstraselliiler adenozin seviyesi equilibrative niikleotit

transporter (ENT) ile dengelenmektedir(40).

Adenozin fizyolojik etkilerini Al, A2, A3 reseptorleri iizerinden yapmaktadir. A2
reseptorii Gs proteinine baglanarak adenilat siklazi (AC) aktive etmektedir. Sonug olarak
aktive adenilat siklaz ATP’nin cAMP’ye doniisiimiinii saglayarak, A2 reseptorii araciligi ile
diiz kasta relaksasyon yapmaktadir. Al reseptorii G; ve Go, A3 reseptorii ise Gj ve Gq
proteinlerine baglanarak, ATP’den cAMP olusumunu aktive eden adenilat siklazi inhibe
etmekte ve azalan cAMP diiz kasta kontraksiyona egilimi arttirmaktadir(41,42). Adenozin
fonksiyonunu tamamladiktan sonra hem ekstraselliiler hem de intraselliiler ortamda adenozin
deaminaz (ADA) enzimi araciligiyla inosine, ayrica intraselliiler adenozin kinaz (ADK) enzim
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araciligiyla AMP’ye ve s-adenozin- homosistein hidrolaz (SAHH) araciligiyla da adenozin-

homosisteine metabolize olmaktadir(40).

Priapizm patofizyolojisinde iskemiye bagli olarak adenozin sentezinde artis ve/veya
yikiminda azalmanin olas1 etkenlerden biri olabilecegi bildirilmektedir. Wen ve arkadaglar
deneysel priapizm modellerinde adenozin deaminaz (ADA) enzim defektine bagl olarak,
adenozin seviyesinde artis oldugunu ve artan adenozin seviyesine bagli olarak da, A2g
reseptorlerinin uyarilmasiyla priapizm ortaya ¢iktigini belirlemislerdir. ADA enzim defekti
olan orak hiicre anemili ratlara, polyethylene glycol-modified adenozin deaminaz (PEG-
ADA) uygulanmasi sonucunda, adenozin seviyesinin azalmasina bagli olarak priapizm
ataklariin engellenebilecegi saptanmistir(40,43). Bu deneysel veriler, kavernozal dokudaki
artmig adenozin seviyesinin priapizmde etkili olabilecegini ortaya koymaktadir. Bundan
dolay1r adenozin deaminaz enzim aktivitesini arttiran veya adenozin seviyesini azaltacak

manipiilasyonlar, priapizm tedavisinde yeni arastirma konularidir.
HO-1-CO Yolag:

Heme proteini, demir ve protoporfirin-IX kompleksinden olusan ve canli hiicrelerde
cok Onemli fonksiyonlar1 olan hemoproteinlerin yapisinda yer almaktadir. Baslica
hemoproteinler; oksijen tasinmasinda rol alan hemoglobin, oksijen metabolizmasinda rol
oynayan oksidaz, peroksidaz, katalaz, elektron transportunda rol oynayan sitokromdur(44).
Heme proteini, endotel ve diiz kasta bulunan hemoksijenaz (HO) enzimi araciligi ile
yikilmaktadir. Hemoksijenaz enzimi HOIl, HO2 ve HO3 olmak {lizere 3 izoformuda
bulunmakla birlikte insanlardaki en 6nemli izoform HO1 dir. Hipoksi, stres ve reaktif oksijen
iiriinlerinin varliginda HO1 diizeyi artmakta ve HO1 heme proteinini yikarak CO, Fe(Il) ve
biliverdinin agiga ¢ikmasina neden olmaktadir(45). Olusan CO, NO benzeri bir
gazotransmitter olup bazi hiicresel fonksiyonlar1 regiile etmektedir. Ancak CO yar1 omrii
NO’e oranla oldukga kisadir. Iskemi sonucu artan HO1 aktivitesi ile ortaya ¢ikan CO, guanilat
siklaz1 aktive ederek c-GMP artisina yol acip, K kanal aktivitesini arttirarak ya da sitokrom
p450 monooksijenaz yolunu inhibe ederek diiz kas relaksasyonuna neden olmaktadir(44).
Ayrica CO ile NO arasinda da c¢esitli feedback mekanizmalariyla karsilikli etkilesim sz
konusudur(45). Deneysel priapizm modellerinde artmis HO-1-CO etkinliginin ge¢ donem
priapizmde rol oynayabilecegi bildirilmistir(45). Jin YC ve arkadaslar1 ozellikle ratlarda
olusturulan deneysel priapizm modellerinin 24 saatlik ge¢ donemlerinde kavernozal dokuda

HO-1 aktivitesini kontrol grubuna gore alt1 kat yiiksek oranlarda belirlemislerdir(44). Artmis
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olan bu HO-1 aktivitesinin de, kavernozal dokuda yiiksek oranlarda ortaya ¢ikarttigit CO’nun,
priapizmin ge¢ donemlerinde etkin olabilecegini bildirmislerdir(44). Bu deneysel c¢alismalar
temeli olusturmakla beraber ge¢ donem priapizmde, bir savunma mekanizmasi olarak ortaya
¢ikmis olan HO-1-CO yolagmin bloke edilmesinin tedavide kullanilabilecegi giindeme
gelmistir.  Ozellikle HO-1’in, tin-protoporfirin  ve  Zn-protoporfirin  gibi  klasik
metalloporfirinlerle non-selektif olarak, imidazol-dioksolonaz gibi yeni grup kimyasal
bilesiklerle selektif olarak inhibe edildigi ve bunlarin priapizmde koruyucu etkisinin oldugu
bildirilmistir(44). Uniis ve arkadaslar1 deneysel priapizm modellerinde, Zn-protoporfirin’in
kavernozal 20 diiz kas kontraksiyonunu arttirdigini belirlemislerdir(46). Bu nedenlerle geg

donem priapizm tedavisinde HO-1 inhibitdrlerinin kullanilmasi agisindan umut vericidir.

2.4.2 Kavernozal Diiz Kas Kontraksiyonunda Azalmaya Yol Acan Mekanizmalar

Konvansiyonel PDES Yolunda Disregiilasyon:

Penil diiz kas relaksasyonu ve dolayisiyla ereksiyonda en etkin rol oynayan cGMP,
fosfodiesteraz enzimi (PDE) tarafindan hidrolize edilerek inaktif form olan GMP’ye
yikilmaktadir. Viicuttaki pek cok organ doku sisteminde toplam 11 PDE izoenzimi
bulunmaktadir. Peniste daha ziyade etkin olan izoenzim PDES’tir. Dolayisiyla penil diiz kas
relaksasyon ve kontraksiyon regiilasyonunda ¢cGMP kadar PDE5 enzimi de etkin rol
oynamaktadir(47). PDES sentez veya fonksiyonel disregiilasyonlarinin erektil disfonksiyon

veya priapizmde etkin olabilecegi bildirilmistir(48).

PDES enziminin fonksiyonel aktivasyonunda, PDES enziminin fosforilasyonu 6nemli
rol oynamaktadir. Ayrica ¢cGMP’nin allosterik bolgeye baglanmasinin, PDES Kkatalitik
etkinligini on kat arttirdig bildirilmistir(48). Bunun yaninda PDES5 enziminin deaktivasyonu,
protein fosfataz 1 (PP1) enzimi tarafindan defosforile edilerek ya da caspase 3 enzimi

tarafindan hidrolize edilerek gergeklestirilmektedir(48).

Priapizm etyopatogenezinde bu enzimin fonksiyonel regiilasyon mekanizmalarindaki
patolojilerin etkin olabilecegi bildirilmistir(48). Ozellikle orak hiicre anemili hastalarda penil
NO-cGMP yolaginda disregiilasyon oldugu belirlenmistir. Bazal cGMP olusumu normal
siirlarda olmayan orak hiicre anemili hastalarda, orantisiz cGMP sentezine bagimli olarak
PDES5’te bir disregiilasyon ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla bazal seviyenin lizerinde cGMP
salinimina sebep olabilecek, noktiirnal penil tiimesans gibi fizyolojik siire¢lerde kavernozal
dokularda disregiile halde bulunan PDES5 tam etkinlik gdsterememekte ve artmis bir

vazodilatasyon sonucu uzamis ereksiyon ortaya c¢ikmaktadir. Dolayisiyla ¢esitli yollarla
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CGMP-PDES regiilasyonunun optimum sartlarda saglanmasi, 6zellikle orak hiicre anemili
hastalarda tekrarlayan priapizm ataklarint engellemede etkin olabilecektir. Bialecki ve
Bridges, 50 mg sildenafilin orak hiicre anemili hastalarda tekrarlayan priapizm ataklarini
onledigini bildirmislerdir(49). Burnett ve arkadaslari da giinliik 25 veya 50 mg sildenafil veya
haftada 3 defa 5 mg tadalafil tedavisi ile 3-11 ay takip sonucunda, orak hiicre anemili

hastalarda priapizm niiksiinde belirgin azalma goriildiigiinii rapor etmislerdir(50).
Azalmis Norepinefrin(NE) Cevabi:

Penil arteriyel ve siniizoidal diiz kaslarda kontraksiyon yaparak tiimesansi1 sonlandiran
en Onemli mediatér norepinefrindir. Penil arteryel diiz kaslarda hem alfa hem de beta
adrenerjik lifler ve reseptorler bulunmakla birlikte alfa reseptorlerinin beta reseptorlerinden
on kat daha yiiksek oranda bulundugu belirlenmistir(51). Norepinefrin, diiz kas hiicre
zarindaki alfa 1 ve alfa 2 reseptorlerine baglanarak etkinlik gostermektedir.Alfa 1
reseptorlerin uyarilmasi ile G-proteine baglh fosfolipaz C aktivasyonu saglanmakta ve bu da 1,
4, 5-inositol trifosfat olusumunu uyararak hiicre i¢i depolardan kalsiyum iyonu salinmasi
sonucu vazokonstriksiyona sebep olmaktadir. Ayrica alfa 2 reseptdr uyarimi adenilat siklaz
enzimini inhibe ederek siklik adenozin monofosfat (cAMP) olusumunu azaltarak penil
detimesans olusumuna katkida bulunmaktadir(52). Priapizm patogenezinde uzamis
ereksiyona sebep olacak artmis diiz kas relaksasyonu yaninda detiimesansi saglayacak
kontraksiyon mekanizmalarindaki azalmanin da etkin olabilecegi bildirilmektedir. Muneer ve
arkadaslar1 6zellikle penil kavernozal diiz kas hiicrelerinin uzamis priapizm siiresi ile orantili
olarak, NE’ye azalan oranlarda cevap verdigini belirlemislerdir(53). Kontrol grubunda
arttirtlan fenilefrin dozlarina kontraksiyon yanitinin da artan oranlarda saptandigi, ancak
priapizm siiresine bagl olarak fenilefrin doz artirimina, artan diiz kas kontraksiyon cevabinin

saptanmadigini bildirmislerdir(53).
Endotelin Etkinligi:

Endotelin, endotel hiicrelerinden salgilanan viicudun en giiclii vazokonstriiktor
maddelerinden biri olup, endotelin doniistiiriici enzim tarafindan pre-pro ET-1’den
sentezlenen 21 amino asitli bir peptiddir. Artmis endotelin seviyesi, diiz kas vazokonstriksiyon
ve hipertrofisine ayrica fibrozis ve inflamasyona neden olmaktadir. Endotelin guanin
niikleotid baglayic1 (G) proteine baglanan ETA ve ETB olmak iizere iki farkli reseptor
lizerinden etkinlik gdstermektedir. Bu iki reseptoriin yerlesim yerleri ve endotelin peptidleri

baglama afiniteleri farklidir. ETA reseptorleri esasen damar diiz kas hiicrelerinde bulunup
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vazokonstriksiyonu uyarmaktadirlar. Bu vazokonstriktor cevap G-proteine bagl fosfolipaz C
aktivasyonu araciligiyla 1, 4, 5- inositol trifosfat olusumu ve ardindan hiicre i¢i depolardan
kalsiyum iyonu serbestlesmesi ile meydana gelmektedir. ETB reseptorleri ise endotelyal
hiicrelerde bulunur ve NO, PGI2 {retimini artirmak yoluyla vazodilatasyona ve
antiproliferatif etkilere yol agar(54,55). Normal organ sistemlerde ET1, ETA reseptorleri
iizerinden vazokonstriktor etki meydana getirmektedir. Ancak hipoksi gibi patolojik
durumlarda ET-1 bir savunma mekanizmasi rolii istlenerek, ETB reseptorii iizerinden
vazodilatasyon ortaya c¢ikartmaktadir. Priapik kavernozal diiz kaslarda olusan iskemi
neticesinde ET1’in ETB reseptorleri lizerinden diiz kas relaksasyonu yapmasi, ereksiyonun

uzamasinda etkin olmaktadir(56).

Uniis ve arkadaslar1 olusturduklar1 deneysel priapizm modelinde, non-selektif
endotelin reseptdr blokeri olan Bosentan’in artan dozlarda, artan oranlarda kavernozal diiz kas
kontraksiyonunu arttirdigini saptamiglardir. Artmis kavernozal diiz kas kontraksiyonunun,
ET1’in hipoksi nedeniyle 6n planda uyardigi ETB resoptorlerinin bloke edilmesi sonucu

ortaya ¢iktigini bildirmislerdir(46).

2.5. Iskemi ve Reperfiizyon

2.5.1. Mekanizmalar

Arteriyel ya da vendz kan akimi azalmasma bagli organ ve dokunun yetersiz
perflizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde tanimlanan
iskemi, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda
hiicre &liimiine yol agmaktadir. iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik
metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi gerekir. Ancak, iskemik dokunun
reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi
bir hasara yol acar(57). Bu durum genel olarak Iskemi-Reperfiizyon (IR) hasari olarak
adlandirilir. Reperfiizyon doneminde gozlenen hasarda, hiicre igine molekiiler oksijen girisi
ile hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri basta olmak iizere bircok mekanizma
rol oynamaktadir. Reperflizyon hasarina en fazla duyarl olan hiicresel yapilar, zar lipitleri,

proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir.

Iskemi-reperfiizyonda ortaya cikan hasardan baslica sorumlu olan Serbest Oksijen
Radikal (SOR) olusumu genel olarak I) Ksantin oksidaz aracili, II) Mitokondriyal elektron
transport zinciri (ETZ), III) Nitrik oksit sentaz ve IV) Fagositik hiicre aracili olmak iizere

birbiri ile iliskili 4 ana biyokimyasal mekanizma ile agiklanmaktadir(58,59).
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Iskemik dénemde dokuya gelen kan akimmin kesilmesi ile hiicresel oksidatif
fosforilasyon azalir ve adenozin 5’-trifosfat ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat sentezi
azalir(60). Hem mitokondriyal iiretimin durmasi hem de hiicre igerisindeki ATP yikimina
bagli olusan enerji kaybi, membrandaki enerji bagimli iyon pompalarinda fonksiyon
bozukluguna ve hiicre i¢i metabolizmanin anaerobik faza ydnelmesine yol acgar. Laktat ve
hidrojen birikimi ile hiicre i¢i pH diiser ve asidoz olusur. Hiicre i¢i artan hidrojen yiikiinii
dengelemek icin Na+ -H + pompasi ile artan hidrojen hiicre disina atilir ve Na+ -Ca+2
pompasi ile de kalsiyum hiicre igine yer degistirir(61). Hasarlanan endoplazmik retikulum da
hiicre i¢ine kalsiyum salinimina yol agarak kalsiyum artigina katkida bulunur Hiicrede enerji
depolarinin bosalmasi ile hiicre zarinda bulunan Na+ ,K+ -ATP az pompasi inhibe olur.
Sonugta hiicre i¢inde Na+ ve Ca2+ iyon konsantrasyonlari artar(62). Hiicre i¢cinde Ca2+ iyon

konsantrasyonunun artisi hiicre igin sitotoksiktir(63).

Hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile proinflamatuar sitokinlerin 16kosit
adhezyon molekiillerinin yapiminda artis, buna karsilik antioksidan enzimlerin olusumunda
azalma olur. Bu durum hiicreyi reperfiizyon donemindeki hasara karsi dayaniksiz kilar.
Iskemi déneminde ATP iiretimi durdugu halde kullanimi devam ettigi icin ATP’den AMP ve
adenozin olusur. Adenozin, hizla hiicre disina difiize olur ve inozin ve hipoksantine
parcalanir. Dolayisiyla, iskemi sonucu yiliksek enerjili fosfat bilesiklerinin (ATP) yikimi,
dokuda ksantin ve hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin birikimine ve ksantin
dehidrojenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO) doniisiimiine yol agar. Normal sartlarda
hipoksantin iirik asite metabolize olur ve bu reaksiyonda elektron alict NAD+ (nikotinamid
adenin dintikleotidin okside formu) dir. Ancak hipoksi ya da iskemi nedeniyle KDH — KO’a
doniistiigiinden hipoksantinin {irik asite donilisimii KO tarafindan gerceklesir ve bu
reaksiyonda ise elektron alici olarak molekiiler oksijen kullanilir(64). Son iki basamakta iiriin
olarak reaktif oksijen tiirlerinden O (sliperoksit) olusur. Normal fizyolojik kosullarda olusan
O, , siliperoksit dismutaz (SOD) ile once hidrojen peroksite (H20;), sonra katalaz etkisi ile

suya doniisiir.

Ancak IR’de ksantin oksidaz etkisine bagl olarak artan O, ve H,0O,, antioksidan
kapasiteyi asar ve ortamdan etkin bir sekilde temizlenemez. H,O, daha sonra Fe*? gibi gecis
metalleri veya siliperoksit radikalleri ile (Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1) reaksiyona
girer ve en giiclii radikal olarak bilinen OHolusturur(65). Reaktif oksijen tiirleri miktarindaki

bu artis sonugta hiicre membranlarindaki lipit yapilarda hasar, hiicre i¢i proteinlerin yap1 ve
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fonksiyonlarinda bozulma ve DNA’da yapisal hasar meydana getirerek hiicre zedelenmesine

yol agar(66).

Normal sartlarda:

KDH (NAD" yi kullanarak)

Hipoksantin Ksantin ve Urik asit
Iskemide:

ATP >pargalanir >AMP ve Adenozin
Adenozin hiicre disina ¢ikar > Inozin ve Hipoksantin

AMP Hipoksantin

KDH KO

Reperfiizyon ile:

Hipoksantin + H,0 + O, Ksantin + H + Oy

Ksantin + H,0 + O, Urik Asit+ H" + O,

Iskemi-reperfiizyon (IR) hasarmin fizyopatolojisi ile ilgili cesitli faktorler ileri
siiriilmiistiir(67,68). Ozellikle; serbest oksijen radikalleri, polimorf niiveli 16kositler (PNL),
kompleman sistemi, endotel hiicreleri olmak {izere baslica dort faktér hasarin nedenleri

arasindadir.
Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikal, eslenmemis elektron iceren atom veya molekiildiir. Genelde
elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalar1 nedeniyle molekiil stabildir ve
reaktif degildir. Ancak, molekiile bir elektron ilavesi ya da bir elektron kayb1 onu reaktif hale
getirir. Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar. Her ne kadar serbest
radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil, makrofaj gibi hiicrelerin
savunma mekanizmasi icin gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla iiretimi doku hasar1 ve

hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir(69).
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Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidratlar gibi tiim 6&nemli
bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmalarina neden olurlar. Biyolojik sistemlerdeki
reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit anyonu (O;), hidroksil radikali (OH-), nitrik oksit
(NO), peroksil radikali (ROO) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O,) gibi serbest
radikaller oksidatif stresin en 6nemli nedenleri arasinda yer almaktadir(70). Serbest radikaller
normal hiicresel katabolizma sirasinda olusabildigi gibi, cesitli dis etkenler araciligi ile de

meydana gelebilir.

Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikallerin endojen kaynaklari oksijen, nitrik
oksit (NO), uyarilmig nétrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik
retikulum, peroksizom ve plazma membrani olarak sayilabilir. Solunan oksijenin % 95’inden
fazlas1 mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda kullanilirken, yaklasik %5 ’i de son
yoriingelerinde ortaklanmamis elektron igeren ve bu 6zellikleri nedeniyle de toksik serbest

radikallere dontismektedir(71).

Normal fizyolojik kosullarda mitokondri hiicre i¢i olusan siiperoksit anyonu (O2") nun
baslica kaynagidir. Hiicrelere giren oksijenin %90°1 elektron transport zincirinde suya
indirgenirken %1-2’lik bir kisim ETZ’den (baslica kompleks I ve III) elektron kagagina bagl
olarak siiperoksite doniisiir. Normalde olusan bu stiperoksitler, SOD enzimi tarafindan hizlica
dismutasyona ugratilir. Iskemi durumunda ETZ’ nin de molekiiler oksijen yokluguna bagl
olarak elektron akis1 durdugundan bu kompleksler (6zellikle kompleks I) indirgenmis
diizeyde kalir. ETZ’den sizan elektronlar rezidiiel oksijenle reaksiyona girerek siiperoksit
anyonu (Oy) tiretimine yol agarlar. Reperfiizyonda ise molekiiler oksijenin gelisi ile ETZ’den
elektron sizintis1 artar ve patolojik siire¢ siiperoksit anyonu (Oy") tiretiminin artisi ile devam

eder(72).

Stiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve serbest
radikal hasarma karsi koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar olusumu ile
birlikte artan siiperoksit dismutaz (SOD) aracilig: ile hidrojen peroksit (H202)’e indirgenir.
Hidrojen peroksit eslenmemis elektron igermedigi i¢in tek basina radikal degildir(73).

€
U )
02 OZ

. soD
20, +2H H,O,+ O,

17



Hidrojen peroksitin hiicre iginde metabolizmas:1 birkag sekilde olabilir. H,O,, KAT
veya GPx tarafindan toksik olmayan iiriinlere doniisiir veya Fe™? gibi gecis metallerinin
varliginda toksik OH doniisiir (Fenton reaksiyonu). Hidroksil radikali oldukca reaktif ve
toksik bir radikaldir; herhangi bir OH siipiiriictisiiniin etkili olabilmesi i¢in mevcut hedef
molekiillerin 6nemli bir boliimiinii kapsayacak kadar yiiksek konsantrasyonda bulunmasi

gerekir. Bu nedenle OH radikalinin olusumunun Onlenmesi, bu radikalin siipiiriilmesinden
daha etkilidir(74).

Polimorf Niiveli Lokositler (PNL)

Reperfiizyon hasarini 6nlemeye yonelik antindtrofil serumlarla ya da 16kosit adhezyon
molekiillerine karsi monoklonal antikorlarla yapilan ¢alismalar, reperfiizyonda mikrovaskiiler
permeabilitedeki artistan baslica nétrofillerin sorumlu oldugunu gostermistir(75). I/R ile
16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve 16kosit endotel hiicre adhezyonu meydana gelir(76). Diger
taraftan, PMNL yiiksek miktarda SOR iiretme kapasitesine de sahiptir. Iskemi reperfiizyon
hasarinda PMNL’in roli ile ilgili bazi mekanizmalar ileri siiriilmistiir(77). Bunlar: 1)
Mikrovaskiiler okliizyon; 2) SOR salinmasi; 3) Sitotoksik enzim salinmasi; 4) Vaskiiler

permeabilite artigi; ve 5) Sitokin salinmasinda artigtir.

Iskemik dokunun reperfiizyonu, arteriyollerde endotel bagmli dilatasyonun
bozulmasina, kapillerlerde 16kosit tikaglarinin olusmasina ve sivi filtrasyonunun artmasina,
post-kapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar disina sizmasma ve bdylece
mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina neden olur. Reperflizyonun baslangic déneminde,
mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde aktive edilmis endotel hiicrelerinden fazla miktarda
O, olusurken NO olusumu ise azalir. Siiperoksit radikali ile NO arasindaki dengenin
bozulmasi, endotel hiicrelerinden PAF, TNF-a gibi inflamatuvar mediyatorlerin salinmasina
ve 16kosit-endotel hiicre adhezyonuna aracilik eden adhezyon molekiillerinin biyosentezinin

artmasina neden olur(78,79).

Serbest radikallerin olusumunda ve I/R hasarinda énemli bir kaynak olan nétrofiller
azurofilik graniillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz
ezimlerini igerirler. Bu enzimler oksidan doku hasarinda O6nemli roller iistlenir; aktive
notrofillerde ksantin-oksidaz’in artmasi ile SOR’un salinmasi “solunum patlamasi” olayini
meydana getirir. Iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamasi ile birlikte, dokuya sunulan
oksijenin yaklasik %70’it NADPH-bagimli oksidaz ile siiperoksit iyonlarina oksitlenmektedir.

Siiperoksit iyonu, ¢ogu kez spontan dismutasyonla hidrojen perokside doniisiir. Hidrojen
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peroksit ise kloriir iyonlarinin varhiginda miyeloperoksidaz enzimi araciligi ile hipoklorik
aside indirgenir. Hipoklorik asit gii¢lii bir oksidandir ve birgok biyolojik molekiille kolayca
reaksiyona girebilir. Noétrofillerin aktivasyonu ile ndtrofil sekonder graniillerden saliverilen
apolaktoferrin, plazminojen aktivatorii, komplemani aktive eden enzim ve elastaz, kolajenaz,
ve jelatinaz gibi proteolitik enzimler damar endotelinde hasara neden olmaktadir.
Proteinazlarin etkisi ile damar duvarinda yapiin degisimi ve duvar yapisinin gevsemesi ile

nétrofillerin dokuya gogii kolaylasir(80).
Komplemanin Rolii

Kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda proinflamatuar komponentler olusur.
Bunlar C3a, Cha, iC3b ve C5b-9’dur. C3a ve C5a anaflatoksinlerdir ve lokositleri aktive
ederler. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin uyarilmasina ek olarak C5a, makrofaj
inflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan protein (MCP)- 1,
TNF-a, IL-1 ve IL-6 iiretimini uyararak inflamatuvar yaniti amplifiye eder. Kompleman
tarafindan sentezi uyarilan 10kosit adhezyon molekiilleri sunlardir(81): Vaskiiler hiicre
adhezyon molekiilii 1 (VCAM-1) Interseliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1) E-selektin, P-

selektin,

C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 salgisint uyararak 1okosit aktivasyonu ve
kemotaksisi arttirir. Ayni zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek ve

endotelde siklik guanozin monofosfati azaltarak vaskiiler tonusu bozar(82,83).
Endotel Hiicresinin Rolii

I/R hasarinin olusmasinda endotel hiicreleri énemli role sahiptir. Oksidatif stres
endotel hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina neden olur. Endotel hiicreleri
SOR i¢in potansiyel hedef konumundayken diger taraftan da SOR iiretim kaynagidir. Endotel,
mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET)’i ve NO’yu iiretir. NO arteriyel
dolasimda ET’in vazokonstriktor etkisini tersine ¢evirme egilimindedir. Venlerde ise bunun
tersi s6z konusudur. I/R hasarinda endotelin/NO oran1 endotelin lehine bozulur. Sonucta
arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde vazodilatasyon olur(84). Endotel hiicrelerinin oksidatif
stresi sonucu kompleman aktive edilir; 16kosit adhezyon molekiillerinin iiretimi artar. SOR
etkisi ile endotel hiicreleri hasara yanit olarak iL-1, PAF, prostaglandinler (PG 12 , PG E2),
GM-CSF, biiytime faktorleri, endotelin, NO ve tromboksan A2 (TxA2 ) salgilarlar. Aktive

olan endotel hiicreleri ek olarak kendi bazal membranlarini sindiren kollajenazlar salgilama
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yetenegindedir(78). Nitrik oksitlerin radikal olarak reaktivitesi diisiiktiir, ancak metal i¢eren
bilesikler ve radikaller ile biiyiikk bir hizla tepkimeye girerler. Ozellikle lipit radikallerle
tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan bir etki kazandirir. Fizyolojik derisimde iiretilen NO,
esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata (NOs3) oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir.
Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik oksidi ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel
enzim yoktur. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enziminin indiiksiyonu sirasmnda NO
derisiminin artmasi ile oksidasyonu da hizlanir ve gesitli reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur.
Bu reaktif tirler NO’in dolayli etkilerinden sorumludur ve hiicresel molekiillerin
nitrozilasyonuna, nitrasyonuna, nitrozasyonuna yol acarak, proteinlerin ve enzimlerin

aktivitelerinin sonlanmasina neden olabilirler(85).

2.5.2. Antioksidanlarin Rolii

Organizmanin pro-oksidan/antioksidan dengesi saglikli bir yasam siirdiirebilmek i¢in
cok oOnemlidir. SOR’larin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar1 Onlemek ve
detoksifikasyonu saglamak iizere organizmayi koruyan “antioksidan savunma sistemi” dort

yolla etki gostermektedir:

1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma, yok etme, “siipiiriicli etki”.

Antioksidan enzimler, kii¢iik molekiiller bu yolla etki gosterirler(71,86).

2. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya “inaktif sekle doniistiiriicii etki”. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye

sahiptirler(87).

3. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici
etki zincir kirict etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller “zincir kirict etki”

gosterirler(88).

4. Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi seklinde “onarici etki”

gosterirler(89).

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan oksidan
molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale
getirirler. Hiicre dis1 savunma; albiimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, iirik asit gibi
cesitli molekiilleri igermektedir. Hiicre i¢i serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan

savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler SOD, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz,
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glutatyon rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser

elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlar igin gereklidir(90).
Endojen Antioksidanlar
Enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.

Enzim Olan Endojen Antioksidanlar(91): Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon
peroksidaz (GSHPx), Glutatyon S-Transferaz (GST), Katalaz, Mitokondriyal sitokrom
oksidaz sistemi, Hidroperoksidaz.

i)Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit serbest radikalinin (O;) hidrojen peroksit

(H20,) ve molekiiler oksijene (O ) doniistimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.

SOD
20, +2H" ————> H,0,+ 0,

Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda O iiretilmesine
ragmen hiicre i¢i diizeyi SOD tarafinda diisiik tutulur. Ancak, H,O; gecis metalleri varliginda
Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile son derece aktif OH radikaline doniismektedir. Bu
durumda CAT ve GSH-Px enzimlerinin aktivitesi artarak H,O, diizeylerini kontrol altina
almaktadir(92).

i) Katalaz

Katalaz esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde ve mikrozomal
fraksiyonda bulunur H,O;’yi oksijen ve suya pargalar. Boylece H,O,’nin OH olusumunu

onlemek i¢in ortadan kalkmasini saglar(92).
Katalaz
H0 ————> 2H,0+ 03
iii) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunup H»O,’den kaynaklanan

oksidatif hasara karsi hiicreleri korur. Boylece H;0,’den OH’in olusmasimi engeller.
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Glutatyon peroksidaz, dort protein alt biriminden olusur. Her bir alt birim bir selenyum atomu

icerir(93).

Selenyuma bagimli glutatyon peroksidaz, H,O, ve organik hiperoksitlere karsi
etkilidir. Bu metabolize etme reaksiyonlar1 sirasinda GSH, hidrojen verici olarak hareket
ettiginden dolayr H,O, ve hidroperoksitler indirgenirken GSH okside olur. Okside glutatyon,
glutatyon distilfittir (GSSG). Glutatyon rediiktaz enzimi varliginda okside glutatyon rediikte
glutatyon haline geri indirgenir. Bu indirgenme reaksiyonu esnasinda GSH-R elektron vericisi
olarak NADPH’yi kullanir(93,94).

GSH Px
H,0,+2GSH GSSG+2H,0

iv) Glutatyon rediiktaz(GSH-R)

Glutatyon rediiktaz, flavin adenin diniikleotid (FAD) igeren flavoprotein bir enzimdir.
Glutatyon rediiktaz, NADPH nin bir elektronunu okside glutatyonun disiilfid baglarina

aktararak yeniden GSH’ye doniistiirtiliir.

GSH-R
2GSSG+NADPH+H" 2GSH+NADPH"

Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar

Enzim olmayan antioksidanlar arasinda glutatyon, melatonin, iirik asit, bilurubin,
alblimin, koenzim Q10, selenyum, o-lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin
say1labilir(93,95-98).

Glutatyon(GSH) hiicreleri oksidan hasara karsi koruyan hiicre igindeki en Onemli
antioksidan  bilegiktir. Hemoglobinin  oksitlenerek  methemoglobine  doéniigiimiiniin
engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarini rediikte halde tutar
ve bu gruplar1 oksidasyona karsi korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller. GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin
membranlardan transportunu da saglar. GSH eritrositleri, 10kositleri ve gz mercegini

oksidatif strese karsi korumada hayati oneme sahiptir(94).
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Melatonin, memelilerde pineal bezden sentezlenip salgilanan bir hormondur.
Sentezinin dilizenlenmesi primer olarak geceye, karanliga baglidir. Melatonin lipit
¢cozlnlirliigliniin yiiksek olmasi nedeniyle hiicrelere rahatca girebilmektedir. Melatonin giiclii
bir radikal stipiiriictisiidiir. Melatonin, hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini
aktive ederek, O, radikalini H,O,’ye kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres
esnasinda katalaz aktivitesindeki azalmayr onleyerek ve NO olusumundan sorumlu nitrik
oksit sentaz (NOS) enzimini inhibe ederek, antioksidan etki gostermektedir. Oksidatif hasarin
rol oynadig1 iskemi/ reperflizyon dahil pek cok deneysel modelde (yanik hasari, lilser ve ilag

toksisiteleri, tiimor olusumu gibi) melatoninin olumlu etkileri gosterilmistir(99-101).

Koenzim Q10 bir antioksidan olarak serbest radikalleri siipiiriir, lipit ve protein
peroksidasyonunu baskilar. indirgenmis formu ubikinol (CoQHy), bir lipofilik antioksidan
olarak hareket eder ve elektron tasima sisteminde elektron ve proton taginmasina katilir.
Ubikinol, oksidanlar1 nétralize etmek i¢in elektron verir ve ¢ok giiglii bir antioksidan
aktivitesi gosterir. Boylece koenzim Q10, H,O, ve O, gibi toksik ROS’lara kars1 etkin bir
koruma saglar(102).

Eksojen Antioksidanlar
Vitamin Olan Eksojen Antioksidanlar:

Alfa-tokoferol (vitamin E), B-karoten, askorbik asit (vitamin C), Folik asit (folat).
Vitamin E yagda eriyen ¢ok gii¢lii bir antioksidandir, hiicre zar1 fosfolipitlerinde bulunan
poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturur.
Vitamin E, stliperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipit peroksit radikallerini ve
diger radikalleri indirger. Lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonu, vitamin E’nin zincir
kirier etkisiyle sonlandirilabilir. Olusturdugu bu koruyucu reaksiyonlar sirasinda kendisi
radikal formuna doniisse de, askorbik asit, glutatyon ve koenzim Q10 (ubikinon) tarafindan
tekrar aktif haline dondiiriiliir. Vitamin E, selenyum metabolizmasinda da énemli rol oynar;
selenyumun organizmadan kaybimi Onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak selenyum
ihtiyacini azaltir. Serbest radikallerin kanserin baglamasinda rol aldig1 ve vitamin E ile diger
antioksidanlarin antikanserojen etki gostererek kanserin yayilmasini ve tiimoriin biiylimesini

onledigi gosterilmistir(103).

Vitamin C (askorbik asit) suda ¢oziinen en giiglii antioksidan molekiildiir. O,"s, HOs ,

singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 etkisizlestirir. C vitamini antioksidan
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etkisi yaninda oksidan etki de gosterir. Askorbik asit proteine bagh ferrik demiri
uzaklastirarak ya da dogrudan indirgeyerek Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile
etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali (OHe) olusturmaya uygun ferr6z demire
dontstiiriir. Bu 6zelliginden dolay1 vitamin C, serbest radikal reaksiyonlarinin énemli bir
katalizorii veya bir prooksidan olarak degerlendirilir. Ancak bu tip etkisinin sadece diisiik
konsantrasyonlarda goriildiigii, yiiksek konsantrasyonlarda gii¢lii bir antioksidan olarak etki

ettigi kaydedilmistir(104).

Fe™ + Vit C —>Fe*? + Vit Co + 2H"
ii) fla¢c Olarak Kullanilan Eksojen Antioksidanlar
Ksantin oksidaz inhibitérleri: Allopiirinol, Oksipiirinol, Pterin aldehit, Tungsten

NADPH oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, Rekombinant siiperoksit dismutaz, Trolox-C

(Vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar: (GSHPx aktivitesini artiran ebselen ve

asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar: Mannitol, alblimin, Demir redoks
dongiisii inhibitorleri (desferroksamin), Notrofil adezyon inhibitorleri, Sitokinler (TNF ve IL-

1), Barbitiiratlar, Demir selatorleri

2.6.Ferulik Asit

2.6.1.Ferulik Asidin Yapisi1 ve Kaynaklar:

Ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit, FA) ilk kez 1866 yilinda kimyager
Hlasiwetz Barth tarafindan Ferula foetida'dan izole edilmis ve 1925 yilinda ise kimyasal
olarak sentezlenmistir. FA, sinnamik asidin fenolik tiirevi olup cis ve trans yapilarina sahiptir.

FA, oda sicakliginda suda c¢oziinmez ancak sicak su, etil asetat, etanol ve etil eterde

¢Oziiniir(12-14).
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Sekil 2.6 Ferulik Asidin Kimyasal Yapisi

FA, hem serbest formda hem de bitkilerin hiicre duvarinda polisakkaritler,
glikoproteinler, poliaminler, lignin ve hidroksi yag asitleri ile kovalent olarak konjuge halde
bulunur (15). FA’nin dogal kaynaklar1 arasinda piring, bugday, yulaf, meyveler, fasulye,
kahve tohumlari, enginar, fistik ve findik yer alirken; Angelica sinensis, Cimicifuga racemosa

ve Ligusticum chuangxiong gibi Cin bitkilerinin de bir bilesenidir(16).

2.6.2. Ferulik Asidin Farmakokinetik Ozellikleri

FA, oral yol ile verildiginde mide mukozasindan hizlica emilir ve mide asidi
tarafindan degisiklige ugramadan ince bagirsaga gecer. Kolonda yaklasik %90 oraninda pasif
diflizyon ve ¢ok az miktarda monokarboksilik asit tasiyict yoluyla aktif tagima ile emilir.
Serum albiimin, FA'nin basglica tasiyict proteinidir. Sigan midesinde FA inkiibasyonundan 30
dakika sonra FA’nin %70’nin emilmesi ve gastrik mukoza, kan, safra ve idrarda bulunmasi
FA'min gastrik absorpsiyonunun hizli oldugunu gostermektedir. Ayrica uygulanan FA'nin
sadece % 0.5-0.8'i fegesle atilmasi FA igin ¢ok verimli bir absorpsiyon orani oldugunu
gostermistir. Sodyum ferulatin oral yoldan verilmesinden 10 dakika sonra insan plazmasinda
serbest FA'nin saptandigi rapor edilmistir, bu da serbest FA'nin insanlarda hizlica emildigini
gosterir. Serbest FA'nmin plazma konsantrasyonlart oral uygulamadan 24 dakika sonra
maksimum seviyelere ulagmaktadir(15,16). Oral yoldan verilen FA'nin mide mukozasinda
%4, kanda %10 ve karaciger ve bobrek dahil olmak iizere diger dokularda ise %53'"liniin

bulundugu bildirilmistir(105).

Bitkilerde FA olusumu, aromatik aminoasitlerden L-fenilalanin ve L-tirozin ile
baslayan sikimat yolunun metabolik yoluyla gerceklesir. Fenilalanin ve tirozin, sirasiyla
fenilalanin amonyak liyaz ve tirozin amonyak liyaz yardimiyla sinnamik ve p-kumarik aside
donitisttirtiliir. Hidroksilasyon ve metilasyon reaksiyonu ile p-kumarik asit FA'ya doniistiiriiliir.
FA metabolizmasinin ana yolu glukuronik asit ve/veya siilfat ile konjugasyon reaksiyonudur.
FA konjugasyonu esas olarak karacigerde siilfotransferazlar ve iiridin difosfat glukuronosil

transferazlarin aktiviteleri yoluyla gergeklesirken, kiiclik miktarda da bagirsak mukozasinda
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ve bobrekte gerceklesir. Plazmada modifiye edilmemis FA'nin yalmizca diisiik bir ylizdesi
(~%9-20) bulunurken, en ¢ok miktarda bulunan FA metabolitleri glukuronid (~%3-20) ve
sulfoglukuronid (~%60-90)’dir. Hem FA hem de metabolitleri serbest FA ve glukuronik
konjugatlar1 olarak idrar yoluyla bobreklerden atilir. FA'min yar1 émrii, doz ve uygulama
yoluna bagli olarak sicanlarda 10 ila 30 dakika arasinda degisir. FA'min diisiik toksisiteye

sahip olmasi yar1 dmriiniin kisa olmasindan kaynaklanir(12,15).

2.6.3. Ferulik Asidin Farmakodinamisi

Ferulik asidin antioksidan oOzelliklerinin kesfedilmesi ile birlikte bir¢cok biyolojik
kullanim1 dikkat ¢ekmistir. FA, antioksidan, antiinflamatuvar, antialerjik, hepatoprotektif,
kardiyoprotektif, noroprotektif, antikanserojenik (akciger, meme, kolon ve cilt kanseri),
antimikrobiyal, antiviral, vazodilatdr, antitrombotik, antidiyabetik, spermlerin canlili§ini
arttirict biyomedikal etki dahil olmak tizere genis spektrumlu etkilere sahiptir. Ayrica cilt
bakim formiilasyonlarinda fotokoruyucu bir bilesen ve gida endiistrisinde lipid
peroksidasyonunu Onlemek i¢in bir gida katki maddesi olarak yaygin olarak

kullanilmaktadir(17-19).

2.6.4. Ferulik Asidin Etki Mekanizmasi

FA’nin antioksidan ozellikleri ilk olarak Japon arastirmacilar tarafindan piring
yagindan ekstrakte edilen FA ile kesfedilmistir(106). Fenolik g¢ekirdek ve karboksilik yan
zincire sahip, rezonans stabilize bir fenoksi radikali olan FA’nin antioksidan etki
mekanizmasi, dogrudan kimyasal yapist ile ilgilidir(107). FA'nin benzen halkasi tizerindeki 4-
hidroksil grubu ve 3-metoksi gruplart serbest radikallerin dogrudan temizlenmesi ve serbest
radikalleri temizlemekten sorumlu olan antioksidan enzim aktivitesini ve fonksiyonunun
artirllmasinda rol oynayan yapisal kisimlardir(13,16). Doymamis C-C ¢ift bagina bitisik
terminal karboksil grubu FA'min lipid tabakasina baglanmasinda rol oynayarak lipid
peroksidasyonuna karsi koruma saglar(108). Bir serbest radikale karsi reaksiyona girerken,
FA'nin hidrojen atomu kolayca radikale transfer edilir ve oldukca kararli bir fenoksi radikali
olusur (109). FA serbest radikallerin olusumunun inhibisyonu, serbest radikallerin
temizlenmesi, demir ve bakir gibi metal iyonlarinin selatlanmasi ve lipid peroksidasyonunun
onlenmesinde rol oynar. Sadece bir serbest radikal siipiiriicii degil, ayn1 zamanda serbest
radikal olusumunu katalize eden enzimleri inhibe etme yetenegine sahip bir
antioksidandir(107). Son yillarda yapilan ¢alismalar, ferulik asidin oksidatif serbest radikalleri
temizleyerek, ROS olusumunu engelleyerek ve ¢esitli sinyal yolaklarina katilarak antioksidan

roliinii gostermistir(14).
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FA, inflamasyonda merkezi bir rol oynayan immiin hiicreleri ve makrofajlar1 uyararak
ROS, proinflamatuvar sitokinler ve inflamatuar mediatorlerin diizenlenmesinde rol alir(18).
FA, IL-6, IL-18, TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinleri azaltarak, antiinflamatuvar
sitokinlerin, belirli genlerin ekspresyonunu ve hiicre sinyal yollarini modiile eden bazi
antioksidan molekiilleri artirarak ¢esitli patofizyolojik durumlarda bir antiinflamatuar ajan
olarak rol oynar(109). Bir¢ok c¢alismada, FA'nin endometrit, akut respiratuvar distres
sendromu, Alzheimer hastaligi, karaciger ve bobrek islev bozuklugu gibi ¢esitli hastaliklarda
giiclli bir antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu gosterilmistir. FA’nin antiinflamatuvar etkisi
cesitli molekiiler yolaklar yoluyla ilgili inflamatuvar faktorlerin salgilanmasin1 ve

ekspresyonunu inhibe etmesi ile ger¢eklesir(14).

Kanserin etyolojisinde serbest radikaller onemli bir rol oynamaktadir. FA'nin
antikanserojenik etkisi onun serbest radikalleri temizleme ve sitoprotektif enzimleri stimiile
etme kapasitesiyle iliskilidir(110). Boylelelikle FA lipid peroksidasyonunu, DNA tek zincir
yirtiklarini, biyolojik membran hasarini azaltir(111). Lokositlerde ve diger hiicrelerde serbest
radikal {retimi sonucu nikotinin akciger kanserinde kilit bir role sahip oldugu
diisiiniilmektedir. 2007'de Sudheer ve arkadaslarinin ratlarin periferal kandaki lenfosit
hiicrelerinde yaptiklar1 ¢calismada FA'nin nikotin bagimli lipid peroksidasyonunu engelledigi

ve glutatyon seviyesini azalttig1 gosterilmistir(112).
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3. MATERYAL VE METOD

Priapizm modelinde ferulik asidin iskemi reperflizyon hasari iizerine olasi koruyucu
etkilerinin oksidan-antioksidan denge acisindan degerlendirilmesi amaglanan bu deneysel
calisma oncesinde Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay
alinmis olup (03.06.2021 tarihli ve 53488718-491 sayili etik kurul karar1 ile) deney Karadeniz
Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi Deney Hayvanlar1 Uretim ve

Arastirma Laboratuarinda gerceklestirilmistir.

3.1. Calisma Gruplanr

Bu deneysel ¢alismada Spraque Dawley tipi, 300-350 gr agirhiinda, toplam 18 adet
eriskin erkek rat kullanildi. Ratlar kendi aralarinda numaralandirildiktan sonra kura ¢ekilerek
randomizasyon yapildi. Randomizasyon yapildiktan sonra ¢alisma, 6 rattan (n=6) olusacak

sekilde 3 rat grubu seklinde olusturuldu (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Caliyma gruplar:

Deney ve Kontrol Gruplar: Grup Basina hayvan adedi
Grup 1(Kontrol Grubu) 6
Grup 2(Priapizm/Reperfiizyon) 6
Grup 3(Priapizm/Reperfiizyon+Ferulik asit) 6
Kullanilan toplam hayvan sayis1 18

Tiim cerrahi islemlerde anestezi, 80 mg/kg Ketamin ile birlikte 10 mg/kg Xylazin
intraperitoneal verilerek yapildi. Iskemik priapizm Sanli modeli (Sanli ve ark.) esas almarak
standart 50 cc lik cam uclu irrigasyon enjektorii ile olusturulan vakum ereksiyon cihazi ile
elde edildi. Enjektor ucu flask penis taban ¢apina uygun hale getirildikten sonra, konstriktor
band enjektdr ucuna yerlestirildi. Anestezi altindaki ratlarin flask penis tabanina enjektor
yerlestirildikten sonra piston yavasca geri ¢ekildi ve ereksiyon olusana kadar 20 cc’lik negatif
basing olusturularak ereksiyon saglandi. Yeterli ereksiyon elde edildiginde lastik konstriktor
bant penis kokiine enjektdrden itilerek yerlestirilip priapizmle uyumlu klinik

olusturuldu(Resim 3.1).
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Resim 3.1. Konstriktor bant kullanilarak olusturulan ereksiyon modeli

Grup 1 (Kontrol) (n:6): Kontrol grubu yalnizca penektomi uygulanan ratlarda doku
TOS, TAS, OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA, SOD, GPx degerindeki
degisiklikler ile sakrifiye edilen penis dokusunun histolojik 6zellikleri degerlendirildi (Resim
3.2).

Grup 2 (Priapizm / Reperfiizyon) (n:6): 1 saatlik priapizm sonrasi yarim saatlik
reperflizyon saglanan gruba penektomi uygulandi, doku TOS, TAS, OSI, GSH, MPO,
GRP78, ATF6, CHOP, MDA, SOD, GPx degerindeki degisiklikler ile sakrifiye edilen penis

dokusunun histolojik 6zellikleri degerlendirildi. ,

Grup 3 (Priapizm / Reperfiizyon + Ferulik asit) (n:6): 1 saatlik priapizm
olusturulan ratlarda, reperfiizyondan yarim saat once ferulik asit, 100 mg/kg 0.5 cc hacimde
olacak sekilde transperitoneal olarak verildi ve yarim saatlik reperfiizyon saglanan gruba
penektomi uygulandi, doku TOS, TAS, OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA,
SOD, GPx degerindeki degisiklikler ile sakrifiye edilen penis dokusunun histolojik 6zellikleri
degerlendirildi. Bu gruptaki ratlara verilecek olan ferulik asidin dozu, daha dnce yapilmis

iskemi-reperfiizyon galismasi baz alinarak belirlenmistir.

Tiim gruplardaki ratlara penektomi ve kan alimi sonrasi eksanguinasyon yontemi ile

Otenazi uyguland.
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Resim 3.2. Penis diseksiyonu

3.2. Biyokimyasal inceleme Yontemi

Biyokimyasal incelemeler KTU Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’'nda yapild.
Cikarilan penis dokusu iki parcaya boliindii ve bir par¢a histopatolojik inceleme i¢in %10’ luk
formaldehid igine kondu. Diger par¢a malondialdehit Sl¢limii i¢in serum fizyolojik (%0,9
NaCl) ile yikandiktan sonra -80 °C de saklandi.

Doku Orneklerinin Hazirlanisi

Alinan dokularin her birinden yaklasik 30’ar mg’lik kesimler yapildi. Sonrasinda bu
dokular homejenizator (IKA Ultra-Turrax T-25, Staufen im Breisgau, Almanya) yardimiyla 2
mL fosfat tamponu (PBS, pH:7.4) icerisinde 9500 rpm’de homojenize edildi. Homojenatlar
4000 1800xg’de 10 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonucu elde edilen siipernatantlarda ilgili

biyokimyasal parametrelerin 6l¢iimii gerceklestirildi.
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Doku Orneklerindeki Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Doku 6rneklerindeki protein miktarlari {iretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ticari
kit (Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, Cat No: 23227, Rockford, IL, ABD)
kullanilarak belirlendi ve sonuglar mg/mL cinsinden hesaplandi. Doku malondialdehit (MDA)
ve ELISA kitleri kullanilarak 6lgiilen tiim biyokimyasal parametrelerin seviyeleri standardize
olmasi agisindan hesaplanan 6rnek protein miktarlarina oranlanarak mg protein basina olacak

sekilde verildi.

3.2.1. Doku MDA Diizeylerinin Belirlenmesi
MDA 6l¢timii, Mihara ve Uchiyama yontemi(113) modifiye edilerek gergeklestirildi.
Bu metodun esasi, MDA’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu

molekiiliin renginin 532 nm’deki absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

Doku MDA Ol¢ciimiinde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

1) Doku homojenizasyon tamponu (0.01 M Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS), pH
7.4): 10 adet PBS tableti (Medicano, Uppsala, Sweden) igerisinde yaklagik 900 mL saf su
bulunan beherde ¢oziildii ve ¢ozeltinin pH’s1, pH metrede (Hanna Instrument, HI 9321, USA)
7.4°e ayarlandi. pH’s1 ayarlanan ¢6zeltinin son hacmi 1 L’ye tamamlandi.

2) %1’lik H3PO, ¢ozeltisi: Bir miktar saf su tizerine 2.94 mL %85’lik H3PO4 (Sigma,
St. Louis, MO, USA) alind1 ve son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

3) TBA cozeltisi: 0.67 g TBA (Sigma, St. Louis, MO, USA) tartildi, 50 mL saf su ve
50 mL asetik asit (Sigma, St. Louis, MO, USA) ilave edilerek magnetik bar yardimiyla
karigtirihip ¢oziildii.

4) Standart cozeltiler: 82.5 pL 1,1,3,3 tetrametoksipropan (Sigma, St. Louis, MO,
USA) 0.01 M 50 mL HCI (Sigma, St. Louis, MO, USA) ¢ozeltisine ilave edildi. Cozelti
50°C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu sekilde hazirlanan ana stok ¢ozeltisinden cesitli oranlarda
diliisyonlar yapilarak 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 ve 0.078 nmol/mL’lik
standart ¢ozeltiler ve kor hazirlandi.

Doku MDA Ol¢iimii:

1. 500 pL homojenata 3 mL %]1°lik H3PO4 eklenerek karigtirildi.
2. Karisima 1 mL %0.672°1ik TBA eklenip karistirildiktan sonra 60 dakika kaynar su

banyosunda inkiibe edildi.
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3. Siire sonunda tiipler oda sicakliginda sogumaya birakildi ve sonrasinda 1800xg’de
10 dakika santrifiij edildi.

4. Santrifiij sonucu siipernatant kisimlardan 200’er pL alimip 96 kuyucuklu pleyte
yiiklenerek mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Versamax, Molecular Devices,
California, USA) 532 nm dalga boyunda absorbans oOl¢iimii yapildi. Elde edilen standart
absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige gecirilerek MDA standart grafigi cizildi
(Grafik 3.1). Bu grafikten yararlanilarak doku MDA seviyeleri nmol MDA/mL olarak
hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranlandi ve sonuglar

nmol/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3.1. Doku MDA 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.2.2. Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Seviyelerinin Belirlenmesi
Doku orneklerindeki SOD seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Fine Biotech, Katalog No: ER0332,
Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin sirasiyla asagidaki islemler gerceklestirildi:
e SOD standartlar kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.
e Antikorla kapli pleyt islem yapilmadan 6nce yikama ¢ozeltisi ile pleyt yikayicisi
(BioTek, Winooski, USA) kullanilarak 2 kez yikandu.
e Hem oOrneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er pL olacak sekilde
ilaveler yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida (ShelLab/Sheldon
S14-2, Cornelius, USA) 90 dakika inkiibasyona birakildi.

32



e Siire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 2 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

e Her bir kuyucuga 100°er pL biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.

e Siire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicis1 kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

e Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo
ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 5 kez
yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

e Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar pL eklendi ve
pleyt 37°C’de c¢alkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakildu.

e Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6l¢iim sonucunda, en yiiksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e ulagsmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50’ser pL renklenmeyi
durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gézlemlendi.

e Siire sonunda 6rnek ve standart absorbanslar1 mikropleyt okuyucu spektrofotometrede
(Versamax, Molecular Devices, California, USA) 450 nm dalga boyunda okundu.
Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek SOD

standart grafigi cizildi (Grafik 3.2). Bu grafikten yararlanilarak doku SOD seviyeleri ng/mL
olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranland1 ve sonuglar

ng/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3.2. SOD o6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi
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3.2.3. Doku Glutatyon Peroksidaz (GPx) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki GPx seviyeleri, liretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA

kit (Fine Biotech, Katalog No: ER274, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin

sirastyla agagidaki islemler gerceklestirildi:

GPx standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandu.

Antikorla kapli pleyt islem yapilmadan once yikama c¢ozeltisi ile pleyt yikayicisi
kullanilarak 2 kez yikandi.

Hem orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er puL olacak sekilde
ilaveler yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 90 dakika
inkiibasyona birakildu.

Siire sonunda pleyt, yitkama tamponu ile pleyt yikayicis1 kullanilarak 2 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildu.

Siire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo
ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yitkama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 5 kez
yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar pL eklendi ve
pleyt 37°C’de ¢alkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakildi.

Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6l¢iim sonucunda, en yiiksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e ulasmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50’ser pL renklenmeyi
durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gézlemlendi.

Siire sonunda 6rnek ve standart absorbanslar1 mikropleyt okuyucu spektrofotometrede
450 nm dalga boyunda okundu.

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek GPx

standart grafigi ¢izildi (Grafik 3.3). Bu grafikten yararlanilarak doku GPx seviyeleri pg/mL

olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranlandi ve sonuglar

pg/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3.3. GPx ol¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.2.4. Doku Glukoz ile Diizenlenen Protein 78 (GRP78) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki GRP78 seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda

ELISA kit (Fine Biotech, Katalog No: ER0562, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun

icin sirasiyla asagidaki islemler gerceklestirildi:

GRP78 standartlari kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Antikorla kapl pleyt islem yapilmadan Once yikama ¢ozeltisi ile pleyt yikayicisi
kullanilarak 2 kez yikandi.

Hem o6rneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er pL olacak sekilde
ilaveler yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 90 dakika
inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda pleyt, yitkama tamponu ile pleyt yikayicis1 kullanilarak 2 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo
ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yitkama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 5 kez

yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.
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e Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar uL. eklendi ve
pleyt 37°C’de ¢alkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakildi.

e Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6l¢iim sonucunda, en yiiksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e ulasmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50’ser uL renklenmeyi
durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gézlemlendi.

e Siire sonunda 6rnek ve standart absorbanslar1 mikropleyt okuyucu spektrofotometrede
450 nm dalga boyunda okundu.

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige gegirilerek
GRP78 standart grafigi ¢izildi (Grafik 3.4). Bu grafikten yararlanilarak doku GRP78
seviyeleri ng/mL olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL)

oranlandi ve sonuglar ng/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3.4. GRP78 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.2.5. Doku Aktiflestirici Transkripsiyon Faktor 6 (ATF6) Seviyelerinin
Belirlenmesi
Doku orneklerindeki ATF6 seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
ELISA kit (Fine Biotech, Katalog No: ER1645, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun
icin sirasiyla asagidaki islemler gerceklestirildi:
e ATF6 standartlar kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandu.
e Antikorla kapli pleyt islem yapilmadan 6nce yikama c¢ozeltisi ile pleyt yikayicisi
kullanilarak 2 kez yikanda.

36



Hem orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er pL olacak sekilde
ilaveler yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de c¢alkalayicida 90 dakika
inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda pleyt, yitkama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 2 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er puL biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildu.

Siire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yitkama tamponu iyice uzaklagtirildu.

Her bir kuyucuga 100°er pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo
ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yitkama tamponu ile pleyt yikayicis1 kullanilarak 5 kez
yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar uL. eklendi ve
pleyt 37°C’de ¢alkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakildi.

Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6l¢iim sonucunda, en yiiksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e ulagsmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50°ser pL renklenmeyi
durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gézlemlendi.

Siire sonunda drnek ve standart absorbanslari mikropleyt okuyucu spektrofotometrede
450 nm dalga boyunda okundu.

Elde edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi grafige gegirilerek
ATF6 standart grafigi cizildi (Grafik 3.5). Bu grafikten yararlanilarak doku ATF6
seviyeleri pg/mL olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina

(mg/mL) oranland1 ve sonuglar pg/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3.5. ATF6 ol¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.2.6. Doku C/EBP Homolog Protein (CHOP) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki CHOP seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda

ELISA kit (Fine Biotech, Katalog No: ER0694, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun

icin sirasiyla asagidaki islemler gerceklestirildi:

CHOP standartlar kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Antikorla kapl pleyt islem yapilmadan Once yikama ¢ozeltisi ile pleyt yikayicisi
kullanilarak 2 kez yikandu.

Hem o6rneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er pL olacak sekilde
ilaveler yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 90 dakika
inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda pleyt, yitkama tamponu ile pleyt yikayicis1 kullanilarak 2 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo
ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yitkama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanlarak 5 kez

yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.
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Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar uL eklendi ve
pleyt 37°C’de ¢alkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakildi.

Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6l¢iim sonucunda, en yiiksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e ulasmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50’ser uL renklenmeyi
durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gézlemlendi.

Siire sonunda 6rnek ve standart absorbanslar1 mikropleyt okuyucu spektrofotometrede
450 nm dalga boyunda okundu.

Elde edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi grafige gegirilerek
CHOP standart grafigi ¢izildi (Grafik 3.6). Bu grafikten yararlanilarak doku CHOP
seviyeleri ng/mL olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina

(mg/mL) oranlandi ve sonuglar ng/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3.6. CHOP ol¢limiinde kullanilan standart grafigi
3.2.7. Doku Miyeloperoksidaz (MPQO) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku oOrneklerindeki MPO seviyeleri, lretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda

ELISA kit (Fine Biotech, Katalog No: ER0142, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun

icin sirastyla asagidaki islemler gerceklestirildi:

MPO standartlar kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Antikorla kapli pleyt islem yapilmadan once yikama c¢ozeltisi ile pleyt yikayicisi
kullanilarak 2 kez yikandi.

Hem o6rneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er puL olacak sekilde
ilaveler yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 90 dakika
inkiibasyona birakildi.
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Siire sonunda pleyt, yitkama tamponu ile pleyt yikayicis1 kullanilarak 2 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo
ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yitkama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 5 kez
yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢6zeltisinden 90’ar pL eklendi ve
pleyt 37°C’de cgalkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakildu.

Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6l¢iim sonucunda, en yiiksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e ulagsmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50’ser pL renklenmeyi
durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gézlemlendi.

Siire sonunda 6rnek ve standart absorbanslar1 mikropleyt okuyucu spektrofotometrede
450 nm dalga boyunda okundu.

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige gecirilerek MPO
standart grafigi ¢izildi (Grafik 3.7). Bu grafikten yararlanilarak doku MPO seviyeleri
ng/mL olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL)

oranland1 ve sonuglar ng/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3.7. MPO 6lg¢iimiinde kullanilan standart grafigi
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3.2.8. Doku Glutatyon (GSH) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki GSH seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda

ELISA kit (Fine Biotech, Katalog No: EU2547, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun

icin sirastyla agsagidaki islemler gerceklestirildi:

GSH standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Antikorla kapli pleyt islem yapilmadan once yikama c¢ozeltisi ile pleyt yikayicisi
kullanilarak 2 kez yikandi.

Hem orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 50’ser pL olacak sekilde
ilaveler yapildi. Zaman kaybetmeden her bir kuyucuga 50’ser pL olacak sekilde
biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi.

Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 45 dakika inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda pleyt icerigi aspirasyon ile uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo
ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 5 kez
yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yitkama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar pL eklendi ve
pleyt 37°C’de calkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakildi.

Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6l¢lim sonucunda, en yiiksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e ulagsmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50°ser uL renklenmeyi
durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gézlemlendi.

Siire sonunda 6rnek ve standart absorbanslar1 mikropleyt okuyucu spektrofotometrede
450 nm dalga boyunda okundu.

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek GSH

standart grafigi ¢izildi (Grafil 3.8). Bu grafikten yararlanilarak doku GSH seviyeleri pg/mL

olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranland:1 ve sonuglar

ug/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3.8. GSH odl¢timiinde kullanilan standart grafigi

3.2.9. Toplam Oksidan Durumun (TOS) Belirlenmesi
Doku orneklerindeki TOS seviyeleri ticari kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics,
Cat No: RL0024, Gaziantep, Turkey) kullanilarak iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda

belirlendi ve sonuglar pmol H,0O, esdegeri/L birimiyle verildi.

3.2.10. Toplam Antioksidan Durumun (TAS) Belirlenmesi

Doku orneklerindeki TAS seviyeleri ticari kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics,
Cat No: RL0017, Gaziantep, Turkey) kullanilarak iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
belirlendi ve sonuglar mmol troloks esdegeri/L birimiyle verildi.

3.2.11. Oksidatif Stres Indeksinin (OSI) Hesaplanmasi

Doku 6rneklerindeki OSI seviyeleri;

OSI=[(TOS, pmol H,0; esdegeri/L) / (TAS, pmol troloks esdegeri/L) x 100]
formiilii kullanilarak hesaplandi.(114)

3.3. Histopatolojik Inceleme Yéntemi

Calismaya ait histopatolojik incelemeler Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda yapildi. Calisma sonunda; histopatolojik
degerlendirme i¢in alinan penisler; numaralanmis cam kavanozlardaki %10’luk formaldehit
sollisyonunda tespit edildi. Tespit edilen doku pargalari; %70, %90, %96 ve %100’lik artan
dereceli alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildikten sonra ksilen ile seffaflastirildi.

Daha sonra dokular parafine gomiilerek bloklandi ve elde edilen bloklardan; mikrotom (Leica
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RM 2255, Tokyo, Japan) ile 5 pum kalinliginda seri kesitler alindi. Kesitler;
deparafinizasyondan sonra Masson trikrom ve hematoksilen-cozin (H&E) boyasi ile
boyanarak degerlendirmeye hazir hale getirildi. Her boyali kesitte rastgele segilen bes fakli
alan; histopatolojik a¢idan 1s1k mikroskobunda (Olympus BX51; Olympus Co., Tokyo,
Japonya) incelendi. Tespit edilen histopatolojik degisiklikler; (corpus kavernozum ve
spongiozumda vazokonjesyon, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, tunika albugineada ayrilma);
semikantitatif olarak (0: Hi¢ yok, 1: Hafif, 2: Orta, 3: Siddetli) skorland1(115). ilave olarak
Masson trikrom boyasi ile boyanan preparatlarda kaverndz yapilardaki kirmizi boyanan diiz
kas ve mavi boyanan kollajen6z bag doku liflerinin yogunlugu degerlendirildi ve mikroskoba

entegre kamera (Olympus DP 71, Olympus Co., Japonya) ile fotograflar1 ¢ekildi.

3.4. Istatistiksel Inceleme Yontemi

Gruplarin karsilastirilmalart normal dagilima uyan parametrik veriler igin tek yonlii
ANOVA (post hoc olarak Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi) ile; normal dagilima
uymayan parametrik veriler i¢in Kruskal Wallis varyans analizi (Bonferroni diizeltmeli Mann
Whitney U testi) ile yapildi. Parametrik olmayan veriler i¢in Ki Kare testi yapildi. Yanilma
olasilig1 (P degeri) P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Histopatolojik Bulgular:

Gruplara ait penis dokusunun 151k mikroskopik degerlendirmesinde

4.1.1. Kontrol Grubu Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari;

Uretra epiteli ve iiretray1 gevreleyen korpus spongiozumun normal yapida oldugu
izlendi(Resim A).

Resim A. Kontrol grubuna ait penis kesiti. Uretra epiteli (U), korpus kavernozum (Cc),
korpus spongiozum (Cs); (H&E x100).

Korpus kavernozumun; kaverndz siniisler ve onlar1 gevreleyen diiz kas ve kollajen

liflerden olusan yapisi da genel olarak dogal gériiniimdeydi(Resim D).
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Resim D. Kontrol grubuna ait penis kesiti. Kollajen lifler (biikiilii ok) ve diiz kas (ok)
(Masson trikrom x400).

4.1.2. Priapizm/Reperfiizyon Grubu Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari;
Korpus kavernozumlar ve korpus spongiozumda belirgin vazokojesyon mevcuttu.
Korpus kavernozumda; inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, diiz kas ve kollajen liflerde

diizensizlik ve ayrilmalar izlenmekteydi(Resim B).
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Resim B. Priapizm grubuna ait penis kesiti. Uretra epiteli (U), vazokonjesyon (yildiz) ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (ok bas1); (H&E x100).

Korpus kavernozumun fibréz doku ve kollajen lif yogunlugunun kontrol grubuna gore

belirgin sekilde artmis oldugu goriildii(Resim E).
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Resim E. Priapizm grubuna ait penis kesiti. Kollajen lifler (biikiilii ok) ve diiz kas (ok)
(Masson trikrom x400).

4.1.3. Priapizm/Reperfiizyon + Ferulik Asit Grubu Histopatolojik Degerlendirme
Sonuclari;

Korpus kavernozum ve korpus spongiozumda vazokonjesyon izlenmekle birlikte;
hasar grubuna gore belirgin olarak azaldigir goriildii. Genel histolojik yapiin diizeldigi ve

korpus kavernozumda inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun azalmis oldugu izlendi(Resim C).

47



Resim C. Tedavi grubuna ait penis kesiti. Uretra epiteli (U), vazokonjesyon (yildiz) ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (ok bas1); (H&E x100).

Korpus kavernozumda, fibroz doku ve kollajen lif yogunlugunun kontrol grubuna
gore artmis oldugu ancak hasar grubuna gore daha az oldugu goriildii(Resim F).
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Resim F. Tedavi grubua ait penis kesiti. Kollajen lifler (biikiilii ok) ve diiz kas (ok) (Masson
trikrom x400).
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Tablo 4.1 Korpus Kavernozum ve Spongiozuma ait histolojik degerlendirme sonuclari

GRUPLAR KORPUS INFLAMATUAR TUNIKA
KAVERNOZUM VE HUCRE ALBUGINEADA
SPONGIOZUMDA | INFILTRASYONU AYRILMA
VAZOKONJESYON

Kontrol 1 2 1 2
Kontrol 2 0 0 1
Kontrol 3 1 1 1
Kontrol 4 1 1 1
Kontrol 5 0 0 1
Kontrol 6 1 1 2
Priapizm/Reperfiizyon 1 2 1 3
Priapizm/Reperfiizyon 2 2 2 2
Priapizm/Reperfiizyon 3 3 2 2
Priapizm/Reperfiizyon 4 3 2 2
Priapizm/Reperfiizyon 5 2 1 1
Priapizm/Reperfiizyon 6 3 2 2
Pri/Rep+Ferulik Asit 1 2 1 1
Pri/Rep+Ferulik Asit 2 2 1 1
Pri/Rep+Ferulik Asit 3 1 1 2
Pri/Rep+Ferulik Asit 4 1 1 2
Pri/Rep+Ferulik Asit 5 1 1 2
Pri/Rep+Ferulik Asit 6 1 1 1

Nonparametrik veriler (Kavernlerde vazokonjesyon, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu,
tunika albugineada ayrilma) Ki Kare testi ile incelendiginde konjesyon ve inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu i¢in gruplar arasinda anlamli farkliliklar izlenirken tunika albugineada ayrilma

yoniinden anlamli bir farklilik olusmamustir. (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Nonparametrik verilerde anlamh farkhliklar izlenen gruplar

Gruplar p<0,05 ise p degeri*
Kavernéz Siniis Konjesyonu 0,023
Inflamatuvar Hiicre infiltrasyonu 0,007
Tunika Albugineada Ayrilma

* Mann-Whitney U testi
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4.2 Biyokimyasal Analiz Sonuclari
Inceleme sonrasi gruplar arasinda anlamli fark bulunanlar: Doku TOS, doku OSI,

doku SOD, doku GPX, doku MPO, doku GRP78 (Tablo 4.3.) , anlamli bulunmayanlar doku

MDA, doku TAS, 4doku GSH, doku ATF6 ve doku CHOP oldugu gériildii (Tablo 4.4.).

Tablo 4.3. Anova analizinde fark saptanan parametreler

Parametreler

Kontrol

P/R

P/R+FA

P degeri

TOS
(pmol hidrojen
peroksit
esdegeri/L)
a B

19.7£1,3

50,6 £11,3

21,0+1,3

P<0,001

oSl

9,9 £1,1

73,1 £38,5

11,9 45,7

p<0,001

SOD (ng/mg
protein)

B

2,99 £0,90

1,58 £0,63

2,59 £0,56

p=0,011

MPO (ng/mg
protein)

5,58 £1,45

8,47 £3,08

5,24 £1,53

p=0,039

GRP78 (ng/mg
protein)
a

1,50 £0,36

3,23 £1,81

1,57 0,47

p=0,025

GPx (pg/mg
protein)
a

683,7 £155,9

385,9+131,4

632,0 +250,4

p=0,032

a: Kontrol-P/R gruplar1 arasinda anlamli fark bulunanlar, : P/R-P/R+Ferulik Asit

gruplari arasinda anlamli fark bulunanlar(posthoc MannWhitney U, p<0,016667)

Tablo 4.4. Anova analizinde fark saptanmayan parametreler

Parametreler Kontrol P/R P/R+FA P degeri
MDA (nmol/mg 27,7 47,1 48,4 £15,2 32,5+17,6 p>0,05
protein)
TAS (mmol 0,202 +0,020 0,124 0,140 0,205 +0,071 p=0,250
troloks
esdegeri/L)
GSH (ng/mg 258,9 +81,4 138,8 £66,4 204,3 £108,4 p=0,089
protein)
ATF6 (pg/mg 453,0 £121,0 631,2 £293,5 466,2 +104,5 p=0,237
protein)
CHOP (ng/mg 4,13 +0,95 6,58 £3,30 4,34 +1,26 p=0,118
protein)
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5. TARTISMA

Iskemik priapizm korpus kavernozumun rijiditesi ve kavernozal kan akiminin az ya da
hi¢ olmamas ile karakterize kalic1 bir ereksiyondur(4). iskemik priapizm olgularin %95’inden
fazlasini olusturan, en sik goriilen alt tiptir(4,34). Iskemik priapizmde korpus kavernozumda
hipoksi,hiperkapni,glukopeni,asidozis gibi zamana bagimli metabolik degisiklikler
g06zlenir(116,117).

4 saatten uzun siiren bir iskemik priapizm kompartman sendromuna benzetilebilir.
Korpus kavernozumdaki kapali alanda olusan iskemi, kavernozal sirkiilasyonu ciddi bir
sekilde bozar. Iskemik priapizmde, kavernozal diiz kasta ultrastriiktiirel degisiklikler 12 saat
sonra, fokal nekroz 24 saat sonra, son olarak genis nekroz ve fibroblast benzeri hiicrelerin
transformasyonu ise 48 saat sonra goriilmektedir(6). Iskemik priapizmde diiz kas nekrozu,
korporal fibrozis ve perminant erektil disfonksiyon(ED) gibi irreversibl sonuglar1 azaltmak
icin acil medikal miidahale gereklidir(5,6). ED gelisiminin en 6nemli prediktorii priapizmin
stiresidir. Priapizmin baslangicindan 48-72 saat sonrasinda yapilan miidahaleler ereksiyon ve
agrinin giderilmesinde yardimci olabilirken uzun dénemde ED gelisimini 6nlemede etkinligi

azdir.

Reperfiizyon iskemik dokunun korunmasi ic¢in gerekli olmasina ragmen,
reperflizyonun kendisi IR hasarin1 meydana getiren patofizyolojik siireci baslatmaktadir. IR
hasarinda, reperfiizyon sonucunda serbest oksijen radikalleri olugsmaktadir. Olusan serbest
oksijen radikalleri biyolojik membranlarda ve serumda bulunan lipitler ile reaksiyona girerek
lipit peroksidasyonuna yol agmakta, bu da iyon kanallarina ve DNA'ya zarar vererek hiicresel

ve metabolik siirecleri sekteye ugratmaktadir(118,119).

Lipid peroksidasyonuna kars1 canli organizmalarda enzimatik veya enzimatik olmayan
antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir. Bu savunmada yer alan enzimlerden en
onemlileri de SOD, katalaz ve GSHPx’dir. Ayrica diger savunma sistemleri olarak vitamin A,
vitamin C, vitamin B9, vitamin E ve oksidasyon zincirini kiran cesitli fitokimyasallar

bulunmaktadir(120).

. Serbest oksijen radikallerinin ¢esitli hastaliklarla iligkili oldugu gosterilmistir ve
antioksidan kullaniminin bu hastaliklarin  tedavisinde ©nemli bir rol oynayabilecegi
distiniilmektedir. Bronkopulmoner displazi, periventrikiiler 16komalazi, intraventrikiiler
hemoraji, prematiir retinopati ve nekrotizan enterokolit gibi prematiir infantlarda goriilen

hastaliklar oksidatif stres ile iliskilidir, bu hastaliklarin tedavisinde antioksidan ajanlarin
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kullanilmas1 planlanmaktadir. Baz1 antioksidanlar antimikrobiyal aktivite gostermektedir, gida
endiistrisinde gida kaynakli patojenlerden korunmak amaciyla antioksidanlarin diizenli bir
sekilde kullanildig1 bilinmektedir. Antioksidanlarin ayrica yara iyilesmesini hizlandirdigi

bilinmektedir(93).

Fenolik bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi o6zellikle son 20 yilda
popiiler bir alan haline gelmistir. Bunun ana nedeni fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleri
ve bunlarin kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar, kanser, I/R hasar1 ve oksidatif
stresle iliskili diyabet gibi ¢esitli hastaliklart onlemedeki olasi roliidiir. Ferulik asit (4-
hidroksi-3-metoksisinnamik asit, FA) Ferula foetida'dan izole edilmistir(12-14). FA, hem
serbest formda hem de bitkilerin hiicre duvarinda polisakkaritler, glikoproteinler, poliaminler,
lignin ve hidroksi yag asitleri ile kovalent olarak konjuge halde bulunur(15). FA’nin dogal
kaynaklar arasinda piring, bugday, yulaf, meyveler, fasulye, kahve tohumlari, enginar, fistik
ve findik yer alirken; Angelica sinensis, Cimicifuga racemosa ve Ligusticum chuangxiong

gibi Cin bitkilerinin de bir bilesenidir(16).

Ferulik asidin antioksidan ozelliklerinin kesfedilmesi ile birlikte bircok biyolojik
kullanim1 dikkat ¢ekmistir. FA, antioksidan, antiinflamatuvar, antialerjik, hepatoprotektif,
kardiyoprotektif, noroprotektif, antikanserojenik (akciger, meme, kolon ve cilt kanseri),
antimikrobiyal, antiviral, vazodilator, antitrombotik, antidiyabetik, spermlerin canliligini
arttirict biyomedikal etki dahil olmak iizere genis spektrumlu etkilere sahiptir. Ayrica cilt
bakim formiilasyonlarinda fotokoruyucu bir bilesen ve gida endiistrisinde lipid
peroksidasyonunu Onlemek i¢in bir gida katki maddesi olarak yaygin olarak

kullanilmaktadir(17-19).

Son yillarda beyin, kalp, bobrek, karaciger, retina dahil gesitli organlarda FA’nin I/R
hasarina kars1 koruyucu etkisinin arastirildigi ¢ok sayida deneysel ¢alisma yapilmistir. Ren ve
ark. siganlarda FA’nin serebral I/R hasar modelinde malondialdehit (MDA) diizeyini azaltarak
ve siiperoksit dismutaz(SOD) ve glutatyon peroksidaz(GSH-Px) diizeylerini artirarak
koruyucu bir etki gosterdigini saptamislardir(121). Yine Awadalla ve ark. ¢alismalarinda, FA
uygulamasinin ratlarda renal I/R hasarini1 6nemli derecede azalttigini gostermistir(122). Gao
ve ark. , FA’nin ratlarda myokardiyal I/R hasar modelinde MDA diizeyini azaltarak ve SOD
aktivitesini artirarak koruyucu etkinligini ortaya koymustur(123).
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Koh ve ark.’nin ratlarda yaptigi bir ¢alismada ferulik asidin, orta serebral arter
okliizyonu sonrasi olusan apoptotik hiicre 6liimiinii ve infart hacmini azalttig1 gosterilmistir.
Orta serebral arter okliizyonu, fosfo-AKT seviyesinde diismeye sebep olurken ferulik asit

tedavisi iskemi hasarinin tetikledigi fosfo-AKT down regiilasyonunu engellemektedir(124).

Hiperglisemi, serbest radikallerin asir1 liretilmesi ve oksidatif stres ile karakterize olan
diyabet diinya ¢apinda yaygin bigimde goriilen bir endokrin hastaligidir(125). Pro-oksidan ve
antioksidan maddeler arasindaki dengesizlik biyolojik sistemlerde hiicre hasarima neden
olur(126). FA pankreasta bulunan, streptozotosin kullanimi sebebiyle meydane gelen serbest
radikallerin nétralize edilmesine yardim eder ve boylelikle streptozotosin toksisitesini azaltir.
Oksidatif stres ve/veya toksisitenin azaltilmasi beta hiicrelerinin proliferasyonuna ve
pankreastan daha fazla insulin salgilanmasina yardimei olur. insulin salgilanmasinin artisi
ekstrahepatik dokularda insulin kullanimini artirarak kan glukoz seviyesinin diismesine neden
olur(127).

Detoksifikasyon enzimlerinin stiimiile edilmesi FA'nin antikanserojenik etkisinin
bagka bir mekanizmasidir. FA o&zellikle karacigerde UGT (Uridin difosfat glukuronil
transferaz) enzim aktivitesini artirmaktadir. Boylelikle kanserojenik  maddelerin
detoksifikasyonu daha iy1 bir sekilde yapilir boylelikle de gastrointestinal kanserlerin olusumu
engellenebilir(128). UGT enzimleri ekzojenik ve endojenik bilesenleri glukuronik asit ile
konjugasyonunu katalize ederek bu bilesenlerin suda ¢oziiniirliiglinii artirir ve bdylelikle de
safra ve idrardan bu bilesenlerin atilimini kolaylastirir(129). FA kolon kanser hiicrelerinin
biiylimesini de inhibe eder(130). FA'nin kolon kanserindeki karsinogenezisi inhibe ettigi in
vivo galismalarda gosterilmistir(131). FA dahil polifenoller meme kanserinde timor supresor

etki potensiyeli barindirmaktadir(132).

Biz yaptigimiz bu c¢aligma ile ratlarda deneysel olarak olusturulan akut iskemik
priapizm modelinde, 1 saatlik akut iskemik priapizm ve yarim saatlik reperfiizyon sonras1 geri
doniisiimsiiz hasar olusmadan 6nce dokulardaki erken histopatolojik degisiklikleri (Kavernoz
Siniis Konjesyonu, Inflamatuvar Hiicre Infiltrasyonu, Tunika Albugineada Ayrilma) ve
biyokimyasal verileri (Doku TOS, TAS, OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA,
SOD, GPx) inceledik. Doku seviyelerindeki degisiklikler ve uygulanacak olan ferulik asitin
IR hasar1 {iizerine olast koruyucu etkisinin oksidan-antioksidan denge agisindan

degerlendirilmesini amagladik.

Calismamizdaki histopatolojik veriler degerlendirildiginde FA’ nin priapizmde olusan
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kavernoz siniis konjesyonunu azalttigi gdsterilmis, inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu
azalttig1 izlenmis ve tunika albugineada ayrilma ve/veya hemorajide olumlu yonde etkisinin

olmadig1 gosterilmistir.

Calismamizda IR hasarinda biyokimyasal degisikliklerin saptanmast ve FA koruyucu
etkilerinin saptanmasi amaciyla doku biyokimyasal verileri TOS, TAS, OSI, GSH, MPO,
GRP78, ATF6, CHOP, MDA, SOD, GPx caligildu.

I/R hasar1 sirasinda olusan serbest radikaller, hiicre membranlarindaki lipidlere
saldirarak lipid peroksidasyonunu baslatirlar. MDA, lipid peroksidasyonunun son {iriiniidiir ve
deneysel I/R modellerinde lipid peroksidasyon miktarinin bir gostergesi olarak
kullanilmaktadir. Lipid peroksidasyonuna bagli MDA birikimi daha ¢ok reperflizyon fazinda
gelisen hasarin 6nemli bir komponentidir(133). Calismamizda doku MDA diizeylerinin
kontrol grubuna gore, P/R grubunda daha yiiksek oldugu izlenmis olup hipotezimizle uyumlu
oldugu goriilmiistiir. FA inflizyonu ile birlikte Pri/Rep+FA grubunda I/R grubuna gore doku
MDA ’da istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmamuistir (p>0,05).

Antioksidanlarin plazma konsantrasyonlari ayri1 ayr1 Olciilebilmektedir, ancak bu
durum zaman alic1, yogun emek gerektiren ve yiiksek maliyetli bir istir. Bu sebeple biyolojik
orneklerin antioksidan kapasitesini belirlemek icin ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Plazma
antioksidan bilesenlerinin antioksidatif etkisi oldugu i¢in, toplam antioksidan kapasite 6l¢iimii
(TAS) plazma antioksidan durumunu yansitir. TAS viicut sivilarindaki ve plazmadaki biitiin
antioksidanlarin etkisini yansitirken, TOS biitiin oksidanlarin toplam etkisini yansitir(134).
Oksidatif stres DNA mutasyonlari, hiicre 6liimleri ve hastaliklar1 gibi hasarlara neden olur.
Molekiiler, hiicresel ve doku diizeyindeki oksidatif hasarin en aza indirilebilmesi i¢in
oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge saglanmalidir(135). Kisaoglu ve ark.
yayinladiklar1 derlemelerinde, oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar tarafina kaymasinin,

antioksidan sistemlerin fazla tiiketilmesine bagl olarak gelistigini bildirmislerdir(136).

Yaptigimiz calismada parametrik veriler igerisinde degerlendirilen doku TAS
seviyelerindeki degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir(p>0,05). Doku TOS
seviyelerinde Pri/Rep grubunda kontrol grubuna gore yiikselmenin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriilmiis(p<0,05); Pri/Rep+FA grubunda ise Pri/Rep grubuna goére doku TOS
diizeylerindeki diislisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmistiir (p<0,05). Bu bulgular

FA’nin antioksidan 6zelligini desteklemektedir.
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Myeloperoksidaz (MPO), memeli nétrofillerinin graniillerinde yer alan bir enzim olup,
fagosite edilmis bakterilerin Oldiiriilmesinde hidrojen peroksit ile birlikte Snemli rol
oynamaktadir. Iskemi-reperfiizyon hasarinda basta nétrofiller olmak iizere inflamatuvar
hiicreler kemotaksisi olugsmakta, inflamatuvar mediyatorlere yanit olarak siiperoksit iyonu gibi
oksidan mediyatdrler iiretirler. Siiperoksit iyonu, siiperoksit dismutaz (SOD) araciligi ile 6nce
hidrojen peroksite ve sonrasinda miyeloperoksidaz (MPO) etkisi ile de hipoklorik asite veya
fenton reaksiyonu ile OH radikaline doniisiir ve ortama salinir(137,138). Calismamizda
Pri/Rep+FA grubunda ise Pri/Rep grubuna gore doku MPO diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Doku SOD diizeylerinde ise Pri/Rep+FA grubunda ise
Pri/Rep grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.015) .FA’nin SOD

aktivitesini artirarak antioksidan rol oynadig1 bu calismada gosterilmistir.

Calismamizda toplam antioksidan kapasite diizeyleri i¢in toplam oksidan seviye
diizeyi yiizde orani oksidatif stres indeksi (OSI) olarak degerlendirildi(139). Doku OSI

seviyelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlendi (p<0,05).

Nonenzimatik antioksidan olan Glutatyon bir antioksidan olarak hareket eder ve ayrica
hiicrenin  redoks durumunu korumada, detoksifikasyon sisteminin calismasinda,
eikosonoidlerin sentezlenmesinde, hiicre sinyal mekanizmasmin diizenlenmesinde, gen
ekspresyonunda ve apopitozisde de antioksidan olarak faaliyet gosterir. Glutatyon, GPx’in
katalitik etkisiyle lipit peroksitleri ve H202’yi detoksifiye eder ya da O,” ve OH" ’i temizler.
Ayrica GSH plazma membranindan aminoasit transportunu saglar ve bazi Onemli

antioksidanlar1 yeniden olusturur. Vitamin E ve vitamin C, GSH tarafindan diizenlenir(140).

Calismamizda doku GSH diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi(p>0,05). Doku GPx diizeylerinde ise Pri/Rep grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu(p=0,032). Bu durum yapilan ¢alismanin akut bir

caligma olmasina baglandi.

Endoplazmik retikulum (ER) saperonlar, ERmin normal islevi igin gerekliligi
acisindan ortaya konulmustur(141). GRP78’in ER stresi i¢in esas diizenleyicilerden oldugu
kamtlanmistir(142). ATF6'nin proapoptotik CHOP'un erken dinamiklerini sekillendirdigini
One siiren calismalar da mevcuttur(143). Calismamizda doku GRP78 diizeyinde Pri/Rep
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken(p<0,05) , doku

ATF6 ve doku CHOP diizeylerinde Pri/Rep grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
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anlaml farklilik bulunamadi(p>0,05). Bu durum FA’nin ER stresini hafifleterek, I/R’nin

neden oldugu metabolik bozukluklari iyilestirebilecegini gdstermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Deneysel model, biyokimyasal olarak priapizm/ reperfiizyon grubundaki azalan doku
SOD seviyelerinin ferulik asit verilen ratlarda arttigin1 gostermistir.

Deneysel model, biyokimyasal olarak priapizm/ reperfiizyon grubundaki artan doku
TOS seviyelerinin ferulik asit verilen ratlarda azaldigin1 gostermistir.

Deneysel model, histolojik olarak priapizm/ reperflizyon grubundaki ratlarda izlenen
konjesyonun ferulik asit uygulamasinin ardindan normallesme ile sonuglandigini
gostermistir.

Deneysel model, histolojik olarak priapizm/ reperflizyon grubundaki ratlarda izlenen
inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun ferulik asit uygulamasinin ardindan normallesme
ile sonuc¢landigini gostermistir.

Ferulik asitin, priapizm/ reperfiizyon durumunda dokularda olusabilecek biyokimyasal
ve histolojik hasar1 engellemede etkili olabilecegi kanis1 uyanmuistir.

Bu ve benzeri verilerin 1s1ginda, ferulik asitin insanlarda kulanimi konusunda

caligmalara gerek duyulmaktadir.
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