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OZET

AKUT iSKEMIK PRiAPiZM MODELINDE BERBERININ iSKEMi
REPERFUZYON HASARI UZERINE OLASI KORUYUCU ETKIiLERININ
DEGERLENDIRILMESI

Giris:

Penisin kompartman sendromu olarak algilanabilecek olan iskemik priapizmde
venOz obstriiksiyon ve korpus kavernozum icerisinde staz meydana gelmektedir.
Zamaninda tedavi edilmezse kavernozal diiz kaslarda nekroz, irreversibl korporal
fibrozis ve erektil disfonksiyon gelismektedir. Priapizmin sonlanmasi ise iskemi
reperflizyon (IR) hasarini giindeme getirmektedir. Bir izokinon kuaterner alkaloid
olan berberin gibi baz1 bitkisel biyoaktif bilesikler, hiicrelerin oksidatif strese karsi
serbest radikallerin engellenmesini veya detoksifikasyonunu saglamakta ve gesitli

islev bozukluklarmin 6nlenmesine yardimei olmaktadir.

Amag:
Sicanlarda olusturulan penil iskemi-reperfiizyon modelinde uygulanan berberinin, IR
hasar1 iizerine olasi olumlu etkilerinin histolojik ve biyokimyasal agidan

degerlendirilmesi amaglanmustir.

Gerec¢ ve Yontem:

Bu deneysel ¢alismada Spraque Dawley tipi, 350-400 gr agirliginda toplam 18 adet
eriskin erkek rat kullanilmistrr (3 grup; her bir grupta 6 rat; kontrol,
priapizm+reperfiizyon, priapizm+ reperflizyon+berberin). Almman penektomi
materyalinde Doku TOS, TAS, OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA,
SOD, GPx seviyelerindeki degisiklikler ile sakrifiye edilen ratlarin aliman penis
dokusunun histolojik  Ozellikleri (kavernlerde vazokonjesyon, iiretra epitel
dejenerasyonu, kavernlerin ortalama siniizoidal alan1 (um2), kavernlerde vaskiiler

konjesyon, kavern ¢evresi bag dokusu artis1) degerlendirilmistir.



Bulgular:

Biyokimyasal verilerden istatistiksel olarak anlamli bulunanlar; Doku TOS, OS],
GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP olup(p<0,05), anlamli bulunmayanlar doku
MDA, TAS, SOD, GPX oldugu goriildii (p>0,05). Calismamizda histolojik veriler

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark gosterilemedi.
Sonuc:
Bu bulgular berberinin antioksidan 6zelligini ve I/R’nin neden oldugu metabolik

bozukluklar1 6nleyebilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Priapizm, Berberin, Reperfiizyon hasari



SUMMARY

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

Introduction:

Ischemic priapism, which can be considered as penile compartment syndrome, runs
with venous obstruction and stasis in the corpus cavernosum. If not treated, it causes
cavernosal smooth muscle necrosis, irreversible corporal fibrosis, and erectile
dysfunction. On the other hand, termination of priapism leads to ischemia-
reperfusion (IR) injury. Berberine, one of the bioactive alkaloids found in plants is

used in prevention or detoxification free radicals that lead to oxidative stress of cells.

Aim:
We aimed to evaluate the possible protective effects of berberine in histological and

biochemical parameters in the penile ischemia-reperfusion model in rats.

Materials and Methods:

In this experimental study, 18 adult male Spraque Dawley rats weighing 350-400 gr
were used (three groups consisting of 6 rats each control, priapism+reperfusion and
priapism+reperfusion+berberine groups). Penectomy materials, obtained at the end
of study, was investigated for changes in tissue TOS, TAS, OSI, GSH, MPO,
GRP78, ATF6, CHOP, MDA, SOD, GPx levels, and histological features of the
removed penile tissue (for vasocongestion in caverns, urethral -epithelial
degeneration, mean sinusoidal area of caverns (um?2), vascular congestion in caverns,

increase in connective tissue around the cavern) were evaluated.

Results:
Among the biochemical data, statistically significant differences were observed for
tissue TOS, OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP (p<0.05). No statistically

significant difference was found in terms of histological data.



Conclusion:
Our findings suggested that berberine may have an antioxidant property and can

decrease metabolic disorders which were caused by I/R.

Keywords: Priapism, Berberine, Reperfusion injury
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1. GIRIS

Priapizm adini antik Yunan kiiltiiriinden bilinen ve erkeklik ve fertilitenin
sembolii olan Priapus tanrisindan alimmistir. Kiigiik Asya (giiniimiiz Tirkiye)’da olan
efsaneye gore, Zeus’un Afrodit’ten olan gayr-i mesru ¢ocuklarina Zeus’un esi Hera,
kem gozlerini gondermis ve dogan ¢ocugun penisi hemen hemen kendi boyu kadar
ve siirekli ereksiyondaymis(1). Afrodit cocugundan utanmis ve onu bugiin Lapseki
olarak bilinen yerde bir tarlada terk etmistir. Tarlada biiyiiyen 2 priapus, tipki kendisi
gibi toprakla biiyliyen ve yetisen her seye giic ve bereket vermistir. Bu onu “Bereket

Tanris1” yapmis ve ¢ok biiyiik olan penisi de giic sembolii haline gelmistir(2).

Priapizm; penil tlimesans, rijidite ve gevseme mekanizmalarmin
regiilasyonundaki bozulma sonucu olusan kalic1 ereksiyon olarak tanimlanir.
Urolojik acil patolojilerden olup, penil ereksiyon halinin, seksiiel uyar1 ve orgazm
olmadan kismi ya da tam olarak 4 saatten daha uzun devam etmesidir. Tipik olarak
sadece ereksiyondan sorumlu penil yapilar olan korpus kavernozumlar olaya katilir.
Priapizm genelde seksiiel yonden aktif eriskinlerde goézlenmesine karsin yenidogan
donemi dahil olmak iizere tiim yas gruplarmda goriilebilir. Iskemik, non-iskemik ve
intermittan priapizm olmak {izere 3 ana tipi vardir. Hematolojik diskreziler, iskemik
priapizm icin baglica risk faktdriidiir. 1Iyatrojenik olarak intrakavernozal
enjeksiyonlar, oral fosfodiesteraz tip 5 (PDE 5) inhibitorleri de priapizme neden
olabilir. Penisin mesane ve prostat kanserine sekonder metastatik infiltrasyonu da

priapizme neden olur.

Tekrarlayan priapizm siklikla idiyopatik olan nadir goriilen bir durumdur ve
patofizyolojisi heniiz aydinlatilamamistir. Tekrarlayan priapizm ¢ocuklarda siklikla

hematolojik hastaliklar ile iligkili iken, eriskinlerde ise genellikle idiopatiktir(3).

Non-iskemik (arterial, yiiksek akimli) tip, priapizmin daha az goriilen tipidir
ve diizensiz kavernozal kan akimi nedeniyle olugmaktadwr. Bu tip siklikla
(Eriskinlerde %82.5 ve ¢ocuklarda 9%96.1) kavernozal arter veya dallarindan birinin

korpus kavernozum igine riiptiirii sonucu meydana gelmektedir(4). Ayrica



intrakavernozal tedavi sirasinda kavernozal arterin igne ile laserasyonunun da yiiksek
akimli priapizme neden oldugu rapor edilmistir(5). Travma sonrasi, diizensiz arterial
akim, direkt olarak lakunar alanlara girmektedir. Kavernozal siniislerde kan
gollenmektedir ancak subtunikal veniillerin kompresyonu tiimesanst tamamen
onlemek icin yeterli diizeyde degildir(6). Bu nedenden dolay1 penis erekte ama agri
ve sertlik yoktur. Kavernozal alanda iskemi olmaz, kavernozal kan gazinda hipoksi,
hiperkarbi ya da asidoz gdzlenmez. Priapizmin bu tiirtinde teshis sonrasi acil tedavi

gerekmemektedir.

Iskemik priapizm ise tiim priapizm olgularmm %95’ini olusturmaktadr.
Yillik insidans1 100000 erkekte 0,3-1,5 arasinda rapor edilmektedir(7). Iskemik
priapizm, penisin kompartman sendromu seklinde diisiiniilebilir. Iskemik priapizmde
venOz obstriiksiyon ve korpus kavernozum igerisinde staz meydana gelmekte ve
sonu¢ olarak asidik, anoksik, hiperkarbik ve glukopenik bir ortam meydana

gelmektedir(8,9).

Iskemik priapizm {irolojik acil bir durumdur. Iskemik priapizmde olusan
hipoksi ve asidoz 4 saat sonra kavernozal fibrozise neden olmaktadir. Iskemik
priapizmde, kavernozal diiz kasta ultrastriiktiiral degisiklikler 12 saat sonra
interstisiyel 6dem olarak kendini gosterirken, 24 saate kadar siniizoidal endotel hiicre
hasari, bazal membran par¢alanmasi ve trombosit adezyonu goriilmektedir. 48 saat
sonunda siniizoidlerde trombiis gosterilirken, fibroblast benzeri hiicrelerinde
goriilmesi diiz kas nekrozunun basladigini gdostermektedir. Tedavide ge¢ kalinirsa
(>24 saat) kavernozal diiz kaslarda nekroz, irreversibl korporal fibrozis ve erektil
disfonksiyon meydana gelir(10). Uzamis anoksi korporal diiz kas kasilmasinda
anlamli azalma, diiz kas Oliimiine ve korpus kavernozumda fibrozise neden
olmaktadrr.  Iskemik  priapizmin  deneysel —hayvan modellerinde lipid
peroksidasyonunun reaktif oksijen radikalleri tarafindan verilen zararin belirleyicisi
oldugu, iskemik priapizm siiresince ve daha sonrasinda hem-oksijenaz iiretimini

artirdigini gostermislerdir(11,12).

Yapilan farkli ¢aligmalarda akut iskemik olaylar sirasinda, albuminin metal

baglanma kapasitesinin azalarak, iskemik modifiye albumin (IMA) adiyla bilinen



metabolik bir varyanta doniistiigii ve serum diizeyinin arttig1 ortaya konmustur(13).
Priapizmin sonlanmasi ile birlikte iskemi reperflizyon (IR) hasar1 meydana
gelmektedir(11). Reperflizyon iskemik dokunun korunmasi igin gerekli olmasina
ragmen, reperflizyonun kendisi IR hasarint meydana getiren patofizyolojik siireci
baslatmaktadir. Oksidatif stres hiicre membraninda tahribat olusturup kalic1 hiicre
hasarma yol acarak dokularda yikici etkilere neden olur. TGF-b (Transforming
growth factor beta) doku onariminda hayati 6nem tasiyan bir sitokindir. TGF-b’nin
up-regiilasyonu hipoksi sirasinda oksidatif strese yanit olarak ortaya ¢ikmaktadir(14).
Asirt miktarda TGF-b1 iskemik priapizmde fibrozise neden olan aracilardan birisidir.
TGF-bl notralize edici antikorlar kisa siireli priapizm durumlarinda TGF-bl’in

fibrotik etkilerini azaltmistir(15).

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 artmasma neden olur(16,17).

Antioksidanlarin plazma konsantrasyonlar1 ayr1 ayr1 6lgiilebilmektedir, ancak
bu durum zaman alici, yogun emek gerektiren ve yiiksek maliyetli bir istir. Bu
sebeple biyolojik Orneklerin antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in c¢esitli
yontemler gelistirilmistir(18). Plazma antioksidan bilesenlerinin antioksidatif etkisi
oldugu i¢in toplam antioksidan kapasite 6l¢iimii (TAS) plazma antioksidan durumu
yansitir. Bu nedenle oksidatif metabolizma ve Onerilen hastaliklar arasinda belirli bir
iliski ararken toplam oksidan kapasitesi (TOS) ve toplam antioksidan kapasitesi

(TAS) degerlendirilmesi esastir(19).
Bu caligmada toplam antioksidan kapasite diizeyleri i¢in toplam oksidan

seviye diizeyi yilizde oram1  oksidatif stres indeksi (OSI) olarak
degerlendirilecektir(20). OSI degeri ise asagidaki gibi hesaplanacaktir.

OSI = [(TOS, pmolH202equivalent/L) / (TAS, pmol Trolox equivalent/L) x 100]



Enzimatik olmayan antioksidanlardan olan Glutatyon, hiicrenin redoks
durumunu korumada, detoksifikasyon sisteminin ¢aligmasinda, eikosonoidlerin
sentezlenmesinde, hiicre sinyal mekanizmasmin  diizenlenmesinde, gen
ekspresyonunda ve apopitoziste de antioksidan olarak faaliyet gosterir. Glutatyon,
glutatyon peroksidaz (GSHPx)’in katalitik etkisiyle lipit peroksitleri ve hidrojen
peroksit (H20,)’i detoksifiye eder ya da siiperoksit (O2) ve hidroksil (OH)’i
temizler. Ayrica Glutatyon S-Transferaz (GSH) plazma membranindan aminoasit
transportunu saglar, bazi 6nemli antioksidanlar1 yeniden olusturur. Vitamin E ve
vitamin C, GSH tarafindan diizenlenir. Guanin, Deoksiriboniikleikasit (DNA)
bilesenleri igerisinde en diislik iyonizasyon potansiyeline sahip olan ve oksidasyona
en yatkin olan bazdwr. Modifiye bir baz olan 8- hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-
OHdG), reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da yaptig1 20°den fazla oksidatif baz hasar
irtiniinden biri olup, guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikali ataklar1 sonucu
olusan, oksidatif DNA hasarmnin duyarli bir gostergesidir. Bu nedenle 8-OHdG
Olciimii, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak kabul edilmekte ve
oksidatif DNA hasarm1 belirlemede en sik kullanilan yOntem olarak

uygulanmaktadir(21).

Myeloperoksidaz (MPO), memeli nétrofillerinin graniillerinde yer alan bir
enzim olup, fagosite edilmis bakterilerin dldiiriilmesinde hidrojen peroksit ile birlikte
onemli rol oynamaktadir. Iskemi-reperfiizyon hasarinda basta notrofiller olmak iizere
inflamatuvar hiicreler kemotaksisi olusmakta, inflamatuvar mediyatorlere yanit
olarak siiperoksit iyonu gibi oksidan mediyatorler iretirler. Siiperoksit iyonu,
stiperoksit dismutaz (SOD) aracilig1 ile once hidrojen peroksite ve sonrasinda
miyeloperoksidaz (MPO) etkisi ile de hipoklorik asite veya fenton reaksiyonu ile

OH' radikaline doniisiir ve ortama salinir(22,23).

Endoplazmik retikulum (ER) saperonlar, ER'min normal islevi icin
gereklidir(24). En 1iyi karakterize edilmis ER saperonlarindan biri, Binding
immunoglobulin protein (BIP) veya Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member
5 (HSPAS) olarak da adlandirilan 78-kDa agrrhigindaki glikoz regiile proteindir



(GRP78). GRP78, yeni sentezlenen polipeptitlerin ER zar1 boyunca yer
degistirmesini, proteinlerin katlanmasini ve birlestirilmesini kolaylastiran, ER-iligkili
degradasyon (ERAD) ile yanlis katlanmig proteinleri hedefleyen, kalsiyum
homeostazini diizenleyen ve bir ER stres sensorii olarak hizmet eden birgok hiicresel
slirecte yer alan bir proteindir(25-27). GRP78, antiapoptotik 6zelliklere sahip biiyiik
bir ER saperon rolii ve katlanmamis protein cevabi (UPR) sinyal aktivasyonunu
kontrol etme yetenegi gibi nedenlerden dolayr ER stresi i¢in ana diizenleyicidir(26).
Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6), normal kosullarda ER membraninda
GRP78 ile beraber maktif ve yogun bir sekilde bulunmaktadir. ER stresi olusumu
durumunda yani liimende bir¢ok katlanmamis protein bulundugunda; GRP78 lLiimene
katlanmaya yardimci olmak i¢in gonderilirken, ATF6 ise wuyarilarak post
transkripsiyonel modifikasyona ugramak i¢cin golgi kompleksine go¢ eder. Kisaca
Golgi kompleksinde kirpilarak aktiflesen ATF6 sitozolde serbestlesir ve nukleusa
gecereck UPR’de gorevli genlerin  ekspresyonunu uyarir(28). Golgiye post
transkripsiyonel modifikasyon icin gonderilen ATF6, sitel proteazla (S1P)
etkileserek kirpilmaya ugrar. Daha sonra site2 proteaz (S2P) tarafindan kirpilan
ATF6 nukleusa gonderilir. GRP78, GRP94 gibi ER saperonlarinin ekspresyonunu
artirir. Sonug olarak bu yolak sayesinde, bu saperon proteinlerin sentezi artirilir ve

ER katlama kapasitesi ylikselerek strese karst korunma saglanmaya calisilir(29-31).

GRP78 ekspresyonunu bloke ederek tiimor hiicrelerinin sagkalimmi
azaltmak oldukca istenilen bir durum olmasma ragmen klinikte heniiz
basarilamamistir. Esasinda, ER stres yanit1 "yin ve yang" prensibi olarak goriilebilir.
Sagkalim (yang) GRP78 ve 6lim (yin) CHOP (C/EBP homolog protein), ER stres
yanitin anahtar zit temsilcileridirler(32). Pek cok tiimor hiicre hatti ve timor
dokusunda GRP78 seviyesi artarken, CHOP 'un eksprese olmadigi goriilmiistiir.
Giiniimiizde GRP78 ve CHOP ekspresyon seviyeleri, ER stresinin akut ve kronik

fazmi ayirt etmede gerekli markerlar olarak siklikla kullanilmaktadir(33).

Hastaliklarin tedavisi i¢in ¢esitli farmakolojik ajanlar gelistirilmis olmasina
ragmen sifali bitkilerin kullanimi1 artarak devam etmektedir(34). Genel olarak

bitkilerde bulunan bazi biyoaktif bilesikler, hiicrelerin oksidatif strese karsi serbest



radikallerin engellenmesini veya detoksifikasyonunu saglamakta ve g¢esitli islev
bozukluklarinin 6nlenmesine yardime1 olmaktadir(35). Berberin (C20H19NOS,
BBR) bir izokinon kuaterner alkaloid olup, Hydrastis canadensis, Berberis aristata,
Coptis chinensis, Coptis rhizome, Coptis japonica, Phellodendron amurense gibi
bir¢ok sifali bitkiden izole edilebilir(36). Gastrointestinal rahatsizliklar, inflamasyon,
hiperlipidemi ve geleneksel tipta insiilin direnci gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilir(37). Birbirinden farkli raporlar antihipertansif, antiaritmik,
antihiperglisemik, antikanserojen, antidepresan, anksiyolitik, noroprotektif,
antioksidan, antiinflamatuar, analjezik ve hipolipidemik gibi bir¢cok biyolojik
aktiviteye sahip oldugunu gdostermistir(36—38). Giiniimiizde, berberin miikemmel
biyolojik aktivitesi nedeniyle arastrmacilardan daha fazla ilgi gérmektedir. Bu
nedenle berberinin biyolojik aktiviteleri ile ilgili bilimsel ¢alismalar her yil

artmaktadir(39).

Giiniimiizde yapilan caligmalar, BBR’nin dokular {izerinde I/R hasarina
kars1 koruyucu etkilerini ortaya koymaktadir. Sheng ve ark., si¢anlarda yaptiklari I/R
modelinde oksidatif stres ve apopitoz seviyesini karsilagtirarak, BBR’nin karaciger
fonksiyonunu ©Onemli Olgiide diizelttigini, histopatolojik hasar1 azalttigini
raporlamislardir. MDA artist ile SOD aktivitesinin belirgin sekilde engellenmesi gibi,
BBR tedavisinin etkinligini gdsteren benzer calismalara da rastlanmistir (37). Son
zamanlarda, Zheng ve ark., BBR’nin sicanlarda renal I/R hasar modelinde apoptozis
ve oksidatif stres inhibisyonu ile bobrek fonksiyonlarmi iyilestirdigini
raporlamislardir(40). Bununla birlikte BBR’nin akut iskemik priapizm modelinde

etkilerini arastiran bir ¢caligmaya rastlanmamastir.

Biz bu caligmada 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 berberinin
iskemi reperflizyon hasar1 lizerine olas1 koruyucu etkilerinin oksidan-antioksidan

denge agisindan degerlendirilmesini amagliyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Penis Anatomisi

Penis; erkeklerde anatomik ve fizyolojik olarak genitoiiriner sistemin son
parcasidir. Flask haldeki uzunlugu erektil diiz kasin kontraksiyonuyla kontrol edilir,
sicaklik ve emosyonel duruma bagli olarak énemli 6lclide degiskenlik gdsterir. Penis

boyu flask halde ortalama 8-10 cm, erekte halde 12-14 cm civarlarindadir.

Serbest olarak skrotum iizerinde bulunan korpus penis ve perinede yer alan
distan izlenmeyen radiks penis olmak tizere iki boliimden olugmaktadir. Penis; glans
penis, distal Uretranin 2/3’1, bir ¢ift korpus kavernozum, korpus spongiozum,
iskiokavernoz ve bulbospongioz kaslar1 icermektedir(41). Penis tabakalar1 distan ige
dogru; deri, stliperfisiyal tabaka (dartos tabakasi), buck fasyasi, tunika albuginea,

korpus kavernozum ve korpus spongiozumdan olusmaktadir.

2.1.1. Korpus Kavernozum

Penil ereksiyondan sorumlu ana yapilar kavernéz cisimlerdir. Korpus
kavernosumlar iki adet olup, pubik kemigin altinda iki ayr1 krus seklindeyken
distalde birbirine yapisik olarak ilerler. Her bir krus, iskion pubisteki tuberositas iskii
iizerine yapisiktir. Korpus kavernosumlar1 fikse eden ikinci yap1 ligamentum
suspensoryumdur. Simfizis pubis ile kaverndz cisimler arasinda bulunur. Flask
haldeki penis ereksiyon haline gelirken korpus kavernosumda cok fazla sayida
bulunan siniizoidler kanla dolar. Endotel ile ddseli olan siniizoidler, gevsek bag
dokusu ve diiz kas trabekiilleri ile ¢evrilidir, ndrojenik uyaranlara duyarl kontraktil
yapilardir (Sekil 2.1). Iki korpus kavernozumu ayiran septumdaki fenestrasyonlar,

karsilikli siniizoidler arasinda kan ge¢isini saglar(41).
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Sekil 2. 1 Penisin enine kesiti(42)

2.1.2. Korpus Spongiozum

Penisin 1/3 ventralinde bulunan iki kaverndz cisim arasinda olusan oluk
icinde yer alan tek bir yapidir. Distal iiretranin 2/3’tinii kapsar. Korpus
spongiozumun ug¢ bdliimii konik sekilli bir genisleme gosterir. Genigleyen bu boliim
glans penis adini alir. Korpus spongiozum da distan tunika albuginea ile sarilmistir.
Bu kilif elastik liflerden olduk¢a zengindir. Bu nedenle penisin ereksiyonuna 6nemli

katkis1t mevcut degildir(41).

Penis derisi koyu renkli ve incedir. Deri altinda yag dokusu bulunmaz.
Penisin fascia penis siliperficialis ve profundus olmak iizere iki fasciasi vardir.
Stiperficial fasia, skrotumdaki yiizeyel fasia ile devamlidir. Fascia penis profunda
(Buck fasiasi) tunica albuginea ile superficial fasia arasinda bulunur ve korpus penisi
bir kilif seklinde sarar ve 6nde glans penise kadar devam eder. Buck fasyasi, dorsalde
her iki kaverndz yapiy1 ¢evreler ve dnde spongiosumu ¢evrelemek icin ayrilir. Rectus
saftindan gelen elastik ve kollajen lifler Buck fasyasi ile karisarak, penisin fundiform
ligamenti olarak devam ederler. Pubisten gelen derin lifler penisin suspensuar
ligamentini olusturur. Perinede buck fasyasi tunika albigunea ile distalde ise
koronada glansin tabani ile birlesir(43). Temel fonksiyonu tunika albugineay1 pubise

tutturmak ve penisin hareketli kismin1 desteklemektir.



2.1.3. Penisin Arteryal Dolasim

Erektil dokunun ana arteri, internal iliak arterin terminal dali olan internal
pudendal arterdir. Her iki tarafta internal pudendal arterler penis kokiine girmeden
once birer perineal, bulber ve kii¢iik iiretral dal verirler ve penil arter olarak devam
ederler. Penil arterler, penis kokiinde dorsal penil arter (DPA) ve kaverndz arter
olmak {tizere ikiye ayrilir. DPA’ler primer olarak glans ve penis derisini
kanlandirirlar. DPA’lar ile kaverndz arterler arasinda sik anastomozlar bulunur.
DPA, penisin dorsal yiiziinde glansa dogru uzanir ve glansta kisa helisin arterler
halinde son bulur. Normal durumlarda her kavernoz cisim kendi kavernozal arteri ile
beslenir. Kavernozal arterler her bir kavernoz cismin ortasinda ya da mediale dogru
hafifce ekzantrik yerlesim gosterirler ve sinlizoidal bosluklara kiigiik dallar verirler.
Erektil doku kan akiminin asil kaynagi1 kavernozal arterlerdir(41). Bununla birlikte

penil arteryel anatomide anlamli varyasyonlar bulunabilir.

Penisin
dorsal arterleri

Kavernozal arter

Uretral arter
Bulbar arter

Internal pudental arter

Redman JF. Anatomy of the genitourinary system. In: Gillenwater JY, Grayhack JT, Howards SS, Duckelt JW (eds).
Adult and Pediatric Urology. 2nd ed. St. Louis: Mosby Year Book, 1991, pp. 3-62

Sekil 2. 2. Penisin arteriyel dolagimi

Bookstein ve Leng, erektil disfonksiyonlu 25 hastada yaptiklar1 bir
aragtirmada, olgularin %80’inden fazlasinda klasik anatomiden farkli Onemli

varyasyonlar saptamiglardi(44). (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3)



2.1.4. Penisin Venoz Dolasimi

Penisin arteryel beslenmesi gibi vendz doniisii de zengin damar agina sahiptir.
Peniste venoz drenaj derin, orta seviye ve ylizeyel olmak {izere 3 seviyeden

gerceklesir.
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Safen ven v Prepisyum

Hinman F Jr. Atlas of Ui gical Anatomy. Phi lia: WB

Sekil 2. 3. Penisin yiizeyel arter ve venleri

Prepisyumun ve glansin periferal kismmin vendz drenaji yiizeyel dorsal vene
olur. Bu ven de vena pudenda eksternalise drene olur. Korpus kavernosumlardan ve
korpus spongiosumdan kdken alan sirkumfleks venler penis saftinin 1/3 proksimal
kesiminin sonunda derin dorsal vene drene olmaktadir. Penis saftinin sadece distal
2/3’liikk kesiminde bulunan bu venlerin sayis1 3 ile 10 arasinda degismektedir.
Glansin taban kisminda multipl vendz dallar toplanarak derin dorsal veni olusturur ve
penisin asil vendz drenajini saglayan bu damar korpus kavernosumlarin superiorunda
bulunan olukta seyreder(45). Proksimale dogru ilerleyip preprostatik vendz pleksusa
drene olur. Penisin proksimal 1/3’liikk kisminda sayilar1 2 ile 5 arasinda degismekte
olan kaverndz venleri olusturmak iizere emisser venler dorsomedial yiizeyde
birlesirler. Kavernozal venler internal pudendal vene drene olmaktadir. Penisin
yiizeyel kismmin vendz kani eksternal pudendal venler araciligiyla eksternal iliak
vene drene olur. Kavernozal yapilarin vendz kani preprostatik pleksus ve internal

venler araciliiyla internal iliak vene olur.
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2.1.5. Penisin Lenfatik Drenaji

Penil cildin lenfatik drenaji superfisiyal inguinal ve subinguinal lenf
nodlarina, glans ve distal iiretranin lenfatik drenaji subinguinal ve eksternal iliak lenf

nodlarina, derin lenfatikler ise hipogastrik ve ana iliak lenf nodlarma drene olur (46).

Yiizeyel drenaj
Yiizeyel dorsal ven

Derin drenaj

Internal pudental ven
Bulbar ven

Orta £l
Krural ven
Prostatik pleksus
Derin dorsal ven
Circumflex ven

Ana kavernozal ven

Lateral ven Korpus spongiozum

Retrokoronal pleksus
Korpus kavernozum

Glans

Hinman F Jr. Atlas of Urosurgical Anatomy. Philadelphia: WB Saunders, 1993

Sekil 2. 4. Penisin venoz drenaj sistemi (Yiizeyel, orta ve derin venler)

2.1.6. Penisin innervasyonu

Penisin inervasyonu iki 6nemli sinir grubu araciligi ile olmaktadir. Bunlardan
ilki pleksus pudendalis'in dali olan N.pudendus'tur. S1, S2, S3, S4 medulla spinalis
segmentlerinden ¢ikar. N.pudendus pelvis tabani kaslarina motor dallar verdikten
sonra penisin “sulcus dorsalis” inde A.dorsalis penis ile birlikte N.dorsalis penis

olarak uzanir. N.dorsalis penis, glans penis ve penis derisinden duyu alir. (Sekil 2.5.)
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Sekil 2.5. Penisin innervasyonu(47)

Inervasyondan sorumlu diger sinir “N.corporis cavernosi penis major” ve
“N.corporis cavernosi penis mindr” diir. Abdominal sempatik zincirden ¢ikan lifler
sirayla  pleksus mesentericus inferior (plexus submesentericus), pleksus
hypogastricus superior (Laterjet siniri veya N.presacralis), N.hypogastricus yoluyla
pleksus hypogastricus inferior'a (pleksus pelvicus veya pleksus pelvinus) ulasirlar.
Bu lifler T10, T11, T12, L1, L2 kaynakli sempatik liflerdir. Bu pleksusa gelen
parasempatik lifler ise S2, S3, S4'ten ¢ikan Nn.splahniei pelvici (Nn.erigentes veya
Eckhardt siniri) araciligi ile gelir (48).

2.2. Penisin Histolojisi

Penis baslica ii¢ silindirik erektil doku kitlesi ve iiretrayr igermekte olup
distan deri ile sarilmistir. Bu silindirlerden ikisi penisin korpus kavernozumlari
olarak adlandirilir ve dorsal olarak yerlesmistir. Uretranm korpus kavernozumu ya da
korpus spongiozum olarak adlandirilan Ttgiincii silindirik kitle ventral olarak
yerlesmistir ve iiretrayr cevreler. Bu yap1 en sonunda genisleyerek glans penisi
olusturur. Penil tiretranin biiylik boliimii yalanci ¢ok katl silindirik epitelle doselidir.
Glans peniste bu epitel ¢cok kath yassi epitele doniisiir. Mukus salgilayan Littre

bezleri penil {iretra boyunca uzanir.
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Prepisyum icinde diiz kas lifleri ve bag dokusu igeren geriye cekilebilir
(retraktil) bir deri katlantisidir. Glanst ¢evreleyen deride ve katlanti iginde yag

bezleri bulunur.

Korpus kavernozumlar, tunika albuginea denilen ve siki bag dokusundan
olusan dayanikli bir katman ile ortiiliidiir. Korpus kavernozumlar erektil dokudan
olusur. Erektil doku, endotel hiicreleri ile doseli ve bag dokusu lifleri ile diiz kas
hiicrelerinden olusan trabekiilalarla ayrilan ¢ok sayida vendz bosluklar icerir(49).

(Sekil 2.1)

2.3. Ereksiyon Fizyolojisi

Erkekte sekstiel aktiviteyi baglatan duyusal uyaranlarin en onemli kaynagi
glans penistir. Penil ereksiyon, seksiiel ya da taktil uyaranlar neticesinde sinir sistemi
(merkezi, spinal ve periferik) ve vaskiiler endotel, kavernoz arterioller, veniiller,
siniizoidal diiz kaslarin birbiriyle olan karmasik etkilesimleri sonucu gergeklesir (50).
Seksiiel duyumlar pudendal sinir yoluyla sakral pleksusa gider, oradan medulla
spinalisin sakral boliimiine ulagir ve omurilikten iist bolgelere iletilir. Kiside sekstiel
aktivite yetenegi, uygun psisik uyaranlarla artabilir. Noktiirnal emisyon bir¢ok
erkekte seksiiel yasamin belli donemlerinde, 6zellikle pubertede uyku sirasinda

goriilmektedir(51).

Omuriligin sakral bolgesinden kaynaklanan pelvik sinirlerle penise ulasan
parasempatik uyarilarla ereksiyon olusur. Ereksiyon seksiiel uyaran sonucu ortaya
cikan ilk etkidir. Bu parasempatik sinir liflerinden, diger parasempatik sinir liflerin
aksine, asetilkolin yerine nitrik oksit salgilanmaktadir. Ereksiyonun derecesi, psisik
ya da fiziksel uyarilmanin siddetine baghdir. Penis flask halde iken, diiz kaslar orta
derecede kontraksiyonda bulunur, boylelikle kavernosumlara metabolik etkinlik i¢in
gerekli diisiik orandaki arteriyel akim saglanmis olur. Sattar ve ark. yaptigi bir
caligmaya gore bu diizeyde parsiyel oksijen basinci yaklasik 35 mmHg dir (52).
(Sekil 2.6)
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Sekil 2. 6. Flask haldeki korpus kavernozum(42)

Seksiiel uyar1 ile kavernosal diiz kaslarin gevsemesini saglayacak olan
norotransmitter salinimi kavernosal sinir uglarinda gergeklesir. Arter ve arteriol
dilatasyon ile kavernosal kan akimi artar (Penisin boyu uzamasi sebebiyle
intrakavernozal basing artmamistir)(53). Sinilizoidal diiz kaslar gevsedigi i¢in
siniizoidlerin igerisine rahatlikla kan hapsolur. Subtunikal vendz pleksus, tunika
albuginea ve periferal sinlizoidler arasinda kompresyona ugrar ve bdylelikle vendz
donilis yavaslar. Tunika albuginea maksimum gerilme kapasitesine ulastiginda i¢
sirkiiler ve dis longitudinal tabaka arasindaki emisser venlerin okliizyonu ile venoz
doniis en diisiik seviyeye geriler. Yaklasik 90 mm Hg diizeyine kadar ¢ikan oksijen
basinci ve yaklasik 100 mm Hg diizeyine kadar ¢ikan intrakavernozal basincin etkisi
ile penis ereksiyon halini alir (Tam ereksiyon fazi). Basincin daha da artmasini (100
mm Hg’ nin birkac kati) saglayan iskiokaverndz kas kasilmasi gergeklesir. Bu fazda
penise kan akimi ve vendz drenaj olmaz, priapizmin kisa fizyolojik bir 6rnegi

gerceklesmis olur(53) (Rijid ereksiyon fazi). (Sekil 2.7)
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Sekil 2. 7. Erekte durumdaki korpus kavernozum(42)

Parasempatik uyarilar ereksiyon olusturma yaninda, {iretral ve bulboiiretral
bezlerin mukus sekresyonuna neden olurlar. Bu mukus sivisi cinsel birlesme

sirasinda lubrikasyon ile koitusa yardimci olur.

Ereksiyon boylece sintlizoidal gevseme, arteryel genisleme ve vendz sikismay1
icerir. Fakat korpus spongiozum ve glans penisteki hemodinamik olaylar korpus
kavernozumlarda meydana gelenlerden biraz daha farklidir. Ereksiyonda, arteryel
kan akimi1 ayni sekilde artar; bununla birlikte korpus spongiosum ve glanstaki basing
tunikanin 6zelliginden dolay1 (korpus spongiosumun {izerindeki ince ve glansta ise
yok) vendz tikanmanm minimal olmasi nedeniyle korpus kavernosumlardakinin

sadece licte biri ile yaris1 arasindadir(43).

2.4. Priapizmin Fizyopatolojisi

Priapizm, seksiiel uyar1 olmadan 4 saatten uzun siiren istemsiz ereksiyon
olarak tanimlanan iirolojik acil bir patolojidir. Priapizm etyoloji ve klinik gidisine
gore iskemik (veno-okluzif, diisiik akimli), non-iskemik (yliksek akimli) ve
tekrarlayan (intermittan) priapizm seklinde smniflandirilir(54). Viicuttaki tiim diiz
kaslar istirahatte relaksasyon, fonksiyonel durumda kontraksiyon halinde bulunurlar.

Bu durumun tek istisnasi penistir. Penil diiz kaslar istirahat halinde yani giiniin
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yaklasik 23 saatinde kontrakte sekilde bulunurlar. Ancak penisin fonksiyonel olarak
aktif hali olan ereksiyonda, diiz kaslar relaksasyona ugramaktadirlar. Dolayisiyla
peniste gerek tiimesans, gerekse detiimesans olugsmasinda penis diiz kas fonksiyonu
etkin rol oynamaktadwr. Pek ¢ok mekanizmalarla regiile edilen penil diiz kas
tonusunda, kontraksiyona egilimin artmasi erektil disfonksiyonla, relaksasyona

egilimin artmasi priapizmle sonuglanabilmektedir(55).

Kavernozal diiz kaslarda relaksasyon saglayan baslica yolaklar; nitrik oksit-
siklik guanozinmonofosfat (NO-cGMP) yolagi, adenozin yolagi ve hemoksijenaz 1-
karbonmonoksit (HO1-CO) yolagidir. Kontraksiyonu etkileyen olast mekanizmalar
ise; fosfodiesteraz tip 5 (PDES) enzim aktivitesi, norepinefrin (NE), endotelin-1 (ET)
ve Rho-kinaz cevabidir. Penisin anatomik yapisi ve fonksiyonel ozelliklerinin
optimum olarak korunmasi i¢in, diiz kas tonusunun regiilasyonunda etkili olan bu
mekanizmalarin dengeli bir sekilde fonksiyon gostermesi gerekmektedir. Bundan
dolay1 priapizm etyopatogenezinde penis diiz kas dokusunda kontraksiyonda etkin
olan mekanizmalar azalmis, relaksasyonda etkin olan mekanizmalarda ise artmis bir

fonksiyon beklenmektedir(4,15,56).

2.4.1. Kavernozal Diiz Kas Relaksasyonunda Artisa Yol Acan Mekanizmalar
NO-cGMP yolag:

Ereksiyonda etkin olan en énemli mekanizma non-adrenerjik, non-kolinerjik
NO-cGMP yolagidir. Kavernozal diiz kasin gevsemesi (tlimesans) i¢in asetilkolin,
endotel ve sinir hiicrelerinden nitrik oksit sentetaz (NOS) salinimimi uyarir. NOS,
noronal 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¢ tipte mevcut
olmakla birlikte, nNOS ereksiyonun baslamasindan, eNOS ise siirdiiriilmesinden
sorumludur. Sentezlenen NO, diiz kas hiicresi i¢ine diffiize olarak solubl guanilat
siklaz1 (sGC) aktive etmektedir. sGC ereksiyon sirasinda NO ile ¢cGMP arasinda
baglant1 gorevi yaparak, guanozin trifosfattan (GTP) cGMP olusumunu
saglamaktadir. Olusan cGMP, spesifik proteinkinaz G ile bir kompleks olusturarak

bir taraftan endoplazmik retikuluma kalsiyum sekestre ederken, diger taraftan voltaj
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bagimli kalsiyum kanallarini inhibe eder. Ayn1 zamanda potasyum kanallarin1 agarak
membran hiperpolarizasyonunu saglar. Sonu¢ olarak hiicre i¢i kalsiyumun
diismesiyle miyozin hafif zincir kinaz enziminin inhibisyonu, aktin {izerindeki
miyozin kopriilerini ayristirir, diiz kas gevseyerek tlimesans ortaya ¢ikar.(Sekil 2.8)
Uzamis istemsiz ereksiyon olarak tanimlanan priapizm patofizyolojisinde,
ereksiyondaki normal diiz kas fonksiyonunu saglayan NO-cGMP yolagmin degisen
etkinliginin rol oynayabilecegi bildirilmistir(57). Claudino ve arkadaglar1 orak hiicre
anemili fare korpus kavernozumlarinin NO-cGMP’ye duyarliliginin artmis oldugunu
belirlemislerdir. Dolayisiyla tekrarlayan priapizm ataklarinda fizyolojik sinirlarin

izerinde artmis olas1 bir NO-cGMP duyarliligi rol oynayabilecektir(58).

Adenozin yolag:

Adenozin, ATP’den sentezlenen ve pek ¢ok metabolik olayda rol alan bir
molekiildiir. Ozellikle hipoksi durumunda, artan oksijen ihtiyacina karsilik bir
savunma mekanizmasi olarak vaskiiler dokularda kontraksiyon ya da relaksasyon

yaparak onemli bir rol oynamaktadir.

Natriuretic peptides
Organic Nitric oxide

BNP
analogues
BAY compounds

g - e = -
. Smooth-muscle Platelet inhibition Cell growth and

relaxation differentiation

T ILA,;;W.M,JI

Phototransduction

An;
dysfunction pecgc

h';";:,mn:::.g" Thrombosis Angiogenesis

Sekil 2. 8. NO-cGMP Yolag: (Asetilkolin, endotel ve sinir hiicrelerinden nitrik oksit sentetaz (NOS)
salimimii uyarir. Sentezlenen NO, diiz kas hiicresi i¢ine diffiize olarak soluble guanilat siklaza (sGC)
baglanir ve GTP’den ¢cGMP olusumunu saglar. ¢cGMP ise PKG (protein kinaz G) iizerinden
intraselliiler Ca++ diizeyini diisiiriir. Sonugta korpus kavernozumdaki diiz kas gevseyerek tiimesans
ortaya ¢ikar.)(59)
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Dolayisiyla iskemik bir kompartman sendromu olan priapizmde, adenozinin
de etkin olabilecegi bildirilmistir(60). Hipoksik ortamda, artan oksijen ihtiyacina
bagl olarak ekstraselliiler ortamda ATP’den CD39 ve CD74 enzimleri ile adenozin
ortaya c¢ikmaktadir. Yine hiicre iginde de sitokrom 5’-niikleotidaz enzim
katalizorliiginde ~AMP’den adenozin  sentezlenmektedir. Intraselliiler ve
ekstraselliiler adenozin seviyesi Equilibrative Niikleotit Transporter (ENT) ile
dengelenmektedir(60). Adenozin fizyolojik etkilerini Al, A2, A3 reseptorleri
iizerinden yapmaktadir. A2 reseptorii G5 proteinine baglanarak adenilat siklazi (AC)
aktive etmektedir. Sonu¢ olarak aktive adenilat siklaz ATP’nin cAMP’ye
donlistimiinii  saglayarak, A2 reseptorii araciigi ile diiz kasta relaksasyon
yapmaktadir. Al reseptori G1 ve GO, A3 reseptorii ise G1 ve Gq proteinlerine
baglanarak, ATP’den cAMP olusumunu aktive eden adenilat siklazi inhibe etmekte

ve azalan cAMP diiz kasta kontraksiyona egilimi arttirmaktadir(61,62).

Adenozin fonksiyonunu tamamladiktan sonra hem ekstraselliiler hem de
intraselliiler ortamda adenozin deaminaz (ADA) enzimi araciligiyla inosine, ayrica
intraselliiler adenozin kinaz (ADK) enzim araciligiyla AMP’ye ve s-
adenozinhomosistein hidrolaz (SAHH) araciligiyla da adenozinhomosisteine
metabolize olmaktadir(60). Priapizm patofizyolojisinde iskemiye bagli olarak
adenozin sentezinde artis ve/veya yikiminda azalmanin olasi etkenlerden biri
olabilecegi bildirilmektedir. Wen ve arkadaslar1 deneysel priapizm modellerinde
adenozin deaminaz (ADA) enzim defektine bagl olarak, adenozin seviyesinde artis
oldugunu ve artan adenozin seviyesine bagli olarakta, A2B reseptorlerinin
uyarilmastyla priapizm ortaya ¢iktigini belirlemislerdir. ADA enzim defekti olan
orak hiicre anemili ratlara, polyethylene glycol-modified adenozin deaminaz (PEG-
ADA) uygulanmasi sonucuda, adenozin seviyesinin azalmasina bagl olarak priapizm

ataklarinin engellenebilecegi saptanmistir(60).
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HO-1-CO yolag:

Heme proteini, demir ve protoporfirin IX kompleksinden olusan ve canli
hiicrelerde ¢cok onemli fonksiyonlar1 olan hemoproteinlerin yapisinda yer almaktadir.
Baglica hemoproteinler; oksijen tasmmasmda rol alan hemoglobin, oksijen
metabolizmasinda rol oynayan oksidaz, peroksidaz, katalaz, elektron transportunda
rol oynayan sitokromdur(63). Heme proteini, endotel ve diiz kasta bulunan
hemoksijenaz (HO) enzimi aracilig: ile yikilmaktadir. Hemoksijenaz enziminin HO-
1, HO-2 ve HO-3 olmak iizere 3 izoformu bulunmakla birlikte insanlardaki en
onemli izoform HO-1’dir. Hipoksi, stres ve reaktif oksijen iirlinlerinin varliginda
HO-1 diizeyi artmakta ve HO-1 heme proteinini yikarak CO, Fe(Il) ve biliverdinin
aciga cikmasina neden olmaktadir(63). Olusan CO, NO benzeri bir gazotransmitter
olup bazi hiicresel fonksiyonlar1 regiile etmektedir. Ancak CO yar1 omrii NO’e
oranla olduk¢a kisadir. Iskemi sonucu artan HO-1 aktivitesi ile ortaya c¢ikan CO,
guanilat siklaz1 aktive ederek c-GMP artisina yol agip, K kanal aktivitesini arttirarak
ya da sitokrom p450 monooksijenaz yolunu inhibe ederek diiz kas relaksasyonuna
neden olmaktadir(12). Ayrica CO ile NO arasinda da ¢esitli feedback
mekanizmalariyla karsilikli etkilesim s6z konusudur(63). Deneysel priapizm
modellerinde artmis HO-1-CO etkinliginin ge¢ donem priapizmde rol oynayabilecegi
bildirilmistir(63). Jin YC ve arkadaslar1 o6zellikle ratlarda olusturulan deneysel
priapizm modellerinin 24 saatlik ge¢ donemlerinde kavernozal dokuda HO-1
aktivitesini kontrol grubuna gore alt1 kat yiiksek oranlarda belirlemislerdir(64).
Artmis olan bu HO-1 aktivitesinin de, kavernozal dokuda yiiksek oranlarda ortaya
cikarttigt  CO’nun, priapizmin ge¢ donemlerinde  etkin  olabilecegini
bildirmislerdir(64). Bu deneysel ¢alismalar temeli olusturmakla beraber ge¢c donem
priapizmde, bir savunma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmis olan HO-1-CO yolaginin
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(64).

Uniis ve arkadaslar1 deneysel priapizm modellerinde, Zn-protoporfirin’in kavernozal
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diiz kas kontraksiyonunu arttirdigini belirlemiglerdir(65). Bu nedenlerle ge¢c donem

priapizm tedavisinde HO-1 inhibitorlerinin kullanilmasi a¢isindan 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 ¢ok organ doku sisteminde toplam 11 PDE
izoenzimi (PDEI-PDEI11) bulunmaktadir(66). Bunlardan PDES, PDE6 ve PDE9
c¢GMP icin spesifiktir.

Peniste PDE6 disinda tiim PDE’ler tespit edilmistir ancak daha etkin olan
izoenzim PDES’tir. Dolayisiyla penil diiz kas relaksasyon ve kontraksiyon
regiilasyonunda cGMP kadar PDES enzimi de etkin rol oynamaktadir. PDES sentez
veya fonksiyonel disregiilasyonlarinin erektil disfonksiyon veya priapizmde etkin

olabilecegi bildirilmistir(67).

PDE5 enziminin  fonksiyonel aktivasyonunda, @ PDES5  enziminin
fosforilasyonu Onemli rol oynamaktadir. Ayrica cGMP’nin allosterik bolgeye
baglanmasinin, PDES katalitik etkinli§ini on kat arttirdigi bildirilmistir. Bunun
yaninda PDES enziminin deaktivasyonu, protein fosfataz 1 (PP1) enzimi tarafindan
defosforile edilerek ya da caspase 3 enzimi tarafindan hidrolize edilerek

gerceklestirilmektedir(67).

Bazal ¢cGMP olusumu normal smirlarda olmayan orak hiicre anemili
hastalarda, orantisiz cGMP sentezine bagimli olarak PDES5’te bir disregiilasyon
ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla bazal seviyenin lizerinde cGMP salmimima sebep
olabilecek noktiirnal penil tiimesans gibi fizyolojik siireclerde, kavernozal dokularda
disregiile halde bulunan PDES tam etkinlik gosterememekte ve artmis bir

vazodilatasyon sonucu uzamis ereksiyon ortaya c¢ikmaktadir(68). Burnett ve
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arkadaslar1 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(69).

Azalmis Norepinefrin (NE) Cevabi:

Penil arteriyel ve siniizoidal diiz kaslarda kontraksiyon yaparak tiimesansi
sonlandiran en 6nemli mediator norepinefrindir. Penil arteryel diiz kaslarda hem alfa
hem de beta adrenerjik lifler ve reseptorler bulunmakla birlikte alfa reseptorlerinin
beta reseptorlerinden on kat daha yiliksek oranda bulundugu belirlenmistir(70).
Norepinefrin, diiz kas hiicre zarndaki alfa 1 ve alfa 2 reseptorlerine baglanarak
etkinlik gostermektedir. Alfa 1 reseptorlerin uyarilmasi ile G-proteine bagh
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 reseptor uyarimi adenilat siklaz enzimini inhibe
ederek siklik adenozin monofosfat (cAMP) olusumunu azaltarak penil detiimesans
olusumuna katkida bulunmaktadir(71). Priapizm patogenezinde uzamis ereksiyona
sebep olacak artmig diiz kas relaksasyonu yaninda detiimesans1 saglayacak
kontraksiyon mekanizmalarindaki azalmanin da etkin olabilecegi bildirilmektedir.
Muneer ve arkadaslar1 Ozellikle penil kavernozal diiz kas hiicrelerinin uzamis
priapizm siiresi ile orantili olarak, NE’ye azalan oranlarda cevap verdigini
belirlemislerdir(72). Kontrol grubunda arttirilan fenilefrin dozlarmma kontraksiyon
yanitinin da artan oranlarda saptandigi, ancak priapizm siiresine bagli olarak
fenilefrin doz artirnmina, artan diiz kas kontraksiyon cevabmin saptanmadigini

bildirmislerdir(72).
Endotelin Etkinligi:

Endotelin, endotel hiicrelerinden salgilanan viicudun en gii¢lii vazokonstriiktor
maddelerinden biri olup, endotelin doniistiiriicii enzim tarafindan pre-pro ET-1’den

sentezlenen 21 amino asitli bir peptiddir(73). Artmis endotelin seviyesi, diiz kas

vazokonstriksiyon ve hipertrofisine ayrica fibrozis ve inflamasyona neden
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olmaktadir. Endotelin guanin niikleotid baglayici (G) proteine baglanan ETA ve ETB
olmak {tizere iki farkli reseptor lizerinden etkinlik gostermektedir. Bu iki reseptoriin
yerlesim yerleri ve endotelin peptidleri baglama afiniteleri farklidir. ETA reseptorleri
esasen damar diiz kas hiicrelerinde bulunup 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, PGI; iiretimini artirmak yoluyla vazodilatasyona ve antiproliferatif
etkilere yol acar(74—76). Normal organ sistemlerde ET1, ETA reseptorleri iizerinden
vazokonstriktor etki meydana getirmektedir. Ancak hipoksi gibi patolojik
durumlarda ET-1 bir savunma mekanizmast rolii istlenerek, ETB reseptorii
iizerinden vazodilatasyon ortaya cikartmaktadir. Priapik kavernozal diiz kaslarda
olusan iskemi neticesinde ET1’in ETB reseptorleri lizerinden diiz kas relaksasyonu

yapmasi, ereksiyonun uzamasinda etkin olmaktadir(77).

Uniis ve arkadaslar1 olusturduklar: deneysel priapizm modelinde, non-selektif
endotelin reseptdr blokeri olan Bosentan’in artan dozlarda, artan oranlarda
kavernozal diiz kas kontraksiyonunu arttirdigmi saptamislardir(65). Artmis
kavernozal diiz kas kontraksiyonunun, ET1’in hipoksi nedeniyle 6n planda uyardigi

ETB resoptorlerinin bloke edilmesi sonucu ortaya ¢iktigini bildirmislerdir(65).

2.5. Iskemi ve Reperfiizyon

2.5.1. Mekanizmalar

Organ veya dokulara giden kanin herhangi bir nedene bagl olarak belirgin
sekilde azalmasi veya tamamen kesilmesi sonucunda perflizyonunun bozulmasina
iskemi denir. Iskemiye ugrayan dokunun belirli bir siire oksijenden yoksun kalmasi,
doku hasar1 veya doku nekrozu ile sonuglanir. Kan akiminin iskemi sonrasinda
yeniden saglanmasi ise reperfiizyon olarak adlandirilir ve iskeminin neden oldugu
hasarm genislemesine yol agar. Bu durum genel olarak Iskemi-Reperfiizyon (IR)

hasar1 olarak adlandirilir.
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“Oksijen paradoksu” olarak da bilinen IR hasarmin biyokimyasal
mekanizmalariin anlasilmas1 klinikte doku hasarin1 azaltacak yeni tedavi
seceneklerinin ve prosediirlerinin gelistirilebilmesi agisindan oldukg¢a 6nemli bir role
sahiptir(78). Reperflizyon hasarina en fazla duyarl olan hiicresel yapilar, zar lipitleri,

proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir(79,80).

Iskemi-reperfiizyonda ortaya ¢ikan 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 iligkili 4 ana biyokimyasal mekanizma

ile agiklanmaktadir(81,82).

Iskemik donemde dokuya gelen kan akimmin kesilmesi ile hiicresel oksidatif
fosforilasyon azalir ve adenozin 5’-trifosfat ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat
sentezi azalir(83). 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
yonelmesine yol agar. Laktat ve hidrojen birikimi ile hiicre i¢i pH diiser ve asidoz
olusur. Hiicre i¢i artan hidrojen yiikiinii dengelemek i¢cin Na*-H * pompasi ile artan
hidrojen hiicre disina atilir ve Na*-Ca*? pompasi ile de kalsiyum hiicre igine yer
degistirir(84). Hasarlanan endoplazmik retikulum da hiicre i¢ine kalsiyum salinimina
yol acarak kalsiyum artisina katkida bulunur(85). Sonucta hiicre icinde Na* ve Ca*?
iyon konsantrasyonlar1 artar. Hiicre icinde Ca*? iyon konsantrasyonunun artisi hiicre

i¢in sitotoksiktir(86).

Intraseliiler kalsiyum artis1, kalsiyum bagmmli sitozolik proteazlar1 aktive
eder. Proteazlarin aktivasyonunun artmasiyla hiicre i¢i hipoksantin dehidrogenaz
enzimini ksantin oksidaza doniistiiriir(87). Ksantin oksidaz ise reperfiizyonla gelen
oksijeni oksidan olarak kullanir ve hipoksantini dnce ksantine ve sonra iirik asite

dontistiiriir. Son iki basamakta iiriin olarak reaktif oksijen tiirlerinden O  olusur.
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Normal fizyolojik kosullarda olusan O, SOD ile once hidrojen peroksite, sonra

katalaz etkisi ile suya doniisiir.

Ancak IR’de ksantin oksidaz etkisine bagl olarak artan siiperoksit radikali
02 ve H>0», antioksidan kapasiteyi asar ve ortamdan etkin bir sekilde temizlenemez.
Hidrojen peroksit daha sonra Fe*? gibi gecis metalleri veya siiperoksit radikalleri ile
(Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari) reaksiyona girer ve en gii¢lii radikal olarak
bilinen OH" olusturur(88). Reaktif oksijen tiirleri miktarindaki bu artis sonugta hiicre
membranlarindaki lipit yapilarda hasar, hiicre i¢i proteinlerin yap1 ve
fonksiyonlarinda bozulma ve DNA’da yapisal hasar meydana getirerek hiicre

zedelenmesine yol acar(89).

Bu durum hiicreyi reperfiizyon donemindeki hasara kars1 dayaniksiz kilar.
Iskemi déneminde ATP iiretimi durdugu halde kullanimi devam ettigi icin ATP’den
AMP ve adenozin olusur. Adenozin, hizla hiicre disma difiize olur ve inozin ve
hipoksantine parcalanir. Dolayisiyla, iskemi sonucu yiiksek enerjili fosfat
bilesiklerinin (ATP) yikimi, dokuda ksantin ve hipoksantin gibi piirin
metabolitlerinin birikimine ve ksantin dehidrojenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO)
doniistimiine yol agar. Normal sartlarda hipoksantin tirik asite metabolize olur ve bu
reaksiyonda elektron alict NAD* (nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu)
dir. Ancak hipoksi ya da iskemi nedeniyle KDH, KO’a déniistiigiinden hipoksantinin
iirik asite doniisiimii KO tarafindan gerceklesir ve bu reaksiyonda ise elektron alici

olarak molekiiler oksijen kullanilir(79,90).
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Normal sartlarda:

KDH (NAD" yi kullanarak)

Hipoksantin > Ksantin ve Urik asit
Iskemide:
ATP—— > pargalanr—— > AMP ve ADENOZIN
ADENOZIN hiicre disma geger—— > Inozin ve Hipoksantin
AMP———> Hipoksantin
KDH——>KO

Reperfiizyon ile:

KO (02’1 kullanarak)
Hipoksantin > Ksantin + O>

KO
Ksantin + 20> + H.O > Urik asit + 02 + H>O»

Iskemi-reperfiizyon (IR) hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili cesitli faktorler
ileri stirtilmiistiir. Bunlar birbiriyle iliskileri karmasik olan hiicresel ve humoral
olaylar serisidir. Ozellikle; serbest oksijen radikalleri, polimorf niiveli l6kositler
(PNL), kompleman sistemi, endotel hiicreleri olmak iizere baslica dort faktor hasarin

nedenleri arasindadir(78,79,91).
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 serbest radikaller olduk¢a dayaniksiz ve ayni
zamanda reaktif molekiiller olup, elektronlar1 hiicredeki diger molekiillerle

etkilesime girerek oksidatif stres (hasar) meydana getirirler. Serbest radikaller
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normal hiicresel katabolizma sirasinda olusabildigi gibi, ¢esitli dig etkenler araciligi

ile de meydana gelebilir.

Oksidatif stres, organizmadaki pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin
bozulmasi olarak tanimlanmaktadir(92). Biyolojik sistemlerde olusan serbest

radikallerin endojen kaynaklar1 genel olarak;

D Ksantin oksidaz aracili,

1) Mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ),

III)  Nitrik oksit sentaz ve

IV)  Fagositik hiicre aracili olmak {izere birbiri ile iligkili 4 ana biyokimyasal

mekanizma ile a¢iklanmaktadir(81,82).

Normal fizyolojik kosullarda mitokondri hiicre i¢i olusan siiperoksit anyonu
(O27)’nun bashica kaynagidir. Hiicrelere giren oksijenin %901 elektron transport
zincirinde suya indirgenirken %1-2’lik bir kisim ETZ’den (baslica kompleks I ve I1I)
elektron kacagina bagl olarak siiperoksite doniisiir. Normalde olusan bu
siiperoksitler, SOD enzimi tarafindan hizlica dismutasyona ugratilir. Iskemi
durumunda ETZ’ninde molekiiler oksijen yokluguna bagli olarak elektron akisi
durdugundan bu kompleksler (6zellikle kompleks I) indirgenmis diizeyde kalir.
ETZ’den si1zan elektronlar rezidiiel oksijenle reaksiyona girerek siiperoksit anyonu
(O2") iretimine yol acarlar. Reperfiizyonda ise molekiiler oksijenin gelisi ile
ETZ’den elektron sizintis1 artar ve patolojik siire¢ siiperoksit anyonu (O iiretiminin

artig1 ile devam eder(93).

Ayrica serbest radikallerin mitokondriyal membran yapilarinda olusturdugu
hasar sonucunda mitokondrilerden ortama daha fazla serbest radikal salinir. Solunan
oksijenin %95’inden fazlas1 mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda
kullanilirken, yaklasik %5°1 de son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron igeren ve
bu 6zellikleri nedeniyle de toksik olan serbest radikallere doniismektedir(94). Serbest
radikaller; pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler. Biyolojik sistemlerde

en fazla elektron transferi ile olusurlar(95,96). Her ne kadar serbest radikal
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reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden notrofil, makrofaj gibi hiicrelerin
savunma mekanizmast i¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla iiretimi doku
hasar1 ve hiicre Olimii ile sonuglanmaktadir(96,97). Serbest radikaller hiicrelerin
lipid, protein, DNA, karbohidratlar gibi tiim onemli bilesiklerine etki ederler ve

yapilariin bozulmalarina neden olurlar.

Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit anyonu
(O2"), hidroksil radikali (OH"), nitrik oksit (NO), peroksil radikali (ROO) ve radikal
olmayan hidrojen peroksit (H202) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en dnemli
nedenleri arasinda yer almaktadir(98). Siiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir
elektron ilavesi ile olusur ve serbest radikal hasarma kars1 koruyucu antioksidan bir
enzim olan ve oksidan hasar olusumu ile birlikte artan SOD aracilig1 ile H2O2’ye
indirgenir. Hidrojen peroksit eslenmemis elektron icermedigi i¢in tek basina radikal
degildir(99). Hidrojen peroksitin hiicre icinde metabolizmasi birkag¢ sekilde olabilir.
H»0,, KAT veya GPx tarafindan toksik olmayan iiriinlere doniisiir veya Fe*? gibi
gecis metallerinin varh@inda toksik OH™ doniisiir (Fenton reaksiyonu). Hidroksil
radikali olduk¢a reaktif ve toksik bir radikaldir; herhangi bir OH" siipiiriiciisiiniin
etkili olabilmesi i¢in mevcut hedef molekiillerin énemli bir boliimiinii kapsayacak
kadar yiiksek konsantrasyonda bulunmasi gerekir. Bu nedenle OH™ radikalinin

olusumunun 6nlenmesi, bu radikalin siipiiriilmesinden daha etkilidir(100).

Serbest radikal zincir reaksiyonlar1 genellikle, molekiillerden hidrojenin
uzaklastirilmasiyla baglar. Lipid peroksidasyonunda, doymamis yag asitlerinin hiicre
membranlarinda ve lipoproteinlerdeki oksidasyonu serbest radikal zincir reaksiyonu
icin 1yi bir Ornektir(96,101). Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin hiicre
membraninda bulunan poliansatiire yag asitlerini etkilemesi sonucu meydana gelen
zincirleme bir reaksiyondur. Bu nedenle oksidatif hasar lipid peroksidasyonunun son
triinlerinden olan MDA, 4-HNE ve hegzenal isimli aldehitlerin doku diizeylerinde
artmasma neden olur(16,17,102). Ayrica yapilan farkli caligmalarda akut iskemik
olaylar sirasinda albuminin metal baglama kapasitesinin azalarak, iskemi modifiye
albumin (IMA) adiyla bilinen metabolik bir varyanta doniistiigii ve serum diizeyinin

artt1g1 ortaya konmustur(13).
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Polimorf Niiveli Lokositler (PNL)

Iskemi-reperfiizyon hasarinda ROS olusumdan sorumlu bir diger neden ise
endotel hiicreler ve reperflizyonla bolgeye gelen basta ndtrofiller olmak {izere
inflamatuvar  hiicreler arasindaki etkilesimlerdir. Iskemi sonrasi olusan
reperfiizyonda mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan baslica notrofillerin sorumlu
oldugu gosterilmistir(103). IR hasar1 ile 16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve 16kosit

endotel hiicre adhezyonu meydana gelir(104).

Diger taraftan, PNL yiiksek miktarda SOR iiretme kapasitesine de sahiptir.
Iskemi reperfiizyon hasarinda PNL’nin rolii ile ilgili bazi mekanizmalar ileri

stirtilmiistiir(105).

Bunlar:
1)Mikrovaskiiler okliizyon,
2)SOR salimmast,
3)Sitotoksik enzim salinmasi,
4)Vaskiiler permeabilite artisi
5)Sitokin

Aktif notrofiller saliverdikleri maddelerle yol agtiklar1 hasarm yam sira,
damar i¢inde olusturduklar1 hiicre topluluklar1 (agregatlar) ve aktif trombositlerle

birlikte damar endoteline yapisarak mikrovaskiiler tikanmaya da neden olurlar.

Iskemik dokunun reperfiizyonu; arteriyollerde endotel bagimli dilatasyonun
bozulmasina, kapillerlerde 16kosit tikaglarmin olusmasina ve sivi filtrasyonunun
artmasina, post-kapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar disina sizmasina ve
boylece mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina neden olur. Reperfiizyonun
baslangi¢ doneminde, mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde aktive edilmis endotel
hiicrelerinden fazla miktarda O>" olusurken, NO olusumu ise azalir. Siiperoksit
radikali ile NO arasindaki dengenin bozulmasi; endotel hiicrelerinden platelet aktive
eden faktor (PAF), timor nekroz faktor alfa (TNF-a) gibi inflamatuvar

mediyatorlerin salimmasma ve lokosit-endotel hiicre adhezyonuna aracilik eden
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adhezyon molekiillerinin biyosentezinin artmasma neden olur(79,106,107). Normal
fizyolojik sartlarda fagositik l6kositler (makrofaj, notrofil vb) ROS’un tetikledigi
inflamatuvar mediyatorlere yanit olarak aktive olurlar ve solunumsal patlama adi
verilen mekanizmayla oksidan mediyatorler iretirler. Fagositik hiicrelerde
solunumsal patlamada ROS iiretiminden sorumlu baslica enzim Nikotinamid adenin
dintikleotit fosfat (NADPH) oksidaz olup aktivasyon sirasinda oksidan tretimi
yaklasik 50-100 kata kadar artabilir(108). Iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamasi ile
birlikte, dokuya sunulan oksijenin yaklasik %70’t NADPH- bagimli oksidaz ile
stiperoksit iyonlarma oksitlenmektedir. Siiperoksit iyonu SOD araciligi ile once
hidrojen peroksite ve sonrasinda miyeloperoksidaz etkisi ile de hipoklorik asite veya
Fenton reaksiyonu ile OH™ ‘e doniisiir ve ortama salnir(109). Polimorf ¢ekirdekli
lokosit kaynakli bu artmis ROS {iretimi reperflizyon hasarinda baslica rolii oynar.
PNL’den bunun disinda interlokin IL-1, IL-6, IL-12, interferon gama (IFNy) ve
TNFa gibi sitokin ve kemokinler ile elastaz ve kollejenaz gibi proteazlar salinarak
bolgeye daha fazla inflamatuvar hiicre toplanmasina, daha fazla ROS {iretimine ve
damar endotelinde hasara yol agar. Proteinazlarm etkisi ile damar duvarinda yapinin
degisimi ve duvar yapisinin gevsemesi ile ndtrofillerin  dokuya gocil

kolaylasir(110,111).

Komplemanin Rolii

Kompleman (C) sisteminin  aktivasyonu sonunda proinflamatuar
komponentler olusur. Bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-9’dur. C3a ve C5a
anaflatoksinlerdir ve 16kositleri aktive ederler. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin
uyarilmasma 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 yanit1 amplifiye eder(112). C5b-9 endotelde IL-1, IL-8 ve MCP-1
salgisini1 uyararak 16kosit aktivasyonu ve kemotaksisi arttirir. Ayni zamanda endotel

bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek vaskiiler tonusu bozar(113,114).
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Endotel Hiicresinin Rolii

Oksidatif stres endotel hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin
bozulmasma neden olur. Endotel hiicreleri SOR i¢in potansiyel hedef
konumundayken diger taraftan da SOR iiretim kaynagidir. Endotel, mikrovaskiiler
homeostazdan sorumlu olan ET’i ve NO’yu iretir. NO arteriyel dolasimda ET’in
vazokonstriktor etkisini tersine ¢evirme egilimindedir. Venlerde ise bunun tersi séz
konusudur. IR hasarinda endotelin/NO orani endotelin lehine bozulur. Sonugta
arteriyel vazokonstriksiyon ve venlerde vazodilatasyon olur(115). Nitrik oksitlerin
radikal olarak reaktivitesi diistiktiir, ancak metal iceren bilesikler ve radikaller ile
biiyiik bir hizla tepkimeye girerler. Ozellikle lipit radikallerle tepkimeye girmesi
NO’ya antioksidan bir etki kazandirir.

Fizyolojik derisimde iiretilen NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan
nitrata (NO3") oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun
aksine, nitrik oksidi ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur.
Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enziminin indiiksiyonu sirasmda NO derisiminin
artmasi ile oksidasyonu da hizlanir ve gesitli reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu
reaktif tiirler NO’nun dolayli etkilerinden sorumludur ve hiicresel molekiillerin
nitrozilasyonuna, nitrasyonuna, nitrozasyonuna yol acarak, proteinlerin ve enzimlerin

aktivitelerinin sonlanmasina neden olabilirler(116).

Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman aktive edilir ve
l6kosit adhezyon molekiillerinin iiretimi artar. SOR etkisi ile endotel hiicreleri hasara
yanit olarak IL-1, PAF, prostaglandinler (PGI2, PGE:), graniilosit makrofaj koloni
stimiile edici faktor (GM-CSF), biiyiime faktorleri, endotelin, NO ve TxA:
salgilarlar. Aktive olan endotel hiicreleri ek olarak kendi bazal membranlarini

sindiren kollajenazlar salgilama yetenegindedir(106).
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2.5.2. Antioksidanlarin Rolii

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek, bu maddelerin meydana
getirdigi hasarlar1 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak {izere viicutta gorev yapan
savunma sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” adi

verilir(77).

Antioksidan savunma sistemi dort yolla etki gostermektedir;

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

Antioksidan enzimler, kiiciik molekiiller bu yolla etki gosterirler(94,117).

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

etkiye sahiptirler(118).

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

kirict etki” gosterirler(119).

4. Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi seklinde “onarici etki”

gosterirler(120).

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, irik asit gibi c¢esitli molekiilleri igermektedir. Hiicre igi serbest
radikal toplayic1 enzimler asil antioksidan savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler
SOD, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz ve
sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin

fonksiyonlar1 i¢in gereklidir(96,121).
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Endojen Antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar

olarak iki alt grupta siniflandirilir(122,123).

Enzim Olan Endojen Antioksidanlar: SOD, GSHPx, Glutatyon S-transferaz
(GST), Katalaz, Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, Hidroperoksidaz(124).

i) Siiperoksit dismutaz (SOD): Reaktif oksijen tiirlerine karsi ilk savunma hattini
olusturur(125,126). Siiperoksit serbest radikalinin H>O» ve molekiiler oksijene (O>)

doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.

SOD

2 O+ 2H" > H,O, + Oy

Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda siiperoksit
anyonu liretilmesine ragmen hiicre i¢i diizeyi SOD tarafindan diisiik tutulur. Ancak,
H>0O, 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(124,127).

ii) Katalaz: Katalaz esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde ve
mikrozomal fraksiyonda bulunur. H>O>’yi oksijen ve suya parcalar. Bodylece

H>0>’den hidroksil (OH") olusumunu 6nlemek i¢in ortadan kalkmasini saglar [102].

Katalaz
> 2H,0 + O?

H,O»

iii) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz (GSH-R): Glutatyon
peroksidaz, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunup H>O:’den kaynaklanan oksidatif
hasara kars1 hiicreleri korur. Bdylece H20.’den OH’’in olusmasint engeller.

Glutatyon peroksidaz, dort protein alt biriminden olusur. Her bir alt birim bir
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selenyum atomu igerir(126). Selenyuma bagimli glutatyon peroksidaz, H,O, ve

organik hiperoksitlere kars etkilidir.

Bu metabolize etme reaksiyonlar1 sirasinda GSH, hidrojen verici olarak
hareket ettiginden dolay1r H>O» ve hidroperoksitler indirgenirken GSH okside olur.
Okside glutatyon, glutatyon disiilfittir (GSSG). Glutatyon rediiktaz enzimi varliginda
okside glutatyon rediikte glutatyon haline geri indirgenir. Bu indirgenme reaksiyonu

esnasinda GSH-R elektron vericisi olarak NADPH ’yi kullanir(94,126).

15 Y0 TN 61 & — >GSSG+2H,0

iv) Glutatyon rediiktaz: Glutatyon rediiktaz, flavin adenin diniikleotid
(FAD) iceren flavoprotein bir enzimdir. Glutatyon rediiktaz, NADPH’nin bir
elektronunu okside glutatyonun disiilfid baglarma aktararak yeniden GSH'’ye

doniistiiriikir.

2GSSG+NADPH+H------mmmmemmeee >2GSH+NADPH*

Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar: Enzim olmayan antioksidanlar arasinda
glutatyon, melatonin, tirik asit, bilurubin, albiimin, koenzim Q10, selenyum, a-lipoik
asit, seruloplazmin ve transferrin sayilabilir(122,125,126,128,129). Glutatyon bir
antioksidan olarak hareket eder ve ayrica hiicrenin redoks durumunu korumada,
detoksifikasyon sisteminin ¢aligmasinda, eikosonoidlerin sentezlenmesinde, hiicre
sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde, gen ekspresyonunda ve apopitoziste de

antioksidan olarak faaliyet gosterir(130).
Glutatyon, GPx’in katalitik etkisiyle lipit peroksitleri ve H2O» ’yi detoksifiye

eder ya da O2" ve OH’i temizler. Ayrica GSH plazma membranindan aminoasit

transportunu saglar ve bazi dnemli antioksidanlar1 yeniden olusturur. Vitamin E ve
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vitamin C GSH tarafindan diizenlenir. Melatonin (N-asetil-5-metoksi-triptamin),
temel olarak pineal bezden endojen olarak firetilir ve dolasima salgilanir. Ayrica
diger bir¢ok yerde de sentezlenir. Karanlik sirasinda triptofandan sentezlenir(131).
Melatonin, serbest radikallerin zararli etkilerini azaltir. Biitlin hiicre i¢i boliimlerde

makromolekiilleri oksidatif hasardan korur.

Melatonin, dogrudan bir serbest radikal siipiiriiclisii ve dolayli bir antioksidan
olarak her yerde faaliyet gostermesi sayesinde ¢cok genis ¢apli bir koruma saglar. Ek
olarak, SOD, CAT, GSHPx ve GR igeren antioksidan enzimlerin bazilarini uyarir.
Melatonin hiicresel membranlar1 saglamlastirir ve bdylece oksidatif hasara karsi
direnmede hiicre membranma yardimci olabilir. En son olarak melatonin elektron
tasima sisteminin etkinligini artirarak serbest radikal iiretilmesini ve elektron

kagaklarini azaltir(100).

Koenzim Q10 bir antioksidan olarak serbest radikalleri siipiiriir, lipit ve
protein peroksidasyonunu baskilar. Indirgenmis formu ubikinol (CoQHa), bir
lipofilik antioksidan olarak hareket eder ve elektron tasima sisteminde elektron ve
proton taginmasina katilir. Ubikinol, oksidanlar1 notralize etmek i¢in elektron verir
ve cok giiclii bir antioksidan aktivitesi gosterir. Boylece koenzim Q10, H20> ve Oz

gibi toksik ROS’lara kars1 etkin bir koruma saglar(79).

Eksojen Antioksidanlar

i) Vitamin Olan Eksojen Antioksidanlar: Alfa-tokoferol (vitamin E), B-karoten,
askorbik asit (vitamin C), folik asit (folat). Vitamin E, yiiksek antioksidan potansiyeli
olan yagda ¢dziinen bir vitamindir. Insanlarda en biyoaktif formu a-tokoferoldiir. a-
tokoferol, serbest radikallerin hasarlarmdan hiicre membranlarimi  korur. o-
tokoferoliin antioksidan olarak temel fonksiyonu lipit peroksidasyonuna kars1
korumada bulunmaktir. Vitamin E serbest radikalleri sabit hale getirerek
peroksidasyon zincirini kirar ve bu olgu O2’nin ¢ogunlukla hidroksile ya da
sliperoksite indirgenmesi ile gergeklestirilir. Vitamin E, radikallerin yok edilmesi,

zincirin kirilmasi, baskilama, bozulan yapilarin onarilmasi ve endojen savunma
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sistemlerinin giiclendirilmesi gibi mekanizmalarin tamammi kullanarak antioksidan
gorevini yerine getirdiginden antioksidan kapasitesi ¢ok genis ve yiiksektir. Vitamin
E’nin hiicre zarinda gosterdigi antioksidan etkiyi, hiicre igerisinde genelde GSHPx

lizerine alir(132).

Glutatyon peroksidaz ve a-tokoferol birbirlerini tamamlayici bir antioksidan
etki gosterirler. Alfa-tokoferol peroksitlerin olusumunu engellerken, GSHPx olusmus
olan peroksitleri ortadan kaldirir. Askorbik asit olarak da bilinen vitamin C, suda
cOziinebilen bir vitamindir. Kollajen, karnitin ve ndrotransmitter biyosentezi icin
gereklidir(133). Vitamin C siiperoksit, hidroperoksil, ozon, peroksinitrit, nitrojen
dioksit ve hipokloréz asit gibi reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirlerini
kolaylikla temizler ve dolayisiyla oksidatif hasara karsi etkin bir sekilde koruma
saglar. Vitamin C lipitlerde ¢oziinen radikallerin temizlenmesi yoluyla iiretilen a-
tokoferoksil radikallerinden o-tokoferolii yeniden olusturarak bir koantioksidan

olarak hareket edebilir(134).

i) Ila¢ Olarak Kullamlan Eksojen Antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorleri: 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, albiimin, Demir redoks

dongiisii inhibitorleri (desferroksamin), Notrofil adezyon inhibitorleri, Sitokinler

(TNF ve IL-1), Barbitiiratlar, Demir selatorleri
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2.6.Berberin

2.6.1.Berberinin Yapis1 ve Kaynaklan

Berberin (C20H19NOS5, BBR), bir izokinolin kuaterner alkaloid olup,
Hydrastis canadensis, Berberis aristata, Coptis chinensis, Coptis rhizome, Coptis
japonica, Phellodendron amurense gibi bir¢cok sifali bitkiden izole edilebilir(36).
(Sekil-2.9) Berberin iceren bitkilerin kullanimi orta dogu, Ayurvedik (Hint), Cin ve
Amerika yerlilerine kadar uzanan, koklii bir gecmise sahiptir(135). Cin ve Hint
geleneksel tip uygulamalarmmda 3000 yildan uzun siiredir kullanilmakta oldugu
bilinmektedir(38,136). Hint tibbinda kulak, g6z ve agiz enfeksiyonlarinda, yara
tyilestirmede, hemoroid tedavisinde, hazimsizlikta, dizanteride ve kadin genital
rahatsizliklarinda kullanilmaktaydi(137). Geleneksel Cin tibbinda ise diyare ve
bagirsak parazitlerinde kullanim1 yaygin idi(138,139).

Sekil 2. 3. Berberinin kimyasal yapisi

BBR, karakteristik bir alkaloidal aci tada sahip kokusuz, yogun sari bir
tozdur. Suda ve etanolde cok az ¢6ziiniir, metanolde ise az miktarda ¢oziiniir; ancak

tuz formlar1 diger formlara nispeten daha fazla ¢oziiniirdiir(140).

BBR’nin son zamanlarda bir¢ok etkinligi oldugu gosterilmistir. BBR’nin
genis farmakolojik ve biyokimyasal etkileri vardwr. BBR’nin anti-diyareik,
antiaritmik ve anti-inflamatuar ajan olarak kullanilabilecegi bildirilmistir(141,142).

Ayrica, BBR’nin 16kositler, karaciger, akciger, mide, kolon, deri, agiz, 6zofagus,
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beyin, kemik, gdgilis ve genital kanser hiicreleri gibi bircok kanser hiicre dizisinde

antitiimor etkileri oldugu gosterilmistir(143—148).

2.6.2.Berberinin Farmakokinetigi

Berberin ve metabolitlerinin farmakokinetik profili, insanlar ve siganlar
iizerinde oldukca kapsamli sekilde calisilmistir(149—151). Tek doz oral 300 mg
berberin ile saglikli erkek insan goniilliillerde bazi farmakokinetik parametreler
calisilmis ve yarilanma omiirleri t1/2 (ka) 0,87+0,03 saat; t1/2 (ke) 2,94 + 0,14 saat;
maksimum konsantrasyonu (Cmaks) 394,7+155,4 ng/L ve egri altinda kalan alan
(EAA) 2799,0 £1128,5 ngl./saat olarak bildirilmistir(149).

2.6.3.Berberinin Emilimi

Berberinin dezavantajlarindan biri, suda ¢oziniirligli ve dissoliisyonunun
zayif olmasina bagli olarak oral biyoyararlaniommm diisiik olmasidir(152). Berberin
kloriiriin suda ve pH’a bagh c¢oziiniirliigii sicaklikla dogru orantilidir ve sicaklik
artinca artmaktadir(140). Berberin katyonik yapida bir alkoloiddir(153). Fizyolojik
kosullarda berberin iyonize formda bulundugundan midede asitle karsilastigindan
agregasyona egilimli olmaktadir. Agrege haldeki berberinin ¢oziiniirliigli daha da

diismekte ve emilimi zorlasmaktadir(154).

Bagirsak duvarindaki epitelyal katmanda bulunan apikal membranda
Pglikoprotein (P-gp) yapilar1t mevcuttur. P-gp, ila¢ molekiillerinin kandan liimene
gecisini aktif tasimayla saglayan ve absorpsiyonu engelleyen efluks pompalaridir.
Yapilan caligmalar, berberinin kana gecisinde P-gp’nin olumsuz etkiye sahip
oldugunu gostermektedir(38,150,153,154). Bu sayede berberinin emiliminin
artirilmas1 amaciyla verapamil, daunomisin, siklosporin A gibi P-gp inhibitorlerinin
kullanilmas1 yOniinde c¢aligmalar yapilmistir(154,155). Caco-2 tek katman modeli
yapilan bir caliymada siklosporin A uygulamasiyla berberin efluksunun 6nemli

derecede azaldig1 gozlemlenmistir(154).
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Emilimin azalmasinda etkili faktorlerden biri de ilk gegis etkisidir. Berberin
biiylik oranda bagirsaklarda ve diisiik oranda karacigerde ilk gecis etkisine
ugramaktadir(153,154). Berberin CYP2D6 ve CYP3A4 enzimleriyle metabolize
olmaktadir. Bagirsaklarda bu enzimlerin mevcudiyeti, berberinin emilmeden

metabolize olmasima sebep olmaktadir(154).

2.6.4.Berberinin Dagilim

Berberin, intestinal kanaldan emildikten sonra, kana gecisinin ardindan
yiilksek oranda plazma proteinlerine baglanmaktadir(156). Biyoyararlanimin
disiikligii, kan konsantrasyonunun diisiikligii ile sonuglanmasina ragmen,
berberinin aktivitesinin en 6nemli sebebi dokulara dagiliminin yiiksek olmasidir(38).
Kanlanmanin daha fazla oldugu major organlara afinite gostermekle birlikte
dagilimin en fazla oldugu organ karacigerdir(153). Karacigerin ardindan bobrekler,
kas dokusu, akcigerler, beyin, kalp, pankreas ve daha az miktarda da yag dokusu

takip etmektedir(38,154).

Berberin, kan beyin bariyerini rahatlikla asarak serebrospinal siviya
gecebilmektedir. Ozellikle intravendz uygulamanin ardindan hipokampiis bolgesinde

birikmekte ve ardindan yavasca elimine olmaktadir(38).

2.6.5.Berberinin Metabolizmasi

2011 yilinda yiiriitillen arastrmada sitokrom P450 (CYP) enzimlerinin
berberin metabolizmas1 iizerindeki etkisini Guo ve ark. g0Ostermislerdir.
Aragtirmadan elde edilen verilere gore berberinin metabolizasyonunda hem
insanlarda hem de farelerde en yiiksek etkiye sahip enzim CYP2D6’dwr. Bunun
disinda CYP3A4 ve CYP1A2 enzimlerinin de metabolizasyona katkis1 oldugunu
bildirmislerdir(157).
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Literatlirde mevcut diger caligmalarda sayilan enzimlerin yani sira CYP2EI
ve CYP2C19 enzimlerinin de metabolizasyona katkisi oldugu belirtilmistir(158).
CYP enzimleri aktivitesi ile faz I oksidatif demetilasyon reaksiyonlarini, faz II
konjugasyon reaksiyonlar1 takip etmektedir. Faz I reaksiyonlar1 sonucu berberrubin,
talifenidin, demetilenberberin ve jatrorrizin metabolitleri ve devaminda faz II
reaksiyonlar1 ile bu metaboliterin glukuronik asit veya siilfiirik asitle konjugatlar1
olugsmaktadir(38). Bu konjugatlar polar yapida olmakla beraber kolayca elimine

edilebilmektedirler(154).

Plazmada bulunan ana metabolit ise berberrubindir. Olusan metabolitler
arasinda berberrubin ve demetilenberberinin karacigerde aktivitesinin devam ettigi

ve ana molekiile kiyasla daha diisiik potense sahip oldugu goriilmiistiir(154).

2.6.6.Berberinin Farmakodinamisi

Berberin igeren bitkilerin kullanimimdan beri, farmakolojik etkilerindeki
cesitlilik halen birgok bilimsel arastirmaya konu olmaktadir. Temelde antioksidan ve
antiinflamatuar aktivitelerine baglh olarak ek mekanizmalar beraberinde bir¢ok organ
ve sistem tizerinde ¢esitli farmakolojik etkilere sahiptir(153). Berberinin Cin tibbinda
antibakteriyal, antiinflamatuar, antidiyabetik ve antihiperlipidemik etkileriyle
kullanim1 giintimiizde devam etmektedir(158). Yapilan cesitli hayvan deneyleri ile
klinik deneyler, geleneksel kullanimma ek olarak bircok endikasyonda kullaniminin

miimkiin olabilecegine isaret etmektedir(159). Bunlar;

e Antimikrobiyal etki,

e Antidiyareik etki,

e Antidiyabetik etki,

e Norolojik etkiler,

e Kardiyovaskiiler etkiler,

e Antikanser etki
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2.6.7.Berberinin Yan Etkileri

Berberin, klinik dozlarda kullanildiginda toksisitesi olmayan bir alkaloid
olarak tanimlanmaktadir. LD50 (popiilasyonun %50’sinde letal etki yaratan doz)
degeri Swiss albino fareler icin akut uygulamada 500 mg/kg iken kronik uygulamada
(10 giin) 150 mg/kg olarak literatiirde yer almaktadir(150). Siganlar i¢in LD50 degeri
intraperitonal uygulamada 205 mg/kg olmakla birlikte, 50 mg/kg dozunda
uygulandiginda deneklerin %40’ mda diyare gelistigi bildirilmistir(160). Oral yoldan
kullanimda ise si¢canlar i¢in berberinin LD50 degeri literatiirde 1000 mg/kg’dan fazla
olarak yer almaktadir(161). intraperitonal ve oral LD50 dozlarmnin arasindaki farkin
yiiksekligi, berberinin bagirsaktan emilimi ve kana gecisinin ¢ok diisiik olmasiyla

acgiklanabilmektedir(162).
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3. MATERYAL VE METOD

Priapizm modelinde berberinin iskemi reperflizyon hasar1 iizerine olasi
koruyucu etkilerinin oksidan-antioksidan denge agisindan degerlendirilmesi
amaglanan bu deneysel calisma oncesinde Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay almmus, deney Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Cerrahi Arastrma Merkezi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma

Laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Cahsma Gruplan

Bu deneysel ¢alismada Spraque Dawley tipi, 300-350 gr agirliginda, toplam
18 adet eriskin erkek rat kullanildi. Ratlar kendi aralarinda numaralandirildiktan
sonra kura cekilerek randomizasyon yapildi. Randomizasyon yapildiktan sonra
calisma, 6 rattan (n=6) olusacak sekilde 3 rat grubu seklinde olusturuldu (Tablo 3.1).
Tiim gruplar deney siiresince standart oda sicakligi (23 + 2°C), 1siklandirma (12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik) ve nem (%50 + 10) kosullarinda tutuldu. Ratlar normal

standart yem ve musluk suyu ile beslendi.

Tablo 3. 1. Calisma gruplari

Deney ve kontrol gruplan Grup basina hayvan adedi
Grup 1 (Kontrol grubu) 6
Grup 2 (Priapizm/Reperfiizyon) 6
Grup 3 (Priapizm/Reperfiizyon+Berberin 6
Kullanilan toplam hayvan sayis1 18
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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 alinarak standart 50 cc lik cam uglu irrigasyon enjektorii ile olusturulan
vakum ereksiyon cihazi ile elde edildi. Enjektor ucu flask penis taban ¢apma uygun
hale getirildikten sonra, konstriktor band enkjektor 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 enjektorden itilerek yerlestirilip priapizmle uyumlu klinik olusturuldu (Resim

3.1).

Resim 3. 1. Konstriktor bant kullanilarak olusturulan ereksiyon modeli

18 Spraque Dawley rat; her bir grupta 6 olmak iizere 3 gruba ayrild1.

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).
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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 + Berberin) (n:6): 1 saatlik priapizm olusturulan
ratlarda, reperfiizyondan yarim saat dnce berberin, 200 mg/kg 0.5 cc hacimde olacak
sekilde transperitoneal olarak verildi ve 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 ozellikleri degerlendirildi. Bu gruptaki ratlara verilecek olan berberin dozu,

daha once yapilmis iskemi-reperfiizyon ¢aligmasi baz alinarak belirlenmistir.

Tim gruplardaki ratlara penektomi ve kan alimi sonrasi eksanguinasyon

yontemi ile 6tenazi uygulandi.

Resim 3. 2. Penis diseksiyonu
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3.2. Biyokimyasal Inceleme Yo6ntemi

Biyokimyasal incelemeler KTU Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda
yapildi. Cikarilan penis dokusu iki parcaya boliindii ve bir parga histopatolojik
inceleme i¢in %10’luk formaldehid i¢ine kondu. Diger par¢a malondialdehit 6lgtimii

icin serum fizyolojik (%0,9 NaCl) ile yikandiktan sonra -80 °C de saklandu.

Doku Orneklerinin Hazirlanisi

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

gerceklestirildi.

Doku Orneklerindeki Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki protein miktarlar1 iiretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda ticari kit (Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, Cat No:
23227, Rockford, 1L, ABD) kullanilarak belirlendi ve sonuglar mg/mL cinsinden
hesaplandi. Doku malondialdehit (MDA) ve ELISA kitleri kullanilarak olgiilen tiim
biyokimyasal parametrelerin seviyeleri standardize olmasi agisindan hesaplanan

ornek protein miktarlarina oranlanarak mg protein basina olacak sekilde verildi.

3.2.1. Doku MDA Diizeylerinin Belirlenmesi

MDA 0lgtimii, Mihara ve Uchiyama yOntemi(163) modifiye edilerek
gerceklestirildi. Bu metodun esasi, MDA’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile olusturdugu molekiiliin renginin 532 nm’deki absorbansinin Sl¢iilmesi

esasina dayanmaktadir.
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Doku MDA Olgiimiinde Kullamlan Cézeltilerin Hazirlanmasi

1) Doku homojenizasyon tamponu (0.01 M Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS), pH
7.4): 10 adet PBS tableti (Medicano, Uppsala, Sweden) icerisinde yaklasik 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 ¢dzeltinin son hacmi 1 L’ye
tamamlanda.

2) %T’lik H3PO4 cozeltisi: Bir miktar saf su tlizerine 2.94 mL %385’lik H3PO4
(Sigma, St. Louis, MO, USA) alind1 ve son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamland.
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 karistirilip ¢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) cozeltisine ilave edildi.
Cozelti 50°C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu sekilde hazirlanan ana stok c¢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 Olciimii:

1. 500 pL homojenata 3 mL %]1°lik H3PO4 eklenerek karistirildi.

2. Karisima 1 mL %0.672’lik TBA eklenip karistirildiktan sonra 60 dakika kaynar su
banyosunda inkiibe edildi.

3. Siire sonunda tiipler oda sicakliginda sogumaya birakild1 ve sonrasinda 1800xg’de
10 dakika santrifiij edildi.

4. Santriflij sonucu siipernatant kisimlardan 200’er pL alinip 96 kuyucuklu pleyte
yiiklenerek mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Versamax, Molecular Devices,
California, USA) 532 nm dalga boyunda absorbans ol¢iimii yapildi. Elde edilen
standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona kars1 grafige gegirilerek MDA standart
grafigi ¢izildi (Grafik 3.1). Bu grafikten yararlanilarak doku MDA seviyeleri nmol
MDA/mL olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL)

oranland1 ve sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3. 1. Doku MDA &l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.2.2. Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku 6rneklerindeki SOD seviyeleri, liretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Fine Biotech, Katalog No:

ERO0332, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in swrasiyla asagidaki

islemler gergeklestirildi:

SOD standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Antikorla kaplh pleyt islem yapilmadan Once yikama c¢ozeltisi ile pleyt
yikayicisi (BioTek, Winooski, USA) kullanilarak 2 kez yikandi.

Hem orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er uL olacak
sekilde ilaveler yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida
(ShelLab/Sheldon S14-2, Cornelius, USA) 90 dakika inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda pleyt, yikama 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 yikayicist kullanilarak 3 kez
yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

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

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicist
kullanilarak 5 kez yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice
uzaklastirild1.
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Her bir kuyucuga renklendirme i¢in TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar uL
eklendi ve pleyt 37°C’de ¢alkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakild.
Referans dalga boyu olan 620 nm’deki Ol¢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 Ornek ve standart absorbanslari mikropleyt okuyucu
spektrofotometrede (Versamax, Molecular Devices, California, USA) 450 nm
dalga boyunda okundu.

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige
gecirilerek SOD standart grafigi ¢izildi (Grafik 3.2). Bu grafikten
yararlanilarak doku SOD seviyeleri ng/mL olarak hesaplandi. Elde edilen
degerler doku protein miktarma (mg/mL) oranlandi ve sonuclar ng/mg

protein olarak verildi.
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Grafik 3. 2. SOD o6l¢ilimiinde kullanilan standart grafigi

3.2.3. Doku Glutatyon Peroksidaz (GPx) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki GPx seviyeleri, iiretici firmanimn tavsiyeleri dogrultusunda

ELISA kit (Fine Biotech, Katalog No: ER274, Wuhan, China) kullanilarak

belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla asagidaki islemler gerceklestirildi:

GPx standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.
Antikorla kapli pleyt islem yapilmadan once yikama ¢ozeltisi ile pleyt
yikayicist kullanilarak 2 kez yikandi.

47



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

Siire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 2 kez
yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yitkama tamponu iyice uzaklastirild1.

Her bir kuyucuga 100’er pL biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi. Pleyt
folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakild1.
Stire 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 c¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt,
tekrar folyo ile kapatilarak 37°C’de c¢alkalayicida 30 dakika inkiibasyona
brrakildi.

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

Her bir kuyucuga renklendirme i¢in TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar pL
eklendi ve pleyt 37°C’de ¢alkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakildi.
Referans dalga boyu olan 620 nm’deki Ol¢iim sonucunda, en yiliksek
standardin optik yogunlugunun 0.9-0.95’¢ ulasmasiyla birlikte her bir
kuyucuga 50°ser pL renklenmeyi durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin
renginin sartya dondigii gézlemlendi.

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

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige
gecirilerek GPx standart grafigi ¢izildi (Grafik 3.3).

Bu grafikten yararlanilarak doku GPx seviyeleri pg/mL olarak hesaplandi.
Elde edilen degerler doku protein miktarmna (mg/mL) oranlandi ve sonuglar

pg/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3. 3. GPx dl¢iimiinde kullanilan standart grafigi

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

Doku oOrneklerindeki GRP78  seviyeleri, iiretici firmanm tavsiyeleri
dogrultusunda ELISA kit (Fine Biotech, Katalog No: ER0562, Wuhan, China)
kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla agsagidaki islemler gerceklestirildi:

e GRP78 standartlari kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

e Antikorla kaphh pleyt islem yapilmadan Once yikama c¢ozeltisi ile pleyt

yikayicisi kullanilarak 2 kez yikandi.

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

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 puL biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi. Pleyt
folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.

e Siire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 kez
yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yitkama tamponu iyice uzaklagtirild1.

e Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP c¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt,
tekrar folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 30 dakika inkiibasyona
birakildi.
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e inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi
kullanilarak 5 kez yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice
uzaklagtirildi

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

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

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

e FElde edilen standart absorbans sonuclar1 konsantrasyona karsi grafige
gecirilerek GRP78 standart grafigi cizildi (Grafik 3.4). Bu grafikten
yararlanilarak doku GRP78 seviyeleri ng/mL olarak hesaplandi. Elde edilen
degerler doku protein miktarna (mg/mL) oranlandi ve sonuglar ng/mg

protein olarak verildi.
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Grafik 3. 4. GRP78 olciimiinde 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 i¢in sirasiyla agsagidaki islemler gerceklestirildi:

e ATF6 standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.
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Antikorla kapli pleyt islem yapilmadan Once yikama c¢ozeltisi ile pleyt
yikayicist kullanilarak 2 kez yikandi.

Hem 06rneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er uL olacak
sekilde ilaveler yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 90
dakika inkiibasyona birakild.

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

Her bir kuyucuga 100’er uL biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi. Pleyt
folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.
Stire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicis1 kullanilarak 3 kez
yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

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

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

Her bir kuyucuga renklendirme igin TMB substrat ¢ézeltisinden 90’ar pL
eklendi ve pleyt 37°C’de ¢alkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakilda.
Referans dalga boyu olan 620 nm’deki Ol¢iim sonucunda, en yiliksek
standardin optik yogunlugunun 0.9-0.95’¢ ulasmasiyla birlikte her bir
kuyucuga 50°ser uL renklenmeyi durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin
renginin sartya dondiigii gézlemlendi.

Stire sonunda Ornek ve standart absorbanslari mikropleyt okuyucu
spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okundu.

Elde edilen standart absorbans sonuclari konsantrasyona karsi grafige
gecirilerek 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¢limiinde kullanilan standart grafigi

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

Doku 6rneklerindeki CHOP seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda

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

belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla asagidaki islemler gergeklestirildi:

CHOP standartlari kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Antikorla kapl pleyt islem yapilmadan 6nce yikama ¢dozeltisi ile pleyt
yikayicisi kullanilarak 2 kez yikandi.

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

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

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

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicist
kullanilarak 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 pL
eklendi ve pleyt 37°C’de ¢alkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakild.
Referans dalga boyu olan 620 nm’deki Ol¢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 Ornek ve standart absorbanslari mikropleyt okuyucu
spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okundu.

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona kars1 grafige
gecirilerek CHOP standart grafigi ¢izildi (Grafik 3.6). Bu grafikten
yararlanilarak doku CHOP seviyeleri ng/mL olarak hesaplandi. Elde edilen
degerler doku protein miktarma (mg/mL) oranlandi ve sonuglar ng/mg

protein olarak verildi.
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Grafik 3. 6. CHOP ol¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.2.7. Doku Miyeloperoksidaz (MPQO) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki MPO seviyeleri, liretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda

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

belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla asagidaki islemler gerceklestirildi:

MPO standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.
Antikorla kapli pleyt islem yapilmadan oOnce yikama ¢ozeltisi ile pleyt
yikayicist kullanilarak 2 kez yikandi.
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Hem oOrneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er uL olacak
sekilde ilaveler yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 90
dakika inkiibasyona birakild.

Siire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 2 kez
yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yitkama tamponu iyice uzaklastirild1.

Her bir kuyucuga 100’er pL biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi. Pleyt
folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.
Stire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicis1 kullanilarak 3 kez
yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP c¢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 yikama tamponu iyice
uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga renklendirme igin TMB substrat ¢ézeltisinden 90’ar pL
eklendi ve pleyt 37°C’de ¢alkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakildu.
Referans dalga boyu olan 620 nm’deki Ol¢iim sonucunda, en yiliksek
standardin optik yogunlugunun 0.9-0.95’¢ ulasmasiyla birlikte her bir
kuyucuga 50°ser puL renklenmeyi durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin
renginin sartya dondigii gézlemlendi.

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

Elde edilen standart absorbans sonuclari konsantrasyona karsi grafige
gecirilerek MPO standart grafigi c¢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 &l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.2.8. Doku Glutatyon (GSH) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki GSH seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda

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

belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla asagidaki islemler gerceklestirildi:

GSH standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Antikorla kaph pleyt islem yapilmadan Once yikama ¢ozeltisi ile pleyt
yikayicist kullanilarak 2 kez yikandi.

Hem oOrneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 50’ser uL olacak
sekilde ilaveler yapildi. Zaman kaybetmeden her bir kuyucuga 50’ser uL
olacak sekilde biotinle isaretli antikor ¢6zeltisi eklendi.

Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 45 dakika inkiibasyona
birakild1.

Siire sonunda pleyt icerigi aspirasyon ile uzaklastirildi.

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

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicist
kullanilarak 5 kez yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice
uzaklastirild1

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

verildi.

Referans dalga boyu olan 620 nm’deki Olgiim 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.

Stire sonunda Ornek ve standart absorbanslari1 mikropleyt okuyucu
spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okundu.

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona kars1 grafige
gecirilerek GSH standart grafigi ¢izildi (Grafik 3.8). Bu grafikten
yararlanilarak doku GSH seviyeleri pg/mL olarak hesaplandi. Elde edilen
degerler doku protein miktarma (mg/mL) oranland1 ve sonuglar pg/mg

protein olarak verildi.
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Grafik 3. 8. GSH ol¢iimiinde 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»O, esdegeri/L birimiyle

3.2.10. Toplam Antioksidan Durumun (TAS) Belirlenmesi

Doku orneklerindeki TAS seviyeleri ticari kolorimetrik kit (Rel Assay

Diagnostics, Cat No: RL0017, Gaziantep, Turkey) kullanilarak tiretici firmanin

tavsiyeleri dogrultusunda belirlendi ve sonuglar mmol troloks esdegeri/L birimiyle
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3.2.11. Oksidatif Stres indeksinin (OSI) Hesaplanmasi

Doku orneklerindeki OSI seviyelerti;
OSI= [(TOS, umol H>0; esdegeri/L) / (TAS, pmol troloks esdegeri/L) x 100]
formiilii kullanilarak hesaplandi(164).

3.3. Histopatolojik inceleme Yontemi

Calismaya ait histopatolojik incelemeler Karadeniz Teknik Universitesi T1p
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda yapildi. Calisma sonunda tiim
gruplara ait ratlarn penis dokusu cikarildi ve orta pargalarma denk gelen
kisimlarindan alinan doku ornekleri histopatolojik degerlendirme yapilmas: i¢in
%]10’luk formaldehit soliisyonu iginde 72 saat tespit edildi. Tespit edilen doku
parcalar1 gittikge artan dereceli alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Ksilen
soliisyonunda seffaflastirdi. Her bir gruba ait dokularin parafin bloklar1 hazirlandi.
Parafin bloklardan tam otomatik mikrotom (Leica RM 2255, Tokyo, Japan) ile 5 um
kalmhginda kesitler alindi. Elde edilen preraratlar hematoksilen-eozin (H&E) ve
genel histolojik yapmin detayli olarak degerlendirilmesi ve kaverndz yapinin daha iyi
incelenebilmesi icin Trikrom—Masson boyasi (GBL Masson Trikrom boyama seti,
Tiirkiye) ile boyandi(165). Bu boyama ile kollajen lifler mavi, kas dokusu kirmizi
renkte boyanarak ayrimi kollajen lifler ve kas dokusu ayrimi yapilmaya ¢alisilmistir.
Preparatlarin histopatolojik degerlendirmesi bu konuda deneyimli ve gruplardan
habersiz bir histolog (E.Y.) tarafindan 151k mikroskopik (Olympus BX-51; Olympus
Optical Co., Tokyo, Japan) olarak yapildi. Elde edilen histopatolojik bulgular korpus
spongiozumda (liretra epitel dejenerasyonu, kavernlerde vaskiiler konjesyon) yar1
kantitatif olarak 0-3 arasinda skorlandi. Buna gore 0: Hi¢ yok, 1: Hafif, 2: Orta, 3:
Siddetli olarak degerlendirildi(166).

Korpus kavernozumda kavernler vaskiiler konjesyon ve kavernler etrafinda
bag dokusu artis1 agisindan) yar1 kantitatif olarak 0-3 arasinda skorlandi. Buna gore
0: Hi¢ yok, 1: Hafif, 2: Orta, 3: Siddetli olarak degerlendirildi(166). Korpus

kavernozumda siniizoidal alan Ol¢iimii 151k mikroskop altinda 200X biiyilitmede,
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Analysis 5 Research program (Olympus Soft Imaging Solutions, Germany)
kullanilarak yapildi. Her bir gruba ait penis preparatlarinda korpus kavernozumda
rastgele 5 sinilizoidal alan 6l¢iildii ve 6l¢ciim ortalamalar1 alinarak ortalama siniizoidal

alan olarak kaydedildi.

3.4. istatistiksel inceleme Yontemi

Gruplarin karsilastirilmalar: normal dagilima uyan parametrik veriler i¢in 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 olasiligi (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;

Normal penis korpus kavernozum ve korpus spongiozum yapisi izlendi (Resim 4.1).

Resim 4. 1. Penisin histolojik kesitinin fotomikrografi. Korpus kavernozum penise ait kavernler (ok),
korpus spongiyozum penise ait kavernler (yildiz), iiretra epiteli (ok basi) (Trikrom Masson; X40).

Korpus kavernozuma ait kavernlerde hafif derecede vaskiiler konjesyon vardi (Resim

4.2).

Resim 4. 2. Korpus kavernozum penise ait kavernler (ok), kavern etrafindaki bag dokusu (ok bas1) ve
kas yapisi (y1ldiz) (Trikrom Masson; X200).

59



Korpus spongiozuma ait kavernlerde hafif diizeyde vaskiiler konjesyon
mevcut idi. Uretra epiteli yalanci ¢ok katl degisici epitel olarak normal yapida

izlendi (Resim 4.3).

Resim 4. 3. Korpus spongiyozum penise ait kavernler (yildiz), iiretra epiteli (ok basi) (Trikrom
Masson; X200)

4.1.2. Priapizm/Reperfiizyon Grubu Histopatolojik Degerlendirme Sonuclar;

Korpus kavernozuma ait santral ve periferik kavernlerde yaygin ve siddetli

derecede vaskiiler konjesyon izlendi (Resim 4.4,4.5).

= !f

Resim 4. 4. Penisin histolojik kesitinin fotomikrografi. Korpus kavernozum penise ait kavernler (ok),
korpus spongiyozum penise ait kavernler (yildiz), iiretra epiteli (ok bast) (Trikrom Masson; X40).
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Resim 4. 5. Korpus kavernozum penise ait kavernler (ok), kavern etrafindaki bag dokusu (ok bas1) ve
kas yapisi (y1ldiz) (Trikrom Masson; X200).

Uretranin  korpus spongiyozum boliimiindeki kavernlerde orta diizeyde
vaskiiler konjesyon ve iiretra epitel hiicrelerinde yer yer dejenerasyon izlendi (Resim

4.6).

Resim 4. 6. Korpus spongiyozum penise ait kavernler (yildiz), tiretra epiteli (ok basi) (Trikrom
Masson; X200).
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4.1.3. Priapizm/Reperfiizyon + Berberin Grubu Histopatolojik Degerlendirme
Sonuglari;

Korpus kavernozuma ait santral ve periferik kavernlerde Grup 2’ye gore daha

az vaskiiler konjesyon izlendi (Resim 4.7,4.8).

Resim 4. 7. Penisin histolojik kesitinin otomllcr‘ogr. orpus kavernozum penise ait kavernler (ok),
korpus spongiyozum penise ait kavernler (yildiz), iiretra epiteli (ok bast) (Trikrom Masson; X40).

\ i h )

Resim 4. 8. Korpus kavernozum penise ait kavernler (ok), kave} etrafindaki bag dokusu (ok basi) ve
kas yapisi (y1ldiz) (Trikrom Masson; X200).

Uretranm korpus spongiyozum béliimiindeki kavernlerde yaygm ve siddetli
derecede vaskiiler konjesyon izlendi. Uretra epitel hiicrelerinde hafif derecede yer

yer dejenerasyon olmakla birlikte normale yakin morfolojide izlendi (Resim 4.9).

62



Resim 4. 9. Korpus spongiyozum penise ait kavernler (yildiz), iiretra epiteli (ok basi) (Trikrom
Masson; X200).

Tiim gruplarda korpus kavernozumda santral ve periferik kavernleri
cevreleyen kas dokusu normal idi. Gruplar arasinda kas dokusu miktar1 agisindan

farklilik izlenmedi (Resim 4.2,4.5,4.8).

Tablo 4. 1. Korpus Spongiozuma ait histolojik degerlendirme sonuglari

Korpus Spongiozum
GRUPLAR Kavernlerde Uretra epitel
vazokonjesyon dejenerasyonu

)
—

Kontrol 1
Kontrol 2
Kontrol 3
Kontrol 4
Kontrol 5
Kontrol 6
Priapizm/Reperfiizyon-1
Priapizm/Reperfiizyon-2
Priapizm/Reperfiizyon-3
Priapizm/Reperfiizyon-4
Priapizm/Reperfiizyon-5
Priapizm/Reperfiizyon-6
Pri/Rep+Berberin-1
Pri/Rep+Berberin-2
Pri/Rep+Berberin-3
Pri/Rep+Berberin-4
Pri/Rep+Berberin-5
Pri/Rep+Berberin-6

| | e | el e e e DN DD = e O = = OO

DN W W W N NN N WNND N~ N~ ==
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Tiim dokularda ortak parametreler, kavernlerde vazokonjesyon, iiretra epitel
dejenerasyonu, kavernlerin ortalama siniizoidal alan1 (um?2), kavernlerde vaskiiler
konjesyon, kavern ¢evresi bag dokusu artigi arastirildi. Degerlendirme yar1 nicel
olarak yapildi ve bulgular 0 ile 3 arasinda puanlandi (0: Yok, 1: Hafif, 2: Orta, 3:
Siddetli). Gruplara ait incelemelerde korpus spongiozumdaki histolojik
degerlendirme sonuglar1 tablo 4.1.de, korpus kavernozumdaki histolojik

degerlendirme sonuglari ise tablo 4.2. de gosterilmistir.

Tablo 4. 2. Korpus Kavernozuma ait histolojik degerlendirme sonuglar1

Korpus Kavernozum

GRUPLAR Kavernlerin Kavernlerde Kavern Cevresi
ortalama Vaskiiler bag dokusu artisi
Siniizoidal Konjesyon
alam (um?2)

Kontrol 1 3000 1 0
Kontrol 2 2700 1 1
Kontrol 3 2900 1 1
Kontrol 4 3700 1 0
Kontrol 5 3500 1 0
Kontrol 6 3450 0 0
Priapizm/Reperfiizyon-1 4150 2 1
Priapizm/Reperfiizyon-2 3750 3 1
Priapizm/Reperfiizyon-3 4270 2 1
Priapizm/Reperfiizyon-4 4250 2 0
Priapizm/Reperfiizyon-5 3900 3 0
Priapizm/Reperfiizyon-6 4250 3 0
Pri/Rep+Berberin-1 4000 3 0
Pri/Rep+Berberin-2 3900 2 0
Pri/Rep+Berberin-3 3950 2 0
Pri/Rep+Berberin-4 4050 2 1
Pri/Rep+Berberin-5 3950 2 1
Pri/Rep+Berberin-6 4100 2 0

4.2 Biyokimyasal Analiz Sonug¢lan

Kontrol grubuna ait biyokimyasal veriler Tablo 4.3’te gosterilmektedir.
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Doku MDA
(nmol/mg protein)
Doku TOS
(umol hidrojen
peroksit
esdegeri/L
Doku TAS
(mmol troloks
esdegeri/L)
Doku OSI
Doku SOD
(ng/mg protein)
Doku GPx
(pg/mg protein)
Doku GSH
(ng/mg protein)
Doku MPO
(ng/mg protein)
Doku GRP78
(ng/mg protein)
Doku ATF6
(pg/mg protein)
Doku CHOP
(ng/mg protein)

Kontrol

1
17,6

21,2

0,088
24,2
1,97

538.,8

113,4
3,39
0,84

328.,8

3,67

GRUPLAR

Tablo 4. 3. Kontrol grubu biyokimyasal veriler

Priapizm/Reperfiizyon

gosterilmektedir.

grubuna

Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
2 3 4 5 6
19,0 21,2 19,2 214 21,0

254 22,2 20,2 18,9 15,5
0,267 0,105 0,171 0,089 0,289
9,5 21,3 11,8 21,4 5,4
0,95 1,34 0,85 1,36 1,39
329,3 438,6 393,3 505,1 369,9
82,5 1554 91,2 167,9 105,0
2,67 3,40 3,39 4,19 3,32
0,64 0,85 0,72 0,92 0,85
330,7 369,3 330,0 430,6 371,2
2,00 2,35 2,23 3,09 2,70
ait  biyokimyasal veriler Tablo 4.4.’te
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Tablo 4. 4. Priapizm/Reperfiizyon grubuna ait biyokimyasal veriler (Pri:priapizm, Rep:reperfiizyon)

Doku MDA
(nmol/mg
protein)
Doku TOS
(umol hidrojen
peroksit
esdegeri/L
Doku TAS
(mmol troloks
esdegeri/L)

Doku OSI
Doku SOD
(ng/mg
protein)
Doku GPx
(pg/mg
protein)
Doku GSH
(ng/mg
protein)
Doku MPO
(ng/mg
protein)
Doku GRP78
(ng/mg
protein)
Doku ATF6
(pg/mg
protein)
Doku CHOP
(ng/mg
protein)

1
32,3

62,4

0,061

102,7
1,10

325,5

51,9

6,09

1,19

835,0

4,70

GRUPLAR
2 3
22,3 38,1
62,3 50,7
0,034 0,201
184,1 252
1,29 0,05
3689 2949
44,8 43,4
11,01 3,17
1,88 1,97
1011,3  975.2
6,79 6,11

4
31,9

40,8

0,083

49,3
0,96

303,9

31,5

4,82

1,52

816,7

4,39

5
18,0

41,6

0,080

52,1
0,83

300,5

90,9

5,76

1,01

401,8

3,51

Pri/Rep Pri/Rep Pri/Rep Pri/Rep Pri/Rep Pri/Rep

6
17,8

24,4

0,103

23,8
0,76

379.,8

80,9

3,21

1,14

412,6

4,37

Priapizm/Reperflizyon +Berberin grubuna ait biyokimyasal veriler Tablo

4.5.’te gosterilmektedir.
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Tablo4.5.Priapizm/Reperfiizyon+BBR grubuna ait biyokimyasal veriler(P:priapizm,R:reperfiizyon)

GRUPLAR

P/R+ P/R+ P/R+ P/R+ P/R+ P/R+
Berberin Berberin Berberin Berberin Berberin Berberin
1 2 3 4 5 6
Doku 14,3 16,1 15,1 21,1 35,7 11,9
MDA
(nmol/mg
protein)
Doku 26,6 23,4 27,5 23,0 23,1 23,1
TOS
(umol
hidrojen
peroksit
esdegeri/L
Doku TAS 0,133 0,075 0,136 0,185 0,215 0,283
(mmol
troloks
esdegeri/L)
Doku OSI 19.9 31,3 20,2 124 10,7 8,2
Doku SOD 0,86 0,88 1,08 1,37 2,54 0,92
(ng/mg
protein)
Doku GPx 291,3 384,2 287,2 496,4 492.4 450,3
(pg/mg
protein)
Doku GSH 65,2 105,2 64,6 115,2 168.,5 101,3
(ng/mg
protein)
Doku 2,75 2,82 2,88 3,05 3,40 3,13
MPO
(ng/mg
protein)
Doku 0,56 1,16 0,60 0,68 0,85 0,74
GRP78
(ng/mg
protein)
Doku 298,8 520,0 307,2 309,3 295,5 375,7
ATF6
(pg/mg
protein)
Doku 3,07 2,23 2,07 3,28 2,57 2,23
CHOP
(ng/mg
protein)
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4.3.Istatistiksel Karsilastirma Sonuclar

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢in SPSS version 23 programi kullanildi. Gruplar arasi degerlendirme
Oneway ANOVA ve posthoc testi ile yapildi. P<0.05 degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. Biyokimyasal ve histopatolojik parametrik verilerin normal
dagilima uyup uymadigi incelendi. Normal dagilima uyan parametrik veriler tek
yonlii ANOVA ile incelendi. Inceleme sonrasi gruplar arasinda anlamli fark
bulunanlar: Doku TOS, doku OSI, doku GSH, doku MPO, doku GRP78, doku
ATF6, doku CHOP olup (Tablo 4.6.), anlamli bulunmayanlar doku MDA, doku
TAS, doku SOD, doku GPX oldugu goriildii (Tablo 4.7.).

Tablo 4. 6. Anova analizinde fark saptanan parametreler

Parametreler Kontrol P/R P/R+Berberin P degeri
TOS 20,6£3,3 47,0+14,5 24,4420 p<0,001
(umol hidrojen
peroksit esdegeri/L)
op
OSI o.p 15,6+7,7 72,8+61,5 17,148,5 p=0,023
GSH 119,2434,8  57,2423.,4 103,3+£38,4 p=0,014
(ng/mg protein)a
MPO 3,39+40,48  5,,68+2,89 3,00+0,24 p=0,032
(ng/mg protein)[
GRP78 0,80+0,10 1,45+0,40 0,77+0,22 p=0,001
(ng/mg protein)ao., 3
ATF6 360,1+£39,8  742,1+£270,3 351,1+87,9 p=0,001
(pg/mg protein)o.,
CHOP 2,67+0,62 4,98+1,23 2,58+0,50 p<0,001
(ng/mg protein)a, 3

o: Kontrol-P/R gruplar1 arasmnda anlamli fark bulunanlar, B: P/R-P/R+Berberin gruplar1 arasinda
anlamli fark bulunanlar(posthoc MannWhitney U, p<0,016667)
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Tablo 4. 7.Anova analizinde fark saptanmayan parametreler

Parametreler Kontrol P/R P/R+Berberin P degeri
MDA 19,9+1,5 26,7+8,5 19,0+8,7 p=0,154
(nmol/mg
protein)
TAS 0,168+0,091 0,094+0,058  0,171+0,073 p=0,162
(mmol troloks
esdegeri/L)
SOD 1,31+0,40  0,83+0,43 1,28+0,65 p=0,219
(ng/mg protein)
GPx 429,2480,8  328,9+36,9  400,3+95,0 p=0,090
(pg/mg protein)

Nonparametrik  veriler ~(Kavernlerde vazokonjesyon, Uretra epitel
dejenerasyonu, Kavernlerin ortalama Siniizoidal alan1 (um?2), Kavernlerde Vaskiiler
Konjesyon, Kavern Cevresi bag dokusu artis1) Ki Kare testi ile incelendiginde
yalnizca Kavernlerin ortalama Siniizoidal alani i¢in gruplar arasinda fark yoniinden
veri varken, ileri incelemesinde anlamli sonug¢ ortaya konulamadi. Gruplara ait

incelemelerde kavernlerin ortalama sintizoidal alan1 tablo 4.8.’de gosterilmistir.

Tablo 4. 8. Kavernlerin Ortalama Sintizoidal Alani

Gruplar Kavernlerin Ortalama P degeri
Siniizoidal Alam

Kontrola 32084395 p=0,001
Pri/Repf 4095+218
Pri/Rep+Berberinpu 3991477

a-f3 ile o-p arasinda anlamli fark vardir (posthoc MannWhitney U, p<0,016667)
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5. TARTISMA

Urolojik acil miidahale gerektiren penise olan diisiik kan akimiyla karakterize
iskemik priapizm, agrili ereksiyonun eslik etigi en sik goriilen priapizm tiirtidiir.
Iskemik priapizm sonlandiktan sonra, dokuda I/R hasar1 meydana gelmektedir(11).
Olusabilecek hasarin 6nlenmesinde en onemli faktor iskemi siiresi olup, reperfiizyon

hasar1 ile aralarinda dogru orant1 vardir(167).

Iskemik priapizmi tanimlamada ereksiyon siiresi tartismalidir. Yapilan
deneysel ve klinik calismalar gostermistir ki, hipoksi ve asidoz 4 saat sonra
kavernozal fibrozise neden olmaktadir. Bu siireden once priapizmin tedavi edilmesi
kavernozal fibrozisi onleyebilmektedir(15,56,168). 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(169). Tedavi edilmezse veya tedavide ge¢ kalinirsa (>24 saat)
kavernozal diiz kaslarda nekroz, irreversibl korporal fibrozis ve erektil disfonksiyon

meydana gelir(54).

Reperfiizyon iskemik dokunun korunmasi i¢in gerekli olmasina ragmen,
reperflizyonun kendisi IR hasarmi meydana getiren patofizyolojik siireci
baslatmaktadir. IR hasarinda, reperfiizyon sonucunda serbest oksijen radikalleri
olugmaktadir. Olusan serbest oksijen radikalleri biyolojik membranlarda ve serumda
bulunan lipitler ile reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna yol agcmakta, bu da iyon
kanallarma ve DNA'ya zarar vererek hiicresel ve metabolik siirecleri sekteye

ugratmaktadir(170,171)

Lipid peroksidasyonuna kars1 canlt 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 ¢esitli fitokimyasallar bulunmaktadir(172).
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Genel olarak bitkilerde bulunan bazi biyoaktif bilesikler, hiicrelerdeki
oksidatif strese karsi serbest radikallerin engellenmesini veya detoksifikasyonunu
saglamakta ve ¢esitli islev bozukluklarinin 6nlenmesine yardimci olmaktadir(35).
Berberin (C20H19NOS5, BBR) bir izokinon kuaterner alkaloid olup, Hydrastis
canadensis, Berberis aristata, Coptis chinensis, Coptis rhizome, Coptis japonica,
Phellodendron amurense gibi bir¢ok sifali bitkiden izole edilebilir(36).
Gastrointestinal rahatsizliklar, inflamasyon, hiperlipidemi ve geleneksel tipta insiilin
direnci gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilir(37). Birbirinden
farkl1 raporlar antihipertansif, antiaritmik, antihiperglisemik, antikanserojen,
antidepresan, anksiyolitik, noroprotektif, antioksidan, antiinflamatuar, analjezik ve
hipolipidemik etki gibi bircok biyolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir(36—
38). Giiniimiizde, berberin farkli birgok biyolojik aktivitesi nedeniyle arastirmacilar
tarafindan daha fazla ilgi géormektedir. Bu nedenle berberinin biyolojik aktiviteleri ile

ilgili bilimsel ¢alismalar her yil artmaktadir(39).

Son yillarda beyin, kalp, bagirsak ve karaciger dahil cesitli organlarda
BBR’nin I/R hasarma karst koruyucu etkisinin arastirildigi ¢ok sayida deneysel
calisma yapilmistir. Chen ve ark. sicanlarda BBR'nin bagirsak I/R hasar modelinde
malondialdehit (MDA), miyeloperoksidaz (MPO) ve diamin oksidaz diizeylerini
azaltarak koruyucu bir etki gosterdigini saptamislardir(173). Yine Liu ve ark.
calismalarinda, BBR’nin antioksidan aktivitesi sayesinde beyin dokusunu I/R
hasarmna kars1 korudugunu bildirmisler(174). Giincel bir ¢calismada Zheng ve ark.,
BBR’nin siganlarda renal I/R hasar modelinde apoptozis ve oksidatif stres

inhibisyonu ile bobrek fonksiyonlarimni iyilestirdigini raporlamislar(40).

Biz yaptigimiz bu calisma ile ratlarda deneysel olarak olusturulan akut
iskemik priapizm modelinde, 1 saatlik akut iskemik priapizm ve yarim saatlik
reperflizyon sonrasi geri doniisiimsiiz hasar olugsmadan 6nce dokulardaki erken
histopatolojik  degisiklikleri ~(Kavernlerde  Vazokonjesyon, Uretra  Epitel
Dejenerasyonu, Kavernlerin Ortalama Siniizoidal Alam1 (um2), Kavernlerde
Vaskiiler Konjesyon, Kavern Cevresi Bag Dokusu Artis1) ve biyokimyasal verileri

(Doku TOS, TAS, OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA, SOD, GPx)
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inceledik. Doku seviyelerindeki degisiklikler ve uygulanacak olan berberinin IR
hasar1 iizerine olas1 koruyucu etkisinin oksidan-antioksidan denge agisindan

degerlendirilmesini amagladik.

Caliymamizda  histopatolojik  olarak  degerlendirdigimiz ~ korpus
spongiozumdaki kavernlerdeki vazokonjesyon ve iiretra epitel dejenerasyonu icin
hem kontrol grubu ile Pri/Rep grubu arasinda; hem de Pri/Rep grubu ile
Pri/Rep+BBR grubu arasindaki fark anlamli bulunmadi(p>0,05). Korpus
kavernozumdaki kavernlerin ortalama siniizoidal alani i¢in hem kontrol grubu ile
Pri/Rep grubu arasinda; hem de kontrol grubu ile Pri/Rep+BBR grubu arasindaki
fark anlamli bulundu (p<0,001). Ancak bu ¢alismada Pri/Rep grubu ile Pri/Rep+BBR
grubu arasindaki fark anlamli bulunmadi(p>0,05). Yine korpus kavernozumda
kavernlerde vaskiiler konjesyon icin gruplar aras1 anlamli sonu¢ ortaya konulamadi
(p>0,05). Kavern c¢evresi bag dokusu artisinda ise gruplar arasinda anlamh fark

olmadig1 gorildii(p>0,05).

Calismamizda histolojik veriler acgisindan Pri/Rep+BBR grubu lehine
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamis olmasi; iskemik priapizmde ancak 12
saatten sonra kavernozal diiz kasta ultrastriiktiirel degisikliklerin, nekroz ve

fibrozisin meydana gelmesiyle agiklanabilir.

Calismamizda IR hasarinda biyokimyasal degisikliklerin saptanmasi ve BBR
koruyucu etkilerinin saptanmasi amaciyla doku biyokimyasal verileri TOS, TAS,

OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA, SOD, GPx calisildi.

I/R hasar1 sirasinda olusan serbest radikaller, hiicre membranlarindaki
lipidlere  saldirarak  lipid  peroksidasyonunu  baglatirlar. MDA,  lipid
peroksidasyonunun son iiriiniidiir ve deneysel I/R modellerinde lipid peroksidasyon
miktarinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. Lipid peroksidasyonuna bagl
MDA birikimi daha c¢ok reperfiizyon fazinda gelisen hasarin O6nemli bir
komponentidir(175,176). Caligmamizda doku MDA diizeylerinin kontrol grubuna
gore, P/R grubunda daha yiiksek oldugu izlenmis olup hipotezimizle uyumlu oldugu

72



goriilmiistiir. BBR infiizyonu ile birlikte Pri/Rep+BBR grubunda I/R grubuna gére
doku MDAda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmamustir (p>0,05).

Sheng ve ark., sicanlarda yaptiklar1 I/R modelinde oksidatif stres ve apopitoz
seviyesini karsilagtirarak, BBR’nin karaciger fonksiyonunu o©nemli oOlgiide
diizelttigini, histopatolojik hasar1 azalttigini raporlamislardir(37). Bu ve buna benzer
diger calismalarda MDA artisinin ve SOD aktivitesinin yiikselmesinin engellenerek,
BBR tedavisinin etkinligi gosterilmektedir. Visnagri ve ark., BBR’nin I/R hassarina
kars1t SOD ve GSH seviyelerinde artis, MDA ve MPO seviyelerindeki azalma ile
bobrek dokusu tizerindeki koruyucu etkisi oldugunu gostermislerdir(177). Yu ve
ark., BBR‘nin, MDA ve MPO seviyelerinde diisme, SOD aktivitesinde yiikselme ile,
I/R hasarina kars1 kalp dokusu tizerindeki koruyucu etkisini gostermislerdir(178).
Diger bir ¢alismada ise Abdulredha ve ark., sicanlarda yapilan I/R modelinde
BBR’nin, ¢cTn-T ve MDA artisin1 engelleyerek kardiyak hasara karsi koruyucu
oldugunu goéstermislerdir(179).

Antioksidanlarin plazma konsantrasyonlar1 ayr1 ayr1 6lgiilebilmektedir, ancak
bu durum zaman alici, yogun emek gerektiren ve yiiksek maliyetli bir istir. Bu
sebeple biyolojik Orneklerin antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in c¢esitli
yontemler gelistirilmistir. Plazma antioksidan bilesenlerinin antioksidatif etkisi
oldugu icin, toplam antioksidan kapasite Olciimii (TAS) plazma antioksidan
durumunu yansitir. TAS viicut sivilarindaki ve plazmadaki biitiin antioksidanlarin
etkisini yansitirken, TOS biitiin oksidanlarin toplam etkisini yansitir(180). 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(181). Kisaoglu ve ark.
yaymladiklar1 derlemelerinde, oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar tarafina
kaymasinin, antioksidan sistemlerin fazla tiiketilmesine bagli olarak gelistigini

bildirmislerdir(182).

Yaptigimiz ¢aligmada parametrik veriler icerisinde degerlendirilen doku TAS

seviyelerindeki degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir(p>0,05). Doku
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TOS seviyelerinde Pri/Rep grubunda kontrol grubuna gore yiikselmenin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmiis; Pri/Rep+BBR grubunda ise Pri/Rep grubuna gore
doku TOS diizeylerindeki diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu gorilmiistiir

(p<0,05). Bu bulgular BBR ’nin antioksidan 6zelligini desteklemektedir.

Myeloperoksidaz (MPO), memeli notrofillerinin graniillerinde yer alan bir
enzim olup, fagosite edilmis bakterilerin 6ldiiriilmesinde hidrojen peroksit ile birlikte
onemli rol oynamaktadir. Iskemi-reperfiizyon hasarinda basta notrofiller olmak iizere
inflamatuvar hiicreler kemotaksisi olusmakta, inflamatuvar mediyatorlere yanit
olarak siiperoksit iyonu gibi oksidan mediyatorler iiretirler. Siiperoksit iyonu,
siiperoksit dismutaz (SOD) aracilig1 ile O6nce hidrojen peroksite ve sonrasinda
miyeloperoksidaz (MPO) etkisi ile de hipoklorik asite veya fenton reaksiyonu ile
OH radikaline doniisiir ve ortama salinir(22,23). Calismamizda doku MPO
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
Pri/Rep+BBR grubunda ise Pri/Rep grubuna gore doku MPO diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir (p<0,05). Doku SOD

diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).

Calismamizda toplam antioksidan kapasite diizeyleri i¢cin toplam oksidan
seviye diizeyi yilizde orami oksidatif stres indeksi (OSI) olarak degerlendirildi(20).
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 mekanizmasimin
diizenlenmesinde, gen ekspresyonunda ve apopitozisde de antioksidan olarak faaliyet
gosterir. Glutatyon, GPx’in katalitik etkisiyle lipit peroksitleri ve H2O’yi detoksifiye
eder ya da Ox" ve OH’1 temizler. Ayrica GSH plazma membranindan aminoasit
transportunu saglar ve bazi dnemli antioksidanlar1 yeniden olusturur. Vitamin E ve

vitamin C, GSH tarafindan diizenlenir(21).
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Calismamizda doku GSH diizeylerinde Pri/Rep grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlaml fark oldugu belirlendi(p<0,05), ancak Pri/Rep+BBR
grubunda ise Pri/Rep grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark
izlenmedi(p>0,05). Doku GPx diizeylerinde gruplar aras: farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi(p>0,05). Bu durum yapilan ¢aligmanin akut bir ¢alisma olmasma

baglandu.

Endoplazmik retikulum (ER) saperonlari, ER'nin normal islevi i¢in gerekliligi
acisindan ortaya konulmustur(24). GRP78’in ER stresi i¢in esas diizenleyicilerden
oldugu kanitlanmistir(26). ATF6'min proapoptotik CHOP'un erken dinamiklerini
sekillendirdigini 6ne sliren ¢alismalarda mevcuttur(183). La ve ark. yaptig1 caligmada
BBR’nin, ATF6 boliinmesinin aktivasyonu ve GRP78 ekspresyonunu indiikleyerek
otofaji ve kanser hiicresinin 6liimii ile sonuglandigmi gostermislerdir(184). Gong ve
ark. yaptiklar1 bagka bir calismada BBR’nin, GRP78'in down regiilasyonu ile
kolorektal kanser hiicrelerinin  ¢ogalmasmi ve  gogiinii  engelledigini
belirtmislerdir(185). Calismamizda doku GRP78, doku ATF6 ve doku CHOP
diizeylerinde Pri/Rep grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark
oldugu belirlendi(p<0,05), Pri/Rep+BBR grubunda ise Pri/Rep grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu izlendi(p<0,05). Bu durum BBR’nin ER
stresini hafifleterek, I/R’nin neden oldugu metabolik bozukluklar1 iyilestirebilecegini

gostermistir.
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6. Sonuc ve Oneriler

Sonu¢ olarak bu deneysel calismada akut iskemik priapizmde uygulanan
BBR’nin I/R hasar1 iizerine oksidan-antioksidan denge acisindan koruyucu etkilerini
aragtirdik. Priapizm modelinde reperfiizyon dncesi berberin uygulanmasi, literatiirde
yapilmis olan farkli deneysel calisma modellerinin sonuglariyla uyumlu bulundu.
Arastirilmis olan biyokimyasal parametrelerin onemli bir boliimii berberinin
antioksidan etkisini gosterdi. Anlamli bulunmayan parametrelerin ¢alismanin akut
donemi kapsamas1 ve reperfiizyon siiresinin kisa olmasiyla iligkili oldugu kanisina
varildi. Reperfiizyon siiresinin uzatilmasi ile daha fazla biyokimyasal ve histolojik

parametrede anlamli fark bulunabilecegi sonucuna varildi.

Calismamizda histolojik degisiklik saptanamamasi, literatiirde 4 saatten kisa
stireli priapizm modellerinde histolojik degisikliklerin ortaya ¢ikmadigi bulgusuyla

uyumludur.
Berberin ile ilgili yapilacak ileri ve uzun donem calismalar sonucunda;

berberinin iskemik priapizm modelinde meydana gelen biyokimyasal ve histolojik

hasar1 engellemede daha etkili olabilecegini ortaya ¢ikarabilir.
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