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TESEKKUR

Bu tez caligsmasi,

KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Birimince desteklenmistir (TTU-2021-9732).



OZET

AKUT ISKEMIiK PRiAPiZM MODELINDE KLOROJENIK ASITIN iSKEMi
REPERFUZYON HASARI UZERINE OLASI KORUYUCU ETKIiLERININ
DEGERLENDIRILMESI

Giris:

Peniste olusan iskemik priapizm durumda vendz obstriikksiyon ve korpus kavernozum
icerisinde staz meydana gelmektedir. Miidahalede ge¢ kalinmasi durumda ise bu, kavernozal
diiz kaslarda nekroz, irreversibl korporal fibrozis ve erektil disfonksiyona yol acabilmektedir.
Birbiriyle iliskili birgok mekanizma sonucu devam eden siiregte priapizm sonlanir ve iskemi
reperfiizyon hasar1 olusur. Klorojenik asit, iyi bilinen polifenol bilesiklerden biri olup,
hiicrelerin oksidatif strese karsi serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmasina veya
detoksifikasyonunun saglannmasina ve cesitli islev bozukluklarinin 6nlenmesine yardimci
olmaktadir. Kahve c¢ekirdeklerinde dogal bicimde bulunan antioksidan ozelligi kuvvetli

bilesenlerdir.

Amac:
Sicanlarda olusturulan penil iskemi-reperfiizyon modelinde uygulanan klorojenik asitin,
priapizm+reperflizyon hasari iizerine olast olumlu etkilerinin histolojik ve biyokimyasal

acidan degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Gerec ve Yontem:

Bu deneysel ¢alismada Spraque Dawley tipi, 350-400 gr agirliginda toplam 18 adet eriskin
erkek rat kullanmilmistir (3 grup; her bir grupta 6 rat; kontrol, priapizm+reperfiizyon,
priapizm+ reperfiizyon+klorojenik asit). Alinan penektomi materyalinde doku TOS, TAS,
OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA, SOD, GPx seviyelerindeki degisiklikler ile
sakrifiye edilen ratlardan alinan penis dokusunun histolojik Ozellikleri (kaverndz siniis
konjesyonu, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, tunika albugineada ayrilma ve/veya hemoraji)

degerlendirilmistir.



Bulgular:

Biyokimyasal veriler igerisinden istatistiksel olarak anlamli bulunan deger; doku GRP78’ dir.
Calismamizda histolojik veriler agisindan istatistiksel olarak anlamli bulunan veri ise tunika

albugineada olusan ayrilma ve/ veya hemoraji olarak izlenmistir.

Sonugc:

Klorojenik asitin, priapizm/ reperiizyon durumunda dokularda olusabilecek biyokimyasal ve

histolojik hasar1 engellemede etkili olabilecegi kanist uyanmustir.
Anahtar Kelimeler:

Priapizm, Klorojenik asit, Reperflizyon hasari



SUMMARY

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

Introduction

In the case of ischemic priapism in the penis, venous obstruction and stasis in the corpus
cavernosum occur. Delay in the treatment, may lead to necrosis of cavernous smooth
muscles, irreversible corporal fibrosis and erectile dysfunction. As a result of many
interrelated mechanisms, priapism ends in the ongoing process and ischemia reperfusion
damage occurs. Chlorogenic acid is one of the well-known polyphenol compounds, which
helps to protect cells from the harmful effects of free radicals against oxidative stress or to
provide detoxification and prevent various dysfunctions. The antioxidant properties found

naturally in coffee beans are strong components.
Objective

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

histological and biochemical point of view.
Materials and Methods:

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

priapism+ reperfusion+ chlorogenic acid).

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

and/or hemorrhage in the tunica albuginea) were evaluated.



Findings

The value found to be statistically significant from biochemical data is tissue GRP78. In our
study, the data that were statistically significant in terms of histological data were for

separation and/ or hemorrhage values in the tunica albuginea.

Result

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

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

Keywords: Priapism, Chlorogenic acid, Reperfusion injury
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1.GIRiS

Priapizm tanim olarak cinsel istek, orgazm ve uyaridan bagimsiz yaklasik 4-6 saat
siiren uzamis ereksiyon halidir. Priapizm tedavisine baslamadan Once priapizmin
etiyolojisinin ortaya konulmasi gerekmektedir. Priapizm, patofizyolojik olarak 3 baslik
altinda incelenmektedir: Priapizmin, iskemik, non-iskemik ve tekrarlayan (stuttering) olmak
iizere 3 ana tipi vardir(1). Iskemik (veno-okluzif, diisiik akimli) priapizm en sik karsilasilan
tiptir. Yapilan deneysel ve klinik caligmalar gostermistir ki, hipoksi ve asidoz 4 saat sonra
kavernozal fibrozise neden olmaktadir ve bu silireden Once priapizmin tedavi edilmesi
kavernozal fibrozisi 6nleyebilmektedir(2). Kavernozal kan gazi analizleri siklikla hipoksi,
hiperkapni ve asidoz ile karakterizedir. Iskemik priapizmde, kavernozal diiz kasta
ultrastruktural degisiklikler 12 saat sonra, fokal nekroz 24 saat sonra, son olarak genis nekroz
ve fibroblast benzeri hiicrelerin transformasyonu ise 48 saat sonra goriilmektedir(3). Tedavi
edilmezse veya tedavide geg¢ kalinirsa (>24 saat) kavernozal diiz kaslarda nekroz, irreversible
korporal fibrozis ve erektil disfonksiyon meydana gelmektedir(4). Uzamis anoksi korporal
diiz kas kasilmasinda anlamli azalma, diiz kas oliimiine ve korpus kavernozumda fibrozise
neden olmaktadir. Iskemik priapizmin  deneysel hayvan modellerinde lipid
peroksidasyonunun reaktif oksijen radikalleri tarafindan verilen zararin belirleyicisi oldugu,
iskemik priapizm siiresince ve daha sonrasinda hemooksijenaz iiretimini artirdigim
gostermislerdir(5,6). Iskemi bagimli fibrozisin artisimi igeren patofizyolojik mekanizmalar
hipoksi bagimli biiyiime faktorlerinin upregiilasyonlaridir. TGF-beta doku onariminda hayati
Oonem tasiyan bir sitokindir. Bununla birlikte oksidatif stresin ortaya ¢iktigi durumlar ve
hipoksi sirasinda asir1 miktarlari doku hasarma ve skar dokusuna ve TGF-beta’nin
upregiilasyonuna neden olabilmektedir. Priapizmin sonlanmasi ile birlikte iskemi/reperfiizyon
(I/R) hasar1 meydana gelmektedir. Reperfiizyon iskemik dokunun korunmasi igin gerekli
olmasima ragmen, reperfiizyonun kendisi I/R hasarini meydana getiren patofizyolojik siireci
baglatmaktadir(6). TGF-bl iskemik priapizmde fibrozise neden olan aracilardan birisidir.
TGF-bl noétralize edici antikorlar kisa siireli priapizm durumlarinda TGF bl’in fibrotik

etkilerini azaltmistir(7).



Biyolojik membranlarda bulunan reaktif oksijen tiirleri, poliansatiire yag
asitlerinde (PUFA) oksidasyon yaparak lipit peroksidasyonunu baslatmaktadir(8).
Peroksidasyon islemi sonucunda meydana gelen lipit peroksitleri (Siklik peroksit,
lipit peroksit ve siklik endoperoksit) sekonder veya son iiriinler olan Malondialdehit
(MDA), 4-Hidroksinonenal (HNE) ve hegzenal isimli aldehitlere doniismekte ve doku
diizeylerinde artisa sebep olmaktadir(9,10).

Klorojenik asit (CGA) insan diyetindeki en yaygin polifenollerden biridir ve
dogal polifenolik bir antioksidandir. Klorojenik asit, elma, yaban mersini, ¢ay, kahve,
patates dahil olmak iizere bircok meyve ve sebzede bulunan aktif bir maddedir. Yesil
kahve, dogada bulunan ana klorojenik asit kaynagidir. Klorojenik asit, antioksidan,
antiapoptotik, antienflamatuar, antifibroz etkiye sahiptir(11). Klinisyenlerin I/R hasar1
sonrast olusan hasar1 azaltabilecek ajanlara olan ihtiyaglar1 ve bu konudaki
caligmalara duyulan ilgi hala giincelligini korumaktadir. Yapilan literatiir
taramalarinda klorojenik asidin pek ¢ok I/R modelinde doku hasarini azaltici etkileri
ortaya konulmustur(12,13). Bununla birlikte deneysel testis I/R modelinde klorojenik
asidin oksidatif stres ve iskemiye bagli gelisen ER stresi {lizerine etkilerini inceleyen
sinirl sayida c¢alismalar bulunmamaktadir (14,15). Buna ragmen klorojenik asidin
penis kaverndz dokusunda olusan hasara karsi olas1 etkilerinin incelendigi herhangi

bir ¢aligmaya rastlanmamustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Penis Anatomisi

Penis, iki adet kavernodz, bir adet spongioz cisimden ve bu yapilari gevreleyen
fasial yapilarindan meydana gelmis, erkeklerde anatomik ve fizyolojik olarak
genitotiriner sistemin son pargasi olan kompleks bir yapidir. Korpus penis ve perinede
yer alan distan izlenmeyen radiks penis olmak iizere iki boliimden olugmaktadir.
Penis tabakalari igten disa dogru siralanirsa; korpus spongiozumdan, korpus
kavernozum, tunika albuginea, buck fasyasi, dartos tabakasi ve deriden meydana
gelmektedir. (Sekil 2.1) Penis ayrica glans penis, distal {iretranin 2/3’1, bir ¢ift korpus
kavernozum, korpus spongiozum, iskiokavernoz ve bulbospongioz kaslarini da

icermektedir(16).

Sekil 2. 1 Penisin Enine Kesiti(17)

2.1.1. Korpus Kavernozum

Penil ereksiyonun saglanmasinda asil sorumlu yapi olup, c¢ok sayida alt
tabakadan olusan, distal tarafan birbirine baglh bir cift yapidir. Pubik kemgin altindan
iki ayn krus seklinde ilerler. Bu iki krus yine ayr1 olarak iskion pubisteki tuberositas
iskii tizerine yapisirlar. Simfizis pubis ile kaverndz cisimler arasindaki ligamentum
suspensoryum, kruslardan sonra ikinci fiksasyon noktasini olusturur. Ereksiyon haline
gelen peniste korpus kavernozum igerisinde bulunan siniizoidler kan ile dolar ve

sertlesme saglamir. Iki korpus kavernozumu arasinda bulunan septumdaki



fenestrasyonlar, karsilikli  sintizoidler arasinda kan gecisini  saglamakla

gorevlidir(16,17)

2.1.2. Korpus Spongiozum
Distal iiretranin iicte ikilik boliimii iceririr ve glans penisi olusturur. Iki
kavern6z cisim arasindan seyreder. Dis tabaka veya intrakorporeal kolonlarin
bulunmamasindan dolayi, erekte haldeki basing spongioz cisimde diisiik kalir. Distan

tunika albuginea ile sarilmistir. Bu kilif elastik liflerden olduk¢a zengindir(18).

2.1.3. Penisin Arteryal Dolasim
Penis arterial dolasimini internal iliak arterden koken alan internal pudental
arter saglar. Bu arterlerin her biri ii¢ dala ayrilarak seyreder. (Sekil 2.2) Bunlar
sirasiyla siniizoidleri ve erektil dokuyu besleyen derin penis arteri, ereksiyonda
glansin dolgunlugundan sorumlu olan penis dorsal arteri, iiretra ve spongiosumu

besleyen bulboiiretral arterdir (19).

Penisin
dorsal arterleri

T

'ff%’wf?;é‘* "

Kavernozal arter

Uretral arter

Bulbar arter

Internal pudental arter

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

Sekil 2. 2 Penisin arterleri



2.1.4. Penisin Veno6z Dolasimi

Buck fasyasini lateralinde bulunan yiizeyel dorsal ven safen vene drene olur. Bu ven
prepisyumun ve glansin periferal kisminin vendz drenajini saglar. Buck fasyasi altinda, dorsal
arterlerin arasindan ise derin dorsal ven ilerler. Korpus kavernosumlardan ve spongiosumdan
koken alan sirkumfleks venler, derin dorsal vene drene olurlar. Penisin crura ve hilumunu ise
kavernoz venler bosaltirlar. (Sekil 2.3) Kavernozal yapilarin vendz kani preprostatik pleksus

ve internal venler araciligiyla internal iliak vene olur(20).

Yiizeyel drenaj

Yizeyel dorsal ven
Derin drenaj

Internal pudental ven
Bulbar ven

Orta drenaj
Krural ven
Prostatik pleksus
Derin dorsal ven
Circumflex ven

Ana kavernozal ven

Lateral ven Korpus sp m

Retrokoronal pleksus
Korpus kavernozum

Glans

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

Sekil 2. 3 Penisin venleri

2.1.5. Penisin Lenfatik Drenaji

Penis cildinin lenfatik drenaji subinguinal ve yiizeyel inguinal lenf nodlarina olur.
Uretranin proksimalinden gelen lenftatikler hipogastrik ve ana iliak lenf nodlarina drene

Olurlar. Glans penisin lenfatikdrenaji ise subinguinal ve eksternal iliak lenf nodlarina
olur(21).

2.1.6. Penisin innervasyonu

Penisin innervasyonu otonomik ve somatik sistemler sayesinde saglanmaktadir.
Innervasyon iki ©&nemli sinir grubu araciligiyla saglanir. Bunlarin birincisi plexus
pudendalis’ten ¢ikan nervus pudentus’tur. N. pudendus pelvis tabani kaslarina motor dallar
verir ardindan N. dorsalis penis olarak uzanir. Diger sorumlu sinir ise N.corporis cavernosi

penis major” ve “N.corporis cavernosi penis minor” diir(22). (Sekil 2.4)



Superior hipogastric pleksus Lomber sinir dal

Aort bifurkasyonu Lomber sinir zincirl

Sol pelvik plesus
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S2 pelvik sinir dah

S3 pelvik sinir dah
Mesane

S4 pelvik sinir dah
Prostat

Pudental sinir

Vezikal pleksus

Kavernozal sinir Perineal sinir

Prostatik pleksus
Skrotal sinir

Membrandz uretra
Penisin dorsal siniri

Korpus kavernozum
Korpus spongiozum

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

Sekil 2. 4 Penisin innervasyonu

2.2. Penisin Histolojisi

Penis baslica korpus kavernosumlar (erektil dokudan olusur), korpus spongiosum ve
tiretrayi igeririr. Kaverndz cisimler, siingerimsi cisim ve glans penis; diiz kas, intrakavernozal
destek ve endotelle kapli siniizoidlerden olusur. Sempatik ve parasempatik, non-kolinerjik
sinir uglar1 siklikla damarlarin ¢evresinde ve diiz kaslarin yakininda goriiliir. Penil iiretranin
cogunlugu yalanci ¢ok katli silindirik epitelle doselidir. Glans peniste ise ¢ok katli yass1 epitel
goriliir. Mukozanin altinda elastik doku, bag doku ve diiz kastan olusan submukozal alan

mevcuttur. Mukus salgilayan Littre bezleride bu alanda izlenmektedir(23). (Sekil 2.1)

2.3. Ereksiyon Fizyolojisi

Ereksiyon, duyusal uyarilart santal sinir sistemi ve hipotalamo- hipofize aksa isleyen
bir sistem sayesinde saglanmaktadir(24). Seksiiel ya da taktil uyaranlar neticesinde sinir
sistemi (merkezi, spinal ve periferik) ve vaskiiler endotel, kavernoz arterioller, veniiller,
siniizoidal diiz kaslarin birbiriyle olan etkilesimleri sonucu ereksiyon meydana
gelmektedir(25). Omurilikten penise ulasan parasempatik liflerler ile ereksiyon saglanir. Bu

parasempatik sinir liflerinden, asetilkolin yerine nitrik oksit salgilanmaktadir.



Sekil 2.5 Flask haldeki korpus kavernozum(26)

Baslica psikojenik, refleksojenik, nokturnal olmak iizere {i¢ ¢esit ereksiyon bulunur.
Fizyolojik agidan ereksiyona baktigimizda flask (Sekil 2.5), tiimesans, tam ereksiyon, rijid
ereksiyon, detiimesans olmak iizere bes evresi bulunmaktadir(27). Alfa- adrenerjik sistemin
aktive olmasi ile flask fazda siniizoidallerin kontrakte oldugu goriilmektedir(28). Uyar ile
birlikte norotransmitter saglanmasi arterlerde gevseme, vendz doniliste azalma ve
siniizoidallerde kanin toplanmasi ile birlikte tiimesans fazina gegilir, kaverndz cisimlerdeki
basincin artmasi ile de ereksiyon hali saglanir. Buna ek olarak iskiyokavernéz kasinin
kasilmasida (100 mmHg civarinda devam ettirilir) tam ereksiyonu saglar(25). Sekil(2.6) Bu
fazda penise kan akim1 ve vendz drenaj olmaz, bir nevi priapizmin kisa fizyolojik bir 6rnegi
gerceklesmis olur(29). Arteriallerde olusan akimin azalmasi ve vendz doniisiin baglamasi ile

ereksiyon bozulur ve son evre olan detiimesansa gegilir(30).

Sekil 2. 6 Ereksiyon haldeki korpus kavernozum(26)



2.4. Priapizmin Fizyopatolojisi

Priapizm etiyoloji ve klinik gidisine gore 3 ana baslik altinda simiflandirilabilir.
Bunlar iskemik (veno-okluzif, diisiik akimli), non-iskemik (yliksek akimli, non iskemik
yiiksek, 1yi oksijenazyonlu veya arteriyel priapizm) ve tekrarlayan (intermittan) priapizm

seklinde siniflandirilir(4). iskemik priapizm ise bir gesit kas kompartman sendromudur.
Iskemik Priapizm;

Olgularmin biiyiikk gogunlugunu olusturmaktadir( %95 )(31). Ana sebep idiopatik olsa
da, ilag, alkol, travma ve orak hiicre anemiside sebepleri arasinda gosterilmektedir(32).
Priapizme agr1 ve rijid ereksiyon eslik eder. Aspire edilen kaverndzal dokulardaki kan
iskemik paternde olup (hipoksi, hiperkapni, asidoz) acil tedavi gerekmektedir. Olgularda
tedavide 24 saat gegilirse, diiz kaslarda nekroz, irreversibl korporal fibrozis ve erektil

disfonksiyon gelisir(31).
Yiiksek akimh Priapizm;

Burada kaverndzal arter akimlarinda diizensizlesme ve buna bagl olarak izlenen
kalic1 ereksiyon durumu mevcuttur. Daha nadir goriiliir ve genelde kruslara veya korpusa

olan travmalarla iliskilendirilir(33-35).
Tekrarlayan Priapizm;

Araliklarla seyreden agrili ereksiyon ve detiimesans durumu mevcuttur. Orak hiicre

anemili hastalarda daha sik goriiliir. Patofizyolojisi net degildir(36).

Kavernozal diiz kaslarda relaksasyon ve kontraksiyonu saglayan baslica yolaklar

tabloda belirtildigi tizere incelenecektir (37). (Tablo 2.1)

Tablo 2. 1 Kavernozal diiz kaslarda relaksasyon ve kontraksiyonu saglayan baglica
yolaklar(37).
Kavernozal relaksasyon Kavernozal kontraksiyon

Nitrik oksit-siklik guanozinmonofosfat (NO- | Fosfodiesteraz tip 5 (PDE5) enzim aktivitesi
cGMP) yolagi

Adenozin yolagi Norepinefrin (NE)
Hemoksijenaz 1-karbonmonoksit (HO1-CO) | Endotelin-1 (ET)
yolagidir Rho-kinaz




Priapizm etiyolojisi incelendiginde penis diiz kas tonusu lizerinde kontrasksiyonda
etkili olan mekanizmalarda azalma, relaksiyonda etkili mekanizmalarda ise artma
beklenmektedir(7,38,39).

2.4.1. Kavernozal Diiz Kas Relaksasyonunda Artisa Yol Acan Mekanizmalar

NO-cGMP yolagi:

Bu mekanizma penil ereksiyonda ve korpus kavernozum diiz kaslarinin gevsemesi ile
ereksiyonun saglanmasinda en 6nemli non-adrenerjik, non- kolinerjik yolaktir(40). Sildenafil
kullanima bagli olarak gelisen NO aktivitesinin azalmasi1 ve ereksiyonun basariyla
saglanmasida buna desteklemektedir(40,41). Kavernozal diiz kasin gevsemesi i¢in asetilkolin,
endotel ve sinir hiicrelerinden nitrik oksit sentetaz (NOS) salinimini uyarir. NOS’un 3 formu
olup sirastyla ndronal nitrik oksit sentetaz (nNOS); ereksiyonun baslamasindan, endotelyal
nitrik oksit sentetaz (eNOS); siirdiiriilmesi saglar. Ayrica immiin hiicreler ve makrofajlardan
salinan indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS)’ da sentezlenir. Sentezlenen NO diiz kas
hiicresi icerisinde solubl guanilat siklaz1 (sGC) aktive etmektedir. sGC ise ereksiyon sirasinda
guanozin trifosfattan (GTP) cGMP olusumunu saglamaktadir. cGMP’ nin bu mekanizmada
iki gorevi bulunmaktadir. Bunlardan ilki endoplazmik retikuluma kalsiyum sekestre ederken,
digeri ise voltaj bagiml kalsiyum kanallarini inhibe ettirmektir. Buna bagli olarak hiicre
igcerisinde CA diismesine bagl olarak diiz kaslarda gevseme saglanir ve tlimesans ortaya
cikar. Bu mekanizmadaki degisen etkinliklerin olmas1 priapizm patofizyolojisinde etkili

olabilecegi diisiiniilmiistiir(42).
Adenozin yolag:

Vaskiiler dokularda oksijen ihtiyacina goére kontraksiyon ya da relaksasyon
saglayabilmektedir. Buna bagli olarak priapizm de adenozininde etkili olabilecegi
gosterilmistir(43). Hipoksik ortamda, artan oksijen ihtiyacina bagli olarak ekstraselliiler
ortamda ATP’den adenozin sentezlenmektedir. Hiicre i¢inde ise AMP’den adenozin
sentezlenmektedir. Bu iki ortamda sentezlenen adenozin miktar1 equilibrative niikleotit
transporter (ENT) ile dengede tutulmaktadir(43). Adenozin fizyolojik etkilerini A1, A2 , A3
reseptorleri {izerinden yapmaktadir.(44,45). (Tablo 2.2)(Sekil 2.8) Adenozin goérevini
tamamladiktan sonra ise adenozin deaminaz (ADA) enzimi aracilifiyla inosine, ayrica
intraselliiler adenozin kinaz (ADK) enzim araciligiyla AMP’ye ve s-adenozinhomosistein

hidrolaz (SAHH) aracilifiyla da adenozinhomosisteine metabolize olmaktadir(43). Buna
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bagli olarak priapizm patofizyolojisinde sentezlemesinde artis, yikiminda azalma olmasi olasi

bir etken olarak izlenmektedir.

/& AR

’
[

NO M- L-Arginine+0,

Adenosine
Endothelial cell

cGlMPf cAinf
RhiA F—— PKG w— Caz’l — KA
|

Rho Kinase ———| Smooth muscle relaxation
Penile erection

Sekil 2. 7 Adenosin aracili hiicre igi sinyallesmenin ¢alisma modeli(43)

Tablo 2. 2 Adenozin reseptorlerinin fizyolojik etkileri

Al reseptorii

A2 reseptorii

A3 reseptorii

Gl ve GO
proteinlerine

G5 proteinine
baglanarak  adenilat

G1 ve Gq proteinlerine
baglanarak, ATP’den

. baglanarak, ATP’den | siklaz1 (AC) aktive | cAMP olusumunu
ADENOZIN cAMP olusumunu | etmektedir.  Adenilat | aktive eden adenilat
aktive eden adenilat | siklaz ATP’nin | siklaz1 inhibe etmekte

siklazi inhibe etmekte | cAMP’ye ve azalan cAMP diiz

ve azalan cAMP diiz
kasta  kontraksiyona
egilimi arttirmaktadir.

kasta  kontraksiyona
egilimi arttirmaktadir

doniigiimiinii saglar.

HO-1-CO yolag:

Canli  hiicrelerde ¢ok Onemli 1islevi olan hemoproteinlerin  yapisinda
bulunmaktadir(46). Heme proteini, diiz kasta ve endotelde bulunan hemoksijenaz (HO)
enzimi ile yikilmaktadir ve bu enzimin ii¢ izoformu bulunmaktadir. Insanlardaki en 6nemli
izoform HO1 hipoksi, stres ve reaktif oksijen {irlinlerinin varliginda yiikselmekte ve heme
proteinini yikarak CO, Fe(II) ve biliverdinin ag1ga ¢ikmaktadir(46). iskemi sonucu artan HO1
aktivitesi ile CO seviyelerinde artis izlenir, bu guanilat siklazi aktive ederek c-GMP
seviyesinin artmasina, K kanal aktivitesini arttirarak ya da sitokrom p450 monooksijenaz
yolunu inhibe ederek diiz kas relaksasyonunu saglamaktadir. Jin YC ve arkadaslar1 ratlarda
yapilan deneysel priapizm modellerinin 24 saatlik ge¢ donemlerinde kavernozal dokuda HO-

1 aktivitesini kontrol grubuyla kiyasladiklarinda alt1 kat yiiksek oranlarda belirlemiglerdir(5).
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2.4.2. Kavernozal Diiz Kas Kontraksiyonunda Azalmaya Yol Acan Mekanizmalar

Konvansiyonel PDES Yolunda Disregiilasyon

Penis diiz kas gevsemesi ve ereksiyon saglanmasinda en etkin rol cGMP iizerinden
saglanir. cGMP ise PDE yolag: iizerinden hidrolize edilerek inaktif formu olan GMP’ye
dontistir. PDE’nin peniste en aktif izoenzim formu PDES5’tir. Bu ylizden penil diiz kas
relaksasyon ve kontraksiyon diizenlenmesinde cGMP kadar PDES enzimi de etkin rol
oynamaktadir. Dolasiyla bu iki mekanizma arasinda olusan aksakliklar erektil disfonksiyon
veya priapizme neden olabilmektedir(47,48). Ayrica orak hiicre anemili hastalarda Bialecki
ve Bridges yaptig1 arastirmalara gore, 50 mg sildenafilin tekrarlayan priapizm ataklarini
onledigi bildirmistir(49). Bunu destekler nitelikteki bir diger calismada ise Burnett ve
arkadaslar1 da giinliik 25 veya 50 mg sildenafil veya haftada 3 defa 5 mg tadalafil tedavisi ile
3-11 ay takip sonucunda, orak hiicre anemili hastalarda priapizm niiksiinde belirgin azalma

gortldigiinii belirtmislerdir(50).
Azalmis Norepinefrin (NE) Cevabi:

Norepinefrin, penil arteriyel ve siniizoidal diiz kaslar {izerinde kontraksiyon yaparak
tiimesans1 sonlandiran mediatorlerin basinda gelir. Penil arteryel diiz kaslarda alfa adrenerjik
lifler ve reseptdrlerinin beta reseptorlerinden on kat daha yiliksek oranda bulundugu
gosterilmistir(51). Norepinefrin, diiz kas hiicre zarinda alfa 1 ve alfa 2 reseptorleri iizerinden

etki gostermektedir ( Tablo 2.3) (52).

Tablo 2. 3 Norepinefrinin reseptor lizerinden etkileri

Alfa 1 reseptor Alfa 2 reseptor
Norepinefrin G-proteine bagl fosfolipaz C | Adenilat siklaz enzimini inhibe

aktivasyonu saglanmakta, | eder, cAMP olusumunu

hiicre i¢i depolardan kalsiyum | azaltarak penil detiimesans

iyonu salinmasi | saglar.

vazokonstriksiyona

saglanmaktadir.

Endotelin Etkinligi:

Endotelin, endotel hiicrelerinden salgilanan viicudun en giicli vazokonstriiktor

maddelerinden biridir. Etkisini temel olarak iki reseptor iizerinden gosterir. Bu iki reseptoriin
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yerlesim yerleri ve endotelin peptidleri baglama affiniteleri birbirinden farklidir( Tablo 2.4)
(53,54).

Tablo 2. 4 Endotelin reseptor gorevleri

ETA ETB
Endotelin Damar diiz kas | Endotelyal hiicrelerde
hiicrelerinde bulunup | bulunur ve NO, PGI2
vazokonstriksiyonu dretimini artirmak yoluyla
uyarmaktadirlar. Bu | vazodilatasyona ve
cevap  fosfolipaz  C | antiproliferatif etkilere yol
aktivasyonu ile saglanir. | acgar.

ET1, ETA reseptorleri iizerinden vazokonstriktér olusturmaktadir. Hipoksi gibi
patolojik durumlarda ET-1 bir savunma mekanizmasi rolii istlenerek, ETB reseptorii
iizerinden vazodilatasyon ortaya cikartmaktadir. Kavernozal diiz kaslarda olusan iskemi
sonucunda ET1’in ETB reseptorleri iizerinden diiz kas relaksasyonu yapmasi, ereksiyonun

uzamasinda etkin olmaktadir(55).

2.5. iskemi ve Reperfiizyon

2.5.1. Mekanizmalar

Dokulara kan saglayan damarlarin, bir ptht1 veya mekanik bir nedenle tikanip doku
beslenmesinin bozulmasina iskemi denir. Doku kanlanmasinin ilag veya mekanik etkenler ile
yeniden saglanmasina ise reperfiizyon denmektedir. Reperfiizyon sonucu iskeminin verdigi
hasar daha da genisleyebilir ve bu durumda iskemi — reperfiizyon hasar1 (IR) olarak
adlandirilir(56).

Iskemik siire¢ boyunca hiicre diizeyinde olusan iyon degisimleri, proinflamatuar
sitokinlerin 16kosit adezyon molekiilleri yapiminda artma , antioksidan yapilarda azalma
hiicrenin reperfiizyon sirasinda meydana gelecek hasara karsi savunmasiz kalmasin
saglar(56). Reperfiizyon sonunca apopitoz kaspaz-8 ve kaspaz 3 araciligi ile baslarken, bu
slire¢ aynt zamanda mitokondrinin ¢eper yapisinda hasara sebep olur. Buda niikleer DNA’
nin yikilarak sonunda hiicre 6liimiine ve sitokrom C’ nin sitoplazmaya salinimina neden
olur(57,58). Iskemi-reperfiizyonda ortaya ¢ikan hasardan baslica sorumlu olan Serbest
Oksijen Radikal (SOR) sorumludur. Bunlarin olusumu da genel olarak 4 biyokimyasal
mekanizma sonucu meydana gelmektedir(8,59).
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1) Ksantin oksidaz aracili
I1)  Mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ)
[11)  Nitrik oksit sentaz

V) Fagositik hiicre aracili

Iskemik dénemde dokuya gelen kan akimi azalir veya durur. Buna hiicresel oksidatif
fosforilasyon azalmasi, adenozin 5’-trifosfat ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat
sentezinin azalmasi eslik etmektedir(60). Mitokondriyal {iretimin durmasi, hiicre igerisindeki
ATP yikiminin artmasina ile olusan enerji kaybi, membrandaki enerji bagimli iyon
pompalarinda fonksiyon bozukluguna ve hiicre i¢i metabolizmanin anaerobik faza dogru
kaymasina neden olmaktadir. Laktat ve hidrojen birikimi ile hiicre i¢i pH diiser ve asidoz
olusur. Hiicre i¢i artan hidrojen ylikiinii dengelemek i¢in Na+ -H + pompasi ile artan hidrojen
hiicre disina atilir ve Na+ -Ca+2 pompast ile de kalsiyum hiicre igine yer degistirir(61).
Hasarlanan endoplazmik retikulumdan hiicre igine kalsiyum salinimi artar. Hiicrede enerji
azalmasina baglh olarak da hiicre membraninda bulunan Na+, K+ -ATP az pompasi inhibe
olur. Sonug¢ olarak hiicre i¢inde Na+ ve Ca2+ iyon konsantrasyonlari artmaktadir. Hiicre

icinde artan Ca2+ iyonunu, hiicre i¢in sitotoksiktir(62,63).

Olusan bu durum hiicre i¢indeki iyon dengesinin degisimine, buda antioksidan enzim
olusumunda azalmaya sebep olur. Reperflizyon gibi bir donemde ise hiicre buna dayaniksiz
hale gelir. Iskemi déneminde hiicrelerde adenozinin artmas1 ve bunun hiicre disma gegerek
inozin ve hipoksantin’e par¢alanmasiyla sonug¢lanir. Dokuda biriken bu piirin metabolitleri
ksantin dehidrojenazin (KDH), ksantin oksidaza (KO) doniisiimiine yol acar. Normal sartlar
altinda hipoksantin iirik asite metabolize olur ve bu reaksiyonda elektron alict NAD+

(nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu) dir.

Normal sartlarda:

KDH (NAD" yi kullanarak)
Hipoksantin Ksantin ve Urik asit

Hipoksi ya da iskemi durumunda ise KDH — KO’a doniistiigiinden hipoksantinin
iirik asite doniisiimii KO tarafindan gergeklesir ve bu reaksiyonda ise elektron alici olarak
molekiiler oksijen kullanilir(64). Son iki basamakta iiriin olarak reaktif oksijen tiirlerinden Oy’

(stiperoksit) olusur. Normal fizyolojik kosullarda olusan O, , siiperoksit dismutaz (SOD) ile
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once hidrojen peroksite (H,0,), sonra katalaz etkisi ile suya doniisiir. Son iki basamakta {iriin
olarak reaktif oksijen tiirlerinden O, (siiperoksit) olusur. Normal fizyolojik kosullarda olusan
O, , stiperoksit dismutaz (SOD) ile 6nce hidrojen peroksite (H20,), sonra katalaz etkisi ile

suya doniisiir.

Ancak IR’de ksantin oksidaz etkisi ile olusan O, ve H,0,, antioksidan kapasiteyi
geger ve ortamdan etkin olarak temizlenemez. H,O, daha sonra Fe*? gibi gecis metalleri veya
stiperoksit radikalleri ile (Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari) reaksiyona girer ve en giiclii
radikal olarak bilinen OH meydana gelir(65). Reaktif oksijen tiirleri miktarindaki bu artis
sonucta hiicre membranlarindaki lipit yapilarda hasar, hiicre i¢i proteinlerin yapr ve

fonksiyonlarinda bozulma ve DNA’da yapisal hasar meydana getirerek hiicre zedelenmesine

yol acar(66).

Iskemide:

ATP parcalanir AMP ve Adenozin
Adenozin hiicre disina ¢ikar Inozin ve Hipoksantin

AMP Hipoksantin

KDH KO

Reperfiizyon ile:

Hipoksantin + H,O + O, Ksantin + H" + Oy

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

Iskemi-reperfiizyon (IR) hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili gesitli faktorler ileri
stiriilmiistiir. Bunlar birbiriyle iliskileri karmasik olan hiicresel ve humoral olaylar

serisidir(67,68).

I) Serbest oksijen radikalleri
IT) Polimorf niiveli 16kositler (PNL)
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I11) Kompleman sistemi

IV)Endotel hiicreleri

Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller son yoriingesinde en az bir tane eslenmemis elektron tasiyan,
yiiksek enerjili atom veya molekiiller olarak tanimlanmaktadir(69). Serbest radikaller
eslenmemis elektron bulundurduklarindan dolayr diger maddelerle kolaylikla reaksiyona
girebilmektedir. Serbest oksijen radikalleri biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi
ile olusurlar. Her ne kadar viicudun bagisiklik sistemi igerisinde aktif rol oynasalar da

dengesiz liretimi doku hasarina ve hiire 6limiine neden olmaktadir(70,71).

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidratlar vb. 6nemli yapilarina
etki edip ve bu yapilar1 bozabilmektedir. Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri
(ROS), siiperoksit anyonu (O), hidroksil radikali (OH-), nitrik oksit (NO), peroksil radikali
(ROO) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O,) gibi serbest radikaller oksidatif stresin

en 6nemli sebebi olarak gosterilmektedir(72).

Biyolojik sistemlerden olusan serbest radikallerin endojen kaynaklar1 oksijen, nitrik
oksit (NO), uyarilmig nétrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik
retikulum, peroksizom ve plazma membrani olarak gosterilebilir(73). Eksojen kaynaklar ise
UV isinlar, mikrodalga isinlari, X-rays, organik madde yakilmasi, hava ve su kirletici

maddeler, temizlik tiriinleri ve asbest olarak siralanabilir(74).

Stiperoksit c¢ogunlukla hiicrenin mitokondrisi igerisinde olusur. Hiicrelere giren
oksijenin %90°1 elektron transport zincirinde suya indirgenirken, %1-2’lik bir kisstm ETZ’den
(baslica kompleks I ve III) elektron kagagina bagli olarak siiperoksite doniisiir. Normalde
olusan bu siiperoksitler, SOD enzimi tarafindan hizlica dismutasyona ugratilir. iskemi
durumunda ise ETZ’nin de molekiiler oksijen yokluguna bagli olarak elektron akisi
durdugundan bu kompleksler (6zellikle kompleks I) indirgenmis diizeyde kalir. ETZ’den
sizan elektronlar rezidiiel oksijenle reaksiyona girerek siiperoksit anyonu (Oy) iiretimine yol
acarlar. Reperfiizyonda ise molekiiler oksijenin gelisi ile ETZ’den elektron sizintist artar ve
patolojik siire¢ stiperoksit anyonu (O") iiretiminin artis1 ile devam eder(75,76). Siiperoksit
radikali, elektron transport sisteminde hem kompleks I hem de kompleks III’te iiretilir.

Anyonik forma gectiginde ise mitokondrinin i¢ membranindan kolaylikla gecer. Kompleks
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I’e baghh O, ozellikle matriksin igine birakilir ve saglam mitokondriden kagak ortaya
¢cikmaz(77).

Stiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve serbest
radikal hasarina kars1 koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar olusumu ile
birlikte artan siiperoksit dismutaz (SOD) araciligi ile hidrojen peroksit (H,0,)’e indirgenir.
Hidrojen peroksit eslenmemis elektron igermedigi i¢in tek basina radikal degildir(78).

0, S - Z Oy

SOD
202_+2H| H,O,+ O,

Hidrojen peroksitin hiicre iginde metabolizmasi1 farkli yollardan gergeklesebilir.
Hidrojen peroksitin, Fe+2 ve Cu+ veya diger gecis elementleri (Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo)
varliginda indirgenerek OH’ye doniistiiriiliir. Bu reaksiyona “fenton reaksiyonu” denir.
Hidroksil radikali olduk¢a reaktif ve toksik bir radikaldir. Biyomolekiiller ile daha giiclii
reaksiyona girmesinden dolay1r biyolojik sistemlere diger ROS’lardan daha fazla zarar
verebilir. Herhangi bir OH siipiiriiciisiiniin etkili olabilmesi i¢in mevcut hedef molekiillerin
onemli bir bolimiinli kapsayacak kadar yliksek konsantrasyonda bulunmasi gerekir. Bu
nedenle OH radikalinin olusumunun Onlenmesi, bu radikalin siipiiriilmesinden daha

etkilidir(79,80).
Polimorf Niiveli Lokositler (PNL)

Inflamasyon esnasinda polimorf niiveli 16kositler olay yerine hizlica gd¢ etmektedir.
Bu gog¢ii endotel hiicreleri ve adhezyon moélekiilleri sayesinde yaparlar. Bunlara selektin denir
ve L, P, E selektin olmak iizere ii¢ grupta incelenilirler. Iskemi, dzellikle de reperfiizyon
asamasinda ven endoteline artmis ndtrofil adhezyonu mevcuttur(81). Yapilan g¢alismalar
gostermistir ki reperfiizyonda mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan baslica notrofillerin
sorumludur(80). Polimorf niiveli 16kositler yiiksek diizeylerde serbest oksijen radikali
tiretebilir ve iskemi reperflizyon hasarinda cesitli rolleri vardir. Bununla ilgili yapilan bir
caligmada mikrovaskiiler okliizyon, sitokin salinnminda artig, vaskiiler permeabilite artisi,

sitotoksik enzim salinmasi ve SOR salinimi gosterilmistir(82).
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Reperfiizyonun baglangi¢ doneminde, mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde
uyarilmis endotel hiicrelerinden fazla miktarda O2— olusurken, NO olusumu ise azalir.
Stiperoksit radikali ile NO arasindaki dengenin bozulmasi; endotel hiicrelerinden platelet
aktive eden faktor (PAF), tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) gibi inflamatuvar mediyatorlerin
salinmasina ve lokosit-endotel hiicre adhezyonuna aracilik eden adhezyon molekiillerinin

biyosentezinin ise arttig1 gozlenmektedir. (83)

Uyarilmis nétrofiller ortama saliverdikleri maddelerle yol agtiklari hasarin yani sira,
damar icinde olusturduklar1 hiicre topluluklar1 (agregatlar) ve aktif trombositlerle birlikte

damar endoteline yapisarak mikrovaskiiler tikanmaya da neden olurlar(84).

Bunu disinda yapilan bir ¢alismada uyarilmis 16kositlerin dokularda fosfolipaz A2’yi
aktivie edip degraniilasyon sonucu lizozomal enzimleri saldig1 ve serbest radikal olusumunu

sagladigini gostermistir(85).

Aktive nétrofillerde ksantin-oksidaz’in artmasi ile SOR’un salinmasi “solunum
patlamas1” denen olay1r meydana getiririr. iskemi sonras1 reperfiizyonun baslar ve dokudaki
oksijenin yaklasik %70’t NADPH-bagimli oksidaz ile siiperoksit iyonlarma oksitlenir.
Stiperoksit iyonu, daha ¢ok spontan dismutasyonla hidrojen perokside doniisiir. Hidrojen
peroksit ise kloriir iyonlarmin varlifinda miyeloperoksidaz enzimi araciligi ile hipoklorik
aside indirgenir. Notrofillerin aktivasyonu ile notrofil sekonder graniillerden saliverilen
apolaktoferrin, plazminojen aktivatorii, komplemani aktive eden enzim ve elastaz, kolajenaz
ve jelatinaz gibi proteolitik enzimler damar endotelinde hasara neden olmaktadir.
Proteinazlarin etkisi ile damar duvarinda yapinin degisimi ve duvar yapisinin gevsemesi ile

notrofillerin dokuya gogii artar(86).

Komplemanin Rolii

Normal serumda diisiik konsantrasyonda, inaktif ve ¢oziiniir halde bulunan, kompleks
bir protein grubudur. Diizenli bir sira ile birbirleri ile reaksiyona girerek protein-prortein
kompleksi ve aktif parcalanma {iriinleri meydana getirirler. Kompleman sistemi aktif hale

geldikten sonra, proinflamatuar maddeler olan C3a, C5a, iC3b ve C5b-9 meydana gelir.
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Bunlardan C3a ve CS5a anaflatoksinlerdir ve lokositleri aktive eder. Bunun yaninda C5a
makrofaj inflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan protein
(MCP)- 1, TNF-a, IL-1 ve IL-6 iiretimini uyararak inflamatuvar yaniti giiglendirir. Sonug
olarak Vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii 1 (VCAM-1) Interseliiler adhezyon molekiilii 1
(ICAM-1) E-selektin, P-selektin gibi 1okosit adezyon molekiilleri uyarilmis olur(87). Es
zamanli olarak endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe edilir ve endotelde siklik guanozin

monofosfat1 azaltarak vaskiiler tonus bozulur(88,89).

Endotel Hiicresinin Rolii

Oksidatif stres endotel hiicrelerinde aktivasyona ve hiicresel islevlerin aktifligini
yitirmesine sebep olabilmektedir. Yapilan bir ¢aligma gostermektedir ki endotel hiicreleri
hem SOR hedefi, hem de SOR iiretim kaynagi olabilmektedir(90). Endotel, mikrovaskiiler
homeostazdan sorumlu olan ET’i ve NO’yu iiretilmesini saglar. NO arteriyel dolagimda
ET’in vazokonstriktor etkisini tersine ¢evirir. Venlerde ise bunun tam tersi bir mekanizma
s6z konusudur. IR hasarinda endotelin/NO orani endotelin lehine bozulur. Sonugta arteriyel
vazokonstriksiyon ve venlerde ise vazodilatasyon goriiliir(90). Nitrik oksitlerin radikal
olarak reaktivitesi diisliktiir, fakat metal iceren bilesikler ve radikaller hizla tepkimeye
girerler. Lipit radikallerle tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan bir etki kazandirir.
Fizyolojik derisimde {iretilen 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 sirasinda NO derisiminin artmasi ile oksidasyonu da hizlanir ve ¢esitli
reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu reaktif tiirler NO’in dolayh etkilerinden sorumludur ve
hiicresel molekiillerin nitrozilasyonuna, nitrasyonuna, nitrozasyonuna yol acarak, proteinlerin

ve enzimlerin aktivitelerinin sonlanmasina neden olabilmektedir(91).

2.5.2. Antioksidanlarin Rolii

Antioksidanlar viicudumuzda serbest radikallerin zararli etkilerini azaltan veya
ortadan kaldiran bilesiklerdir. SOR’larin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlari
onlemek ve detoksifikasyonu saglamak iizere organizmayi koruyan “antioksidan savunma

sistemi” dort yolla etki gostermektedir:
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1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma, yok etme, “siipiiriicii etki”.

Antioksidan enzimler, kii¢iik molekiiller bu yolla etki gosterirler(73,92).

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

sahiptirler(93)

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

gosterirler(94)

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

gosterirler(95).

Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak {izere iki grup olarak siralanabilirler.
Endojen kaynakli antioksidanlar ise, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak iki alt

grupta siiflandirilabilir(71,74).
Endojen Antioksidanlar
Enzimatik Olan Endojen Antioksidanlar:

Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GSHPXx),
Glutatyon S-Transferaz (GST), Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ve Hidroperoksidaz

enzimatik savunma hattini olusturan enzimsel antioksidanlardir(71).
i) Siiperoksit dismutaz (SOD):

Siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalini (O;) hidrojen peroksit (H2 02) ve
molekiiler oksijene (O2) katalizleyen enzimatik, ayn1 zamanda ROS’ a kars1 savunmada ilk

sirada yer alan bir antioksidandir(96).

SOD
20, +2H' ————>  H,;0,+ 0

Stiperoksit dismutaz’ 1n insan viicudunda {i¢ ayri formu bulunmaktadir. Bunlardan
bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) igeren siiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD) sitozolde ( hiicrelerde en
sik goriilen formu ), manganez (Mn) iceren siiperoksit dismutaz (Mn SOD) mitokondride ve

ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC SOD) hiicre dis1 sivilarda bulunur(97,98).
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Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda O, iiretilmesine
ragmen hiicre i¢i diizeyi SOD tarafinda diistik tutulur. Ancak, H,O, gecis metalleri varliginda
Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile son derece aktif OH radikaline donlismektedir. Bu
durumda CAT ve GSH-Px enzimlerinin aktivitesi artarak H,O, diizeylerini kontrol altina
almaktadir(99).

i) Katalaz:

Katalaz, biiylik 6l¢iide peroksizomlar gibi hiicre i¢i organellerde ve daha az olarak
mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunan, Hidrojen peroksitin, H,O ve O, ’ye
dontigiimiinii katalize eden, dort protein alt birimden meydana gelen ve her bir alt birimine,
bir hem grubu ve bir NADPH molekiilii bagli olan bir enzimdir. H;O2’nin OH olusumunu

onlemek igin ortadan kalkmasini saglar (97,100,101).

Katalaz

H, O ——> 2H,0+ 03

iii) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px):
Hiicrelerin sitoplazmasinda bulunup, H>O;’den kaynaklanan oksidatif hasara karsi
hiicreleri korur. Bu reaksiyon sonucu OH’in olusmas: engellenir. Glutatyon peroksidazi

olusturan her bir protein alt birim selenyum igermektedir(98).

GSH-Px

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

Selenyuma bagimli glutatyon peroksidaz, H,O, ve organik hiperoksitlere karsi
etkilidir. Bu metabolize etme reaksiyonlar1 sirasinda GSH, hidrojen verici olarak hareket
ettiginden dolay1 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(98,102).

iv) Glutatyon rediiktaz:
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Glutatyon rediiktaz, flavin adenin diniikleotid (FAD) igeren flavoprotein bir enzimdir.
Glutatyon rediiktaz, NADPH nin bir elektronunu okside glutatyonun disiilfid baglarina
aktararak yeniden GSH’ye doniistiiriiliir(96).

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

Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar:

Enzim olmayan antioksidanlar arasinda glutatyon, melatonin, trik asit, bilurubin,
albtimin, koenzim QI10, selenyum, a-lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin
say1labilir(74,96,98,103,104).

Glutatyon canlilarda yiiksek yogunlukta bulunur. Antioksidan goérevinin yani sira
hiicreleri redoks durumunda olmalarina, detoksifikasyon sistemlerinde, apoptoziste gorev
alir(105). Glutatyon iki 6nemli asamada sentezlenir. Birinci asamada glutamin-sistein ligaz
(GCL), glutamin ve sisteini baglayarak y-glutamilsisteini olusur. Ikinci olarak glutatyon
sentetaz (GSS), y-glutamilsisteine glisini baglayarak GSH molekiilii olusur. Glutamin-sistein
ligaz, katalitik (GCLC) ve diizenleyici (GCLM) alt birimlerden olusmaktadir. Glutamin-
sistein ligazin katalitik alt birimi, katalitik aktivite i¢in sistein ve glutaminin baglanmasindan
sorumludur. Glutamin-sistein ligazin diizenleyici alt birimi ise GCLC’nin etkisini
artirir(106,107).  Glutatyon, GPx’in Kkatalitik etkisiyle lipit peroksitleri ve H202 ‘’yi
detoksifiye eder ya da O2- ve OH-’i temizler. Ayrica GSH plazma membranindan aminoasit

transportunu saglar ve bazi 6nemli antioksidanlar1 yeniden olusturur(98).

Melatoninin karanlik ortamlarda triptofan {izerinden sentezlenmektedir(108).
Melatonin, protein ve lipitlerin yani sira hem ¢ekirdek DNA’sin1 hem de mitokondriyel
DNA’y1 serbest radikallerden ve oksidatif hasardan korur. Melatonin, hidroperoksitleri
metabolize eden GSH-Px enzimini aktive eder, O, radikalini H,O,’ye kataliz eden SOD
aktivitesini artir, oksidatif stres esnasinda katalaz aktivitesindeki azalmayi onler ve NO
olusumundan sorumlu nitrik oksit sentaz (NOS) enzimini inhibe ederek, antioksidan etki
gosterir.  Yapilan bazi caligmalar yaslanma ile birlikte azalan melotonin seviyesinin,
yaglanmaya bagli hastaliklarin patogenezinde ve oksidan hasarda etkili oldugunu

gostermektedir(109-111).

Koenzim Q10 mitokondri i¢ zarinda bulunur. En az {i¢ mitokondri enzimi (Kompleks
I, IL, II) i¢in bir kofaktordiir ve oksidatif fosforilasyonda rol oynar. Antioksidan olarak ise

serbest radikalleri siipiiriir, protein ve lipid peroksidasyonunu baskilar. Koenzim Q10, a-
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tokoferol ile sinerjik olarak g¢alisir, aktif formlarini yeniden olusturur ve vitamin C ile benzer
bir mekanizmayla etkisini gdsterir. Indirgenmis formu ubikinol, oksidanlar1 nétralize etmek

icin elektron verir ve ¢ok gii¢lii bir antioksidan aktivitesi gosterir(112).

Eksojen Antioksidanlar

1) Vitamin Olan Eksojen Antioksidanlar:

Vitamin E, ¢ok gii¢lii bir antioksidandir. Sekiz izometrik asimeri bulunup, insanda en
biyoaktif formu a-tokoferoldiir. Bunun temel gorevi ise lipit peroksidasyonuna Kkarsi
korumada bulunmaktir(74). Vitamin E, siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni,
lipit peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger. Lipit peroksidasyonunun zincir
reaksiyonu, vitamin E’nin zincir kirict etkisiyle sonlandirilabilir. Vitamin E, selenyum
metabolizmasinda da 6nemli rol oynar; selenyumun organizmadan kaybini 6nleyerek veya

onu aktif sekilde tutarak selenyum ihtiyacini azaltir. (113)

Askorbik asit olarak da bilinen Vitamin C, suda ¢dzilinenen en gii¢lii antioksidan
molekiildiir(114). Insanlarda sentez edilemediginden diyetle alinmasi gerekir. Vitamin C
lipitlerde ¢oziinen radikallerin temizlenmesi yoluyla iiretilen a-tokoferoksil radikallerinden a-
tokoferolii yeniden olusturarak bir koantioksidan olarak hareket edebilir, ayrinca vitamin
C’nin fagositoz i¢in de onemli oldugu gosterilmistir(115). C vitamini antioksidan etkisi
yaninda oksidan etki de gosterebilir. Fe+3’l lipid peroksidasyonunu artiran Fe+2’ye

dontstiirerek, oksidan bir davranis da gostermektedir(116).

Fe® + Vit C Fe*?2 + Vit Ce + 2H"

Bunlar disinda pB-karoten ve folik asitte bulunmaktadir.

i) Ila¢ Olarak Kullanilan 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)
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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.

2.6 Klorojenik Asit
2.6.1.Klorojenik Asitin Yapisi ve Organizmadaki Etkileri

Klorojenik asitler kahve ¢ekirdeklerinde dogal bicimde bulunan antioksidan 6zelligi
kuvvetli bilesenlerdir. Kahve ¢ekirdekleri taze ve yesil halde iken antioksidan o6zellikleri en
yiiksek seviyelere ulagsmaktadir. Ozellikle 1sitma islemine maruz kaldiktan sonra bu
ozelliklerinden 6nemli Olclide kayip izlenmektedir. Bazi calismalarda kahve cekirdeginin
kavrulduktan sonra, klorojenik asit miktarinin %95 oraninda azalabilecegi bildirilmistir. Bu
nedenle kavrulmus kahveler yerine, yesil kahveye yonelmek daha dogru bir yol olarak
izlenmektedir(117,118). Yesil kahve ¢ekirdeginde klorojenik asit izomerlerinden ITUPAC
yonergelerine gore en fazla bulunan ise 5- kaffeoilkuinik asittir (5 CQA). CGA’nin
antioksidan aktivite Ozelliginin disinda, antibakteriyel, hepatoprotektif, antipiretik,
noroprotektif, anti- obezite, antiviral, anti-hipertansif, kardiyoprotektif benzeri terapétik rol
oynayan gorevleride gosterilmektedir. Buna ek olarak. CGA’mn hem genetik hem de saglikli
metabolik iligkili bozukluklarda lipid metabolizmasini ve glikozu modiile edebildigi

gosterilmistir(119).

CGA iyi bilinen polifenol bilesiklerden biridir, molekiil formiili C16H1809 olup,
354.311 g/ mmol’ diir. (Sekil 2,8)
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Sekil 2. 8 Klorojenik asidin kimyasal yapi1s1(119)

2.6.2.Klorojenik Asitin Farmakokinetigi ve Emilimi

Insanlar ve hayvanlar iizerindeki gesitli ¢alismalarda CGA ve bilesenlerinin kan
dolasiminda belirgin oldugu izlenmistir(120,121). Baslica CGA metobolitleri ferulik,
izoferulik ve kafeik asittir. Icecek ve yiyeceklerle alinan CGA nin iigte biri fizyolojik olarak
plazmada yiiksek performansli likit kromotografisinde 5- CQA, 4-CQA ve 3 CQA seklinde
ince bagirsaktan emilir(122,123). Geri kalan {igte ikisi ise kalin bagirsaga gecmektedir(122).
Burada fenolik asit metabolize olur ve emilir. ince bagirsak quinik asidin FGA ve CGA’dan
ayrilmasinin ve sonrasinda ferulik asid ve CA’nin biyokimyasal olarak salindig: yerdir. Oysa
ki kolon cafeik asit ve ferulik asitin dihidrofenolik aside doniismesinde 6nemli ve onun

absorbsiyonunda biiyiik rol oynar. (Sekil 2.10)

Cafteic Ackd, R=-OH i
Ferulic Acid, R=-OCH, =====++===* t --------------------------------

Chiorogenic Acids (e9.5-COA) |  Caffeic Acid Metaboltes Ferulic Acid Metaboites Caffeic Acid Metaboites!
| (0. cafleic acid-3-O-sulfate) (e.g. Ghydroferuic (0.g. dhydrocafiec
H acid-4-O-sulfate) acd-3-O-sulfate)

Sekil 2. 9 CGA' nin ana metabolik yolu(124)
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2.6.3.Klorojenik Asitin Etki Mekanizmalari

CGA’ larin nasil calistigt ortaya koymak icin farkli mekanizmalar ortaya
koyulmustur. Bu mekanizmalarinin bazilart CGA’nin anti-inflamatuvar ve anti-oksidan
ozellikleri ile iliskilendirilmistir(119). Bunun yaninda kronik inflamasyon metobolik
sendromla da ilgili olabilir(120). Bir ¢alismada yiiksek yag icerikli beslenen ve obez farelerde
CGA tedavisi Cdlle, Cdllb, Cd68 ve f4/80 gibi yag dokusu makrofaj genlerinde ve
bunlardaki MCP-1, TNF-a gibi proinflamtuvar gen ekspresyonlarint onemli oOlgiide
diistirmektedir. Ayrica CGA’nin karaciger hiicrelerine yag alimini saglayan PPARYy’ y1 inhibe
ettigini bulmugslardir. Sonug olarak CGA inflamasyonu baskiladigi, insiilin direncini azalttig1,
yag birikimini ve viicud agirligini azaltip bunu yaparken PPARYy’y1 inhibe ederek karaciger

yaglanmasinada engel oldugu gosterilmistir(125).

2.6.4.Klorojenik Asitin Antioksidan EtkKisi

Klorojenik asitin yapisinda bulunan karboksil ve hidroksil gruplar1 sayesinde serbest
radikallerin etkisini diistirme 6zelligi gosterilmistir. Dikkat edilmesi gereken bir nokta ise
diisiik dozlarda oksidan etki gosterdigi, yliksek dozlarda ise antioksidan etkilerinin goriildiigi
caligmalar mevcuttur. Ksantin oksidaz aktivitesini azaltarak etki gdsterdigi de belirtilmistir.

Ayrica antioksidan enzim sentezini arttirarak da etki gostermektedir(118).

2.6.5.Klorojenik Asitin Antiinflamatuar Etkisi

Klorojenik asitin birgok c¢alismada toll like reseptdr yolagini inhibe ederek
baskilayabildigi ve TNF-a, [IL-1, [IL-6 sitokinlerinin seviyelerini  diisiirdiigi
gosterilmistir(118). Bunun yaninda Dos Santos ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada

klorojenik asidin antiinflamatuar etkisinin yaninda analjezik etkisi de gosterilmistir(126).

2.6.6.Klorojenik Asitin Hasarh Bolgede Ters Notrofil Gocii Etkisi

Notrofiller, inflamatuar bir uyarana yanit veren ilk hiicrelerdir. Bu hiicreler, patojen
istilasin1 sinirladiklart inflamatuar bolgeye alinir. Tehdit etkisiz hale getirildikten sonra,
basarili bir ¢6zlime ulagmak i¢in nétrofillerin apoptoz veya ters go¢ yoluyla uzaklastirilmasi
gerekir(127). Bununla iliskili olarak Yang ve meslektaslari, klorojenik asidin bir zebra baligi

modelinde lipopolisakkarit kaynakli nétrofil alimini baskiladigini bildirmistir(128). Weihao
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Zhang ve ark. tarafindan yapilan bir calismaya gore de klorojenik asidin ters gocl
indiikledigini, zebra baliklarinin yaralanma bolgesinde nétrofil sayisinda belirgin diisiis
yaptigini gostermektedir. Ayrica nétrofillerin, klorojenik aside maruz kaldiklarinda apoptoz

gelisigi belirtilmektedir(129).

Bunlarin disinda, yapilan bazi ¢aligmalarda ise tip 2 DM ve karaciger yaglanma

riskini azalttig1 gosterilmistir(130).

2.6.7.Klorojenik Asitin Yan Etkileri

Yesil kahve c¢ekirdegi, bundan 6tiirli 6zl ile alakali alerjik raporlar olmasina karsin,
bunun klorojenik asitten kaynakli olmadigini gosteren ¢esitli ¢alismalar mevcuttur(131).
Birgok bitkide olmasi nedeniyle arastirilmis ancak kendi basina zarara neden oldugu

gosterilememistir(132,133)

26



3. MATERYAL VE METOD

Priapizm modelinde klorojenik asitin reperfiizyon hasari {izerine olast koruyucu
etkilerinin oksidan-antioksidan denge agisindan degerlendirilmesi amaglanan bu deneysel
calisma oncesinde Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’'ndan onay
alinmis, deney Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi

Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Laboratuarinda gerceklestirilmistir.

3.1. Calisma Gruplar
Bu deneysel ¢alismada Spraque Dawley tipi, 300-350 gr agirliginda, toplam 18 adet

erigskin erkek rat kullanildi. Ratlar kendi aralarinda numaralandirildiktan sonra kura ¢ekilerek
randomizasyon yapildi. Randomizasyon yapildiktan sonra galisma, her bir grupta 6 rat (n=6)
bulunacak sekilde 3 rat grubu lizerinden yiiriitiildii (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 Deney gruplari

Deney ve kontrol gruplari Grup basina hayvan adedi
Grup 1 (Kontrol grubu) 6
Grup 2 (Priapizm/Reperfiizyon) 6
Grup 3 (Priapizm/Reperfiizyon+Klorojenik asit) 6
Kullanilan toplam hayvan sayisi 18

Tiim cerrahi iglemlerde anestezi, 80 mg/kg Ketamin ile birlikte 10 mg/kg Xylazin
intraperitoneal verilerek yapildi. Iskemik priapizm, Sanli modeli (Sanl1 ve ark.) esas almarak
standart 50 cc lik ¢am uglu irrigasyon enjektorii ile olusturulan vakum ereksiyon cihaz ile
elde edildi. Enjektor ucu flask penis taban ¢apina 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
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bant penis kokiine enjektorden itilerek yerlestirilip priapizmle uyumlu klinik olusturuldu
(Resim 3.1).

JEp ,r':"
M?. £l 4

Resim 3. 1 Konstriktor bant kullanilarak olusturulan ereksiyon modeli

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

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

Grup 3 (Priapizm / Reperfiizyon + Klorojenik asit) (n=6): 1 saatlik priapizm olusturulan
ratlarda, reperfiizyondan yarim saat once klorojenik asit, 20 mg/kg 0.5 cc hacimde olacak
sekilde transperitoneal olarak verildi ve yarim saatlik reperfiizyon saglanan gruba penektomi
uygulandi, doku TOS, TAS, OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA, SOD, GPx

degerindeki degisiklikler ile sakrifiye edilen penis dokusunun histolojik o6zellikleri
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degerlendirildi. Bu gruptaki ratlara verilecek olan klorojenik asit dozu, daha 6nce yapilmis

iskemi-reperfiizyon ¢aligmasi baz alinarak belirlenmistir.

Tiim gruplardaki ratlara penektomi ve kan alimi sonrasi eksanguinasyon yontemi ile

Otenazi uygulandi.

Resim 3. 2 Penis diseksiyonu

3.2. Biyokimyasal inceleme Yéntemi

Doku Orneklerinin Hazirlanisi

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

biyokimyasal parametrelerin 6l¢timii gergeklestirildi.
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Doku Orneklerindeki Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Doku o6rneklerindeki protein miktarlarn iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
ticari kit (Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, Cat No: 23227, Rockford, IL,
ABD) kullanilarak belirlendi ve sonuglar mg/mL cinsinden hesaplandi. Doku malondialdehit
(MDA) ve ELISA Kkitleri kullanilarak 6lgililen tiim biyokimyasal parametrelerin seviyeleri
standardize olmasi acisindan hesaplanan 6rnek protein miktarlarina oranlanarak mg protein

basina olacak sekilde verildi.

3.2.1 Doku MDA Diizeylerinin Belirlenmesi

MDA o6l¢limii, Mihara ve Uchiyama yontemi modifiye edilerek gerceklestirildi. Bu
metodun esasi, MDA nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu molekiiliin

renginin 532 nm’deki absorbansinin dl¢iilmesi esasina dayanmaktadir (1).
Doku MDA Ol¢iimiinde 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 ¢6zeltinin son hacmi 1 L’ye tamamland.

2)%1’lik H3POy ¢ozeltisi:

Bir miktar saf su tizerine 2.94 mL %85’lik H3PO, (Sigma, St. Louis, MO, USA) alind1 ve son

hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.
3) TBA cozeltisi:

0.67 g TBA (Sigma, St. Louis, MO, USA) tartild1, 50 mL saf su ve 50 mL asetik asit (Sigma,
St. Louis, MO, USA) ilave edilerek magnetik bar yardimiyla karistirilip ¢oziildii.
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4) Standart cozeltiler:

82.5 uL 1,1,3,3 tetrametoksipropan (Sigma, St. Louis, MO, USA) 0.01 M 50 mL HCI
(Sigma, St. Louis, MO, USA) ¢ozeltisine ilave edildi. C6zelti 50°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Bu sekilde hazirlanan ana stok ¢ozeltisinden ¢esitli oranlarda diliisyonlar yapilarak 200, 100,

50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 ve 0.078 nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler ve kor hazirlandi.

Doku MDA Ol¢iimii:

1. 500 pL homojenata 3 mL %1 ’lik H3PO, eklenerek karistirildi.

2. Kanisitma 1 mL 9%0.672’lik TBA eklenip karistirildiktan sonra 60 dakika kaynar su
banyosunda inkiibe edildi.

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

4. Santrifiij sonucu siipernatant kistmlardan 200’er pL alinip 96 kuyucuklu pleyte yiiklenerek
mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Versamax, Molecular Devices, California, USA)
532 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timii yapildi. Elde edilen standart absorbans sonuglari
konsantrasyona karsi grafige gegcirilerek 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) oranlandi ve sonuglar nmol/mg protein olarak

verildi.

1 R2 = 0,9929
0,9 e
0,8

€07

N 0,6

204
20,3 .
0,2 :
01
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Grafik3. 1 Doku MDA 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi
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3.2.2 Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku o6rneklerindeki SOD seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Fine Biotech, Katalog No: ER0332, Wuhan,
China) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla asagidaki islemler gergeklestirildi:

e SOD standartlan kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

e Antikorla kapl pleyt islem yapilmadan 6nce yikama cozeltisi ile pleyt yikayicisi
(BioTek, Winooski, USA) kullanilarak 2 kez yikanda.

e Hem orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er pL olacak sekilde
ilaveler yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida (ShelLab/Sheldon
S14-2, Cornelius, USA) 90 dakika inkiibasyona birakildi.

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

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

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

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

e Inkiibasyon sonrasinda pleyt, ytkama tamponu ile pleyt yikayicisi kullamlarak 5 kez
yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu i1yice uzaklastirildi.

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

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

e Siire sonunda 6rnek ve standart absorbanslar1 mikropleyt okuyucu spektrofotometrede
(Versamax, Molecular Devices, California, USA) 450 nm dalga boyunda okundu.

e Elde edilen standart absorbans sonuclari konsantrasyona karsi grafige gecirilerek
SOD standart grafigi cizildi (Grafik 3.2). Bu grafikten yararlanilarak doku SOD
seviyeleri ng/mL olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina

(mg/mL) oranland1 ve sonuglar ng/mg protein olarak verildi.
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Grafik3. 2 SOD ol¢timiinde kullanilan standart grafigi

3.2.3 Doku Glutatyon Peroksidaz (GPx) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki GPx seviyeleri, lretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit

(Fine Biotech, Katalog No: ER274, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in

sirastyla agagidaki islemler gerceklestirildi:

GPx standartlar kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Antikorla kapli pleyt islem yapilmadan 6nce yikama ¢o6zeltisi ile pleyt yikayicisi
kullanilarak 2 kez yikandi.

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

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

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

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

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

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

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

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

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige gecirilerek GPx
standart grafigi cizildi (Grafik 3.3). Bu grafikten yararlanilarak doku GPx seviyeleri
pg/mL olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL)

oranlandi ve sonuclar pg/mg protein olarak verildi.
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Grafik3. 3 GPx 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

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

Doku orneklerindeki GRP78 seviyeleri, liretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit
(Fine Biotech, Katalog No: ER0562, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in

sirasiyla asagidaki islemler gergeklestirildi:

GRP78 standartlar kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.
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Antikorla kapli pleyt islem yapilmadan once yikama ¢ozeltisi ile pleyt yikayicis
kullanilarak 2 kez yikandi.

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

Siire sonunda pleyt, 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 ¢6zeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildu.

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

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

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

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

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

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

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

(mg/mL) oranland1 ve sonuglar ng/mg protein olarak verildi.
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Grafik3. 4 GRP78 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.2.5 Doku Aktiflestirici Transkripsiyon Faktor 6 (ATF6) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki ATF6 seviyeleri, liretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit

(Fine Biotech, Katalog No: ER1645, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin

sirasiyla asagidaki islemler gergeklestirildi:

ATF6 standartlan kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandu.

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

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

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

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

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

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

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicis1 kullanilarak 5 kez

yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yitkama 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 birakildi.

Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6lgiim sonucunda, en yiiksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e¢ ulasmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50’ser pL
renklenmeyi durdurma c¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin saritya dondigi
gozlemlendi.

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

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige gegirilerek
ATF6 standart grafigi cizildi (Grafik 3.5). Bu grafikten yararlanilarak doku ATF6
seviyeleri pg/mL olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina

(mg/mL) oranlandi ve sonuglar pg/mg protein olarak verildi.
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Grafik3. 5 ATF6 dl¢iimiinde kullanilan standart grafigi

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

Doku &rneklerindeki CHOP seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit
(Fine Biotech, Katalog No: ER0694, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin

sirastyla agsagidaki islemler gerceklestirildi:

CHOP standartlar kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.
Antikorla kapli pleyt islem yapilmadan once yikama c¢ozeltisi ile pleyt yikayicisi
kullanilarak 2 kez yikandi.
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Hem orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er pL olacak sekilde
ilaveler yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de c¢alkalayicida 90 dakika
inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicist 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.

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

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

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

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

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

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

Elde edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi grafige gegirilerek
CHOP standart grafigi cizildi (Grafik 3.6). Bu grafikten yararlanilarak doku CHOP
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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Grafik3. 6 CHOP 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.2.7 Doku Miyeloperoksidaz (MPO) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku 6rneklerindeki MPO seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit

(Fine Biotech, Katalog No: ER0142, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in

sirastyla agagidaki islemler gerceklestirildi:

MPO standartlar kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Antikorla kapli pleyt islem yapilmadan 6nce yikama ¢ozeltisi ile pleyt yikayicisi
kullanilarak 2 kez yikandi.

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

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

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

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

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

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 birakildi.

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

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

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

(mg/mL) oranlandi ve sonuglar ng/mg protein olarak verildi.
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Grafik3.7 MPO o6l¢timiinde kullanilan standart grafigi

3.2.8 Doku Glutatyon (GSH) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki GSH seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit

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

sirastyla agsagidaki islemler gerceklestirildi:

GSH standartlari kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.
Antikorla kapli pleyt islem yapilmadan once yikama ¢ozeltisi ile pleyt yikayicisi
kullanilarak 2 kez yikandi.
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Hem orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 50’ser pL 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 ¢alkalayicida 45 dakika inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda pleyt icerigi aspirasyon ile uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo
ile kapatilarak 37°C’de 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 icin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar pL eklendi ve
pleyt 37°C’de calkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakildi.

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

Siire sonunda 6rnek ve standart absorbanslar1t mikropleyt okuyucu spektrofotometrede
450 nm dalga boyunda okundu.

Elde edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi grafige gecirilerek
GSH standart grafigi ¢izildi (Grafik 3.8). Bu grafikten yararlanilarak doku GSH
seviyeleri pg/mL olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina

(mg/mL) oranlandi ve sonuglar pg/mg protein olarak verildi.
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Grafik3. 8 GSH o6l¢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 {iretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda belirlendi
ve sonuglar pmol H,O; esdegeri/L birimiyle verildi.
3.2.10 Toplam Antioksidan Durumun (TAS) Belirlenmesi
Doku 6rneklerindeki TAS seviyeleri ticari kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics, Cat No:
RL0017, Gaziantep, Turkey) kullanilarak iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda belirlendi
ve sonuglar mmol troloks esdegeri/L birimiyle verildi.
3.2.11 Oksidatif Stres indeksinin (OSI) Hesaplanmasi
Doku 6rneklerindeki OSI seviyeleri;

OSI= [(TOS, umol H,0; esdegeri/L) / (TAS, umol troloks esdegeri/L) x 100]

Formiili kullanilarak hesaplandi (2).

3.3. Histopatolojik inceleme Yontemi

Calisma sonunda tiim gruplara ait ratlardan ¢ikarilan penislerin ayni bolgelerinden
alman doku oOrnekleri; histopatolojik degerlendirme icin %10’luk formaldehit soliisyonu
icinde 72 saat tespit edildi. Tespit edilen doku pargalari daha sonra %70, %90, %96 ve
%1001tk artan dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi. Son olarak ksilen
solisyonundan gegirilen dokular; parafine gémiilerek bloklandi. Parafin bloklardan mikrotom
(Leica RM 2255, Tokyo, Japan) ile 5 um kalinliginda seri kesitler alindi. Deparafinizasyon

isleminden sonra bu kesitler, Masson trikrom ve hematoksilen-eozin (H&E) boyasi ile
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boyandi. Tiim preparatlarda rastgele segilen bes fakli alan; histopatolojik agidan 1s1k
mikroskobunda (Olympus BX51; Olympus Co., Tokyo, Japonya) incelendi ve fotograflari
mikroskoba entegre kamera (Olympus DP 71, Olympus Co., Japonya) ile ¢ekildi. Tespit
edilen patolojik degisiklikler; (kaverndz siniislerde konjesyon, inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, tunika albugineada ayrilma ve/veya hemoraji); yar1 kantitatif olarak “0-3”
arasinda (0: Hi¢ yok, 1: Hafif, 2: Orta, 3: Siddetli) skorlandi1(134). Ilave olarak Masson
trikrom boyasi ile boyanan preparatlarda kaverndz yapilardaki kirmizi boyanan diiz kas ve

mavi boyanan kollajendz bag doku liflerinin yogunlugu degerlendirildi.

3.4. istatistiksel inceleme Yontemi

Gruplarin karsilastirilmalari i¢in nonparametrik testler kullanildi.

Biyokimyasal inceleme sonuglarimin (rakamsal veriler) degerlendirilmesine
priapizm/repefiizyon modelinin etkili olup olmadigi Kolmogorov-Smirnov ile degerlendirildi
(kontrol grubu ile priapizm/reperfiizyon grubu arasinda degerlendirme). Anlamli fark oldugu
saptanan biyokimyasal parametreler i¢in tedavinin etkinligi Kolmogorov-Smirnov testi
degerlendirildi (priapizm/reperfiizyon grubu ile priapizm/reperfiizyon+ klorojenik asit grubu

arasinda degerlendirme; Kolmogorov-Smirnov testi).

Histolojik  inceleme  sonuglarmmin  (skorlama ile elde edilen wveriler)
degerlendirilmesinde de oncelikle priapizm/reperfiizyon modelinin etkili olup olmadig: test
edildi (kontrol grubu ile priapizm/reperfiizyon grubu arasinda degerlendirme; Mann-Whitney
U testi), anlamli fark oldugu saptanan histolojik skorlar i¢in tedavinin etkinligi degerlendirildi
(priapizm/reperfiizyon grubu ile priapizm/reperfizyon+ klorojenik grubu arasinda

degerlendirme; Mann-Whitney U testi).

Yanilma olasilig1 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular:

Doku MDA, doku TOS, doku TAS, doku OSI, doku SOD, doku GPX, doku GSH,
doku MPO, doku GRP78, doku ATF6, doku CHOP ig¢in istatistiksel incelemeler yapildiginda
‘kontrol grubu’ ile ‘priapizm / reperfiizyon’ grubu arasinda fark izlenen parametrelerin doku

TOS, doku OSI ve doku GRP78 oldugu izlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4. 1 Kontrol grubu ile priapizm/ reperfiizyon grubuna iligskin biyokimyasal veriler*

Parametreler Priapizm  P/R p<0,05ise p
degeri**

MDA (nmol/mg 37,4+29,6 66,1+38.5

protein)

TOS (pmol 21,7+1,4 40,8+14,1 p=0,031

hidrojen peroksit

esdegeri/L)

TAS (mmol 0,202+0,092  0,140+0,061

troloks

esdegeri/L)

OSI(Arbitrary 12,4+4.,4 36,7+27,3 p=0,031

Unit)

SOD (ng/mg 1,02+0,24 0,54+0,38

protein)

GPx (pg/mg 291,3+93,9 211,6+76,2

protein)

GSH (pg/mg 84,7+£29,2 49,9+£27,1

protein)

MPO (ng/mg 2,72+0,50 3,88+1,58

protein)

GRP78 (ng/mg 0,96+0,21 1,40+0,49 p=0,031

protein)

ATF6 (pg/mg 380,5£130,5  674,6+£366,9

protein)

CHOP (ng/mg 1,66+0,53 2,50+1,94

protein)

*Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmustur.

**Kolmogorov- Smirnov testi.

‘Kontrol grubu’ ile ‘priapizm / reperfiizyon’ grubu arasinda fark izlenen parametreler
icin ‘priapizm / reperfiizyon’ grubu ile ‘priapizm / reperfiizyon + klorojenik asit grubu’

arasinda yapilan incelemede yalnizca GRP78 i¢in anlamli farklilik oldugu goriildii. Doku
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GRP 78 adli parametre ‘priapizm / reperfiizyon’ modeliyle bozulmakta, klorojenik asit

tedavisi bu bozulmay1 normal degerlere yaklastirmaktadir. (Tablo 4.2 ve Grafik 4.1)

Tablo 4. 2 ‘Priapizm / reperfiizyon grubu’ ile ‘Priapizm / reperfiizyon + klorojenik asit
grubu’ na iliskin biyokimyasal veriler *

Parametreler P/R P/R+ p<0,05ise p
CGA degeri**
TOS (pmol 40,8+14,1 26,4+6,4
hidrojen peroksit
esdegeri/L)
OSI(Arbitrary 36,7£27,3 17,2+10,2
Unit)
GRP78 (ng/mg 1,40+0,49 0,92+0,15 p=0,031
protein)

*Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmustur.

**Kolmogorov- Smirnov testi.
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Grafik 4.1 GRP78 degerlerine iliskin histogram (GRP78 ng/mg protein cinsinden
sunulmaktadir)
Doku TOS ve doku OSI i¢in elde edilen histogramlar ise Grafik 4.2 ve Grafik 4.3’ te
izlenmektedir.
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Grafik 4. 2 TOS degerlerine iliskin histogram
(Tos umol hidrojen peroksit esdegeri/L cinsinden sunulmaktadir.)
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Grafik 4. 3 OSI degerleri ile iliskin histogram
(OSI Arbtitrary Unit cinsinden sunulmaktadir.)
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Gruplara ait penis dokusunun 151k mikroskopik degerlendirmesinde;

4.2.1. Kontrol Grubu Histopatolojik Degerlendirme Sonuclar:

Normal goriinlimde korpus spongiozum, korpus kavernozum ve onlar1 gevreleyen
tunika albuginea izlenmekteydi. Korpus kavernozumdaki endotelle doseli kaverndz siniisler,

onlari ¢evreleyen diiz kas ve kollajen lifler normal goriinimdeydi. (Resim 4.1, Resim 4.2).

Resim 4. 1 Kontrol grubundaki bir denege ait penis kesiti. Uretelyum (u), kaverndz siniis
(cs), (H&E x100)

Resim 4. 2 Kontrol grubundaki bir denege ait penis kesiti. Bag doku-kollajen lifler (koseli
cift ayrag) ve diiz kas (¢entikli ok) (Masson trikrom x200).
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4.2.2. Priapizm/Reperfiizyon Grubu Histopatolojik Degerlendirme Sonuglari

Korpus spongiozumu c¢evreleyen tunika albugineada ayrilmalar ve oldukg¢a yogun
hemoraji mevcuttu. Korpus kavernozumda; inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, kaverndz
sinilislerde belirgin konjesyon, diiz kas ve kollajen liflerde belirgin diizensizlik mevcuttu.

Ancak diiz kas ve kollajen lif yogunlugu, kontrol grubuna benzerdi (Resim 4.3, Resim 4.4).

Resim 4. 3 Priapizm/ reperfiizyon grubundaki bir denege ait penis kesiti. Urotelyum (u),
korpus spongiozumu ¢evreleyen tunika albugineada ayrilma ve hemoraji (ok), kaverndz siniis
konjesyonu (yildiz) ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (ok bast) (H&E x100).

Resim 4. 4 Priapizm/ reperfiizyon grubundaki bir denege ait penis kesiti. Bag doku-kollajen
lifler (koseli ¢ift ayrag) ve diiz kas (¢entikli ok) (Masson trikrom x200).
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4.2.3. Priapizm/Reperfiizyon + Klorojenik Asit Grubu Histopatolojik Degerlendirme
Sonuclar

Korpus spongiozumu ¢evreleyen tunika albugineada ayrilmalar ve yer yer hemoraji
mevcut olmakla birlikte priapizm/reperfiizyon grubuna gore azalmisti. Korpus
kavernozumlarda izlenen inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve kaverndz siniislerdeki
konjesyonda da priapizm grubuna gore azalma izlendi. Korpus kavernozumdaki diiz kas ve
kollajen liflerin goriiniimii ve diiz kas ve kollajen lif yogunlugu da kontrol grubuna benzerdi
(Resim 4.5, Resim 4.6).

Resim 4.5 Priapizm/ reperflizyon + klorjenik asit grubundaki bir denege ait penis kesiti.
Urotelyum (u), kaverndz siniis konjesyonu (y1ldiz) ve korpus spongiozumu gevreleyen tunika
albugineada ayrilma (ok), (H&E x100).
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Resim 4. 6 Priapizm/ reperfiizyon + klorjenik asit grubundaki bir denege ait penis kesiti. Bag
doku-kollajen lifler (kdseli ¢ift ayrac) ve diiz kas (gentikli ok) (Masson trikrom x200).

Tim dokularda ortak parametreler olarak kaverndz siniis konjesyonu, inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu, tunika albugineada ayrilma ve/veya hemoraji arastirildi. Gruplara ait

incelemelerde elde edilen histolojik degerlendirme sonuglari tablo 4.3’de sunulmustur.
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Tablo 4.3 Histolojik verilere ait skorlar
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’Kontrol grubu’ ile ‘priapizm/reperfiizyon grubu’ karsilastirildiginda istatiksel
incelemeler sonucunda dokularda kaverndz siniis konjesyonu, inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu ve tunika albugineada olusan ayrilma ve/ veya hemoraji degerlerinde anlamli

farkliliklar olustugu izlenmektedir.

Tablo 4.4 Kontrol grubu ile priapizm/reperfiizyon grubuna iligkin histolojik veriler

p=0.004
p=0.015

p=0.004

*Mann-Whitney U testi
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‘Priapizm/reperfiizyon grubu’ ile ‘priapizm/reperfiizyon+ klorojenik asit grubu’
karsilastirildiginda istatiksel incelemeler sonucunda yalnizca tunika albugineada olusan
ayrilma ve/ veya hemoraji degerlerinde anlamli farkliliklar olustugu goriildii.

Tablo 4.5 Priapizm/reperfiizyon ve priapizm/reperfiizyon + klorojenik asit gruplarina iliskin
histolojik veriler

p=0.026

*Mann-Whitney U testi
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5. TARTISMA

Cinsel istek hali olmaksizin olusan ve 4-6 saati gecen ereksiyon haline priapizm
denmektedir(1). Tim priapizm olgularin %95’ini olusturan yillik insidanst 100.000 erkekte
0,3-1,5 arasinda rapor edilen iskemik priapizm, penisin kompartman sendromu seklinde
diisiiniilebilir(135). Tedavisinde olusan aksakliklar kaverndz dokularda kalici hasara ve
fonksiyon kaybina sebep olabilmektedir(4). Olusabilecek hasarin 6nlenmesinde en Gnemli
faktor iskemi siiresi olup, reperflizyon hasar1 ile aralarinda dogru orant1 oldugu

gosterilmistir(136).

Iskemik priapizmin deneysel hayvan modelinde reaktif oksijen radikalleri tarafindan
olusan hasar sonucu ortamda lipid peroksidasyonu ve artmis hem-oksijenaz aktivasyonunda
arts izlenir (5,6). Iskemiye bagl progresif fibroziste rol alan patofizyolojik faktdrler arasinda
hipoksi ile indiiklenen biiyiime faktorleri de sayilabilir, 6zellikle doku onariminda énemli rol
istlenen TGF-B pleotropik sitokinlerden birisidir. Hipoksi ve oksidatif stres ile

indiiklendiginde bu sitokin doku hasar1 ve skar olusumuna yol a¢abilmektedir (5,137).

Korpus kavernozumdaki kapali alanda olusan iskemi, kavernozal sirkiilasyonu ciddi
bir sekilde bozar. Iskemik priapizmde, kavernozal diiz kasta ultrastriiktiirel degisiklikler 12
saat sonra, fokal nekroz 24 saat sonra, son olarak genis nekroz ve fibroblast benzeri
hiicrelerin transformasyonu ise 48 saat sonra goriilmektedir(3). Iskemik priapizmde diiz kas
nekrozu, korporal fibrozis ve perminant erektil disfonksiyon (ED) gibi irreversibl sonuglar
azaltmak icin acil medikal miidahale gereklidir(3,138). ED gelisiminin en 6nemli prediktorii
priapizmin siiresidir. Priapizmin baslangicindan 48-72 saat sonrasinda yapilan miidahaleler
ereksiyon ve agrinin giderilmesinde yardimci olabilirken uzun dénemde ED gelisimini

onlemede etkinligi azdir.

Reperfiizyonun kendisi IR hasarin1 meydana getirir ve iskemik siire¢ boyunca hiicre
diizeyinde olusan iyon degisimleri, proinflamatuar sitokinlerin 16kosit adezyon molekiilleri
yapiminda artma, antioksidan miktarinda azalma, hiicreyi reperfiizyonda meydana gelen
hasara kars1 savunmasiz birakir. Olusan bu etkilesim ¢esitli biyokimyasal mekanizmalar ile

hiicre yapilarina zarar verir(56,139).

SOD, katalaz ve GSHPX, lipid peroksidasyonuna karsi antioksidan savunma
sistemlerinde yer alan enzimlerdendir. Buna ek olarak ¢esitli fitokimyasallar da
bulunmaktadir(140).
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Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasar1 6nlemek veya hiicreyi bu oksidatif
hasardan korumak icin kullanilan dogal antioksidanlar iizerine olan ilgi son yillarda artis
gostermistir.  Ayrica yapilan bazi ¢aligmalara gore de yara iyilestirmesini hizlandirdigi

izlenmektedir(98).

Fenolik bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi O6zellikle son 20 yilda
popiiler bir alan haline gelmistir. Bunun ana nedeni fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleri
ve bunlarin kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar, kanser, I/R hasar1 ve oksidatif
stresle iliskili diyabet gibi cesitli hastaliklar1 6nlemedeki olasi roliidiir. Klorojenik asit
(CGA), kafeik ve kinik asitler arasinda olusan esterdir ve insan diyetinde en bol bulunan bitki
polifenollerinden biridir(141). Cay, fasulye, kahve, dut, kakao, narenciye, elma ve armut
CGA'nin bashca diyet kaynaklaridir(142). CGA'nin antioksidan, antienflamatuar,
hepatoprotektif, antimikrobiyal, kardiyoprotektif, antipiretik, antidiyabetik ve noroprotektif
gibi bir¢ok biyolojik islevi oldugu bildirilmektedir(119,142). Ayrica bagirsak, kalp ve beyin
dahil olmak tizere farkli organlarda I/R hasarina karst CGA'nin koruyucu etkilerini bildiren,

giderek artan sayida ¢alisma vardir(13,143,144).

Deaquan Liu ve ark. sicanlar iizerinde serebreal iskemi/reperfiizyon modelin de
yaptig1 bir calismaya gore klorojenik asitin doza bagli olarak beyin hasarini azalttigini,
bununla birlikte SOD aktivitesini, GSH seviyesini artirtp, ROS iretimini azalttig
gosterilmistir. Bu calismada klorojenik asitin, oksidatif stres kaynakli beyin hasarini ve

apopitozunu azalttig1 izlenmistir(145).

Tuncay Toprak ve ark. siganlar da renal iskemi/reperflizyon modelin de yaptigi
caligmaya gore ise klorojenik asit tedavisinden sonra dokularda histopatolojik olarak diizelme
gortldiigli, iskemi/ repeflizyon grubunun artan TAS, TOS ve OSI degerlerinin ilag
enjeksiyonu sonrasinda onemli Olgiide diisiis saglandigi belirtilmistir. Bu klorojenik asitin
bobrek dokusunda I/R hasarinda karsi koruyucu bir etkiye sahip olabilecegini
gostermektedir(146).

I. Kazaz ve ark. yine sicanlar da testis torsiyon/detorsiyon modelin de klorojenik asitin
endoplazmik retikulum stresi lizerinde yaptig1 bir ¢aligmada, torsiyon/detorsiyon grubunda
artan doku MDA, GRP78, ATF6 ve CHOP diizeylerinin, klorojenik asit tedavisi ile 6nemli
Olclide geri c¢evirildigi, histopatolojik olarak incelendiginde ise diizelme saptandig

belirtilmistir(147)
Yaptigimiz bu ¢aligma ile ratlarda deneysel olarak olusturulan akut iskemik priapizm
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modelinde, 1 saatlik akut iskemik priapizm ve yarim saatlik reperflizyon sonrasi geri
dontistimsiiz hasar olusmadan 6nce dokulardaki erken histopatolojik degisiklikleri (Kavernoz
Siniis Konjesyonu, Inflamatuvar Hiicre Infiltrasyonu, Tunika Albugineada Ayrilma ve/veya
Hemoraji) ve biyokimyasal verileri (Doku TOS, TAS, OSIl, GSH, MPO, GRP78, ATF®6,
CHOP, MDA, SOD, GPx) inceledik. Doku seviyelerindeki degisiklikler ve uygulanacak olan
klorojenik asitin IR hasari {izerine olast koruyucu etkisinin oksidan-antioksidan denge

acisindan degerlendirilmesini amagladik.

GRP78, protein sentezi, katlanmasi ve kalite kontroliinde 6nemli rol oynayan bir
saperondur(148). Ayrica GRP78, UPR'nin baslaticisi olarak gérev yapar. Bu nedenle GRP78,
patolojik kosullar altinda ER stresi i¢in yaygin olarak kullanilan hassas bir belirtectir(149).
ATF6'nin proapoptotik CHOP'un erken dinamiklerini sekillendirdigini 6ne siiren ¢aligmalar
da mevcuttur(150). Zhang ve ark.’nin yaptig1 baska bir ¢alisma da CGA’nin ER stresinin
neden oldugu hiicre 6liimiinii ve palmitik asitin neden oldugu ER stres gostergelerinin

seviyelerini inhibe ettigi gostermistir(15).

Caligmamizdaki histopatolojik veriler degerlendirildiginde CGA’nin priapizmde
olusan kaverndz siniis konjesyonunu azalttig1 gosterilmis, inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu
azaltti1 izlenmis ve tunika albugineada ayrilma ve/veya hemorajide olumlu yonde etkisinin

oldugu gosterilmistir.

Son yillarda bir baska fenolik asit tiirevi olan ferulik asidin beyin, kalp, bobrek,
karaciger, retina dahil ¢esitli organlarda I/R hasarina kars1 koruyucu etkisinin arastirildigi ¢ok
sayida deneysel calisma yapilmistir. Ren ve ark. ratlarda ferulik asidin serebral I/R hasar
modelinde malondialdehit (MDA) diizeyini azaltarak ve glutatyon peroksidaz(GSH-Px) ve
stiperoksit  dismutaz(SOD) diizeylerini artirarak koruyucu bir etki gosterdigini
saptamiglardir(151). Yine Awadalla ve ark. calismalarinda, ferulik asidin uygulamasinin
ratlarda renal I/R hasarini dnemli derecede azalttigini gostermistir(152). Gao ve ark. FA nin
ratlarda myokardiyal I/R hasar modelinde MDA diizeyini azaltarak ve SOD aktivitesini

artirarak koruyucu etkinligini ortaya koymustur(153).

Katalaz esas olarak peroksizomlarda bulunan H,O;’yi viicuttan temizleyen en énemli
antioksidan enzimdir(154,155). Yihui ve ark. neonatal ratlarda hipoksik iskemik beyin hasari
olusturarak yapmis olduklar1 bir ¢alismada klorojenik asidin beyin dokusunda CAT degerini

artirarak antioksidan etkinlik gosterdigi izlenmistir(156).

Ozetle, yaptigimiz calismada klorojenik asit verilen gruptaki ratlarda GRP78’in
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digtisiiniin  anlamli oldugu saptanmis, CGA’nin ER stresi iizerindeki etkiyi azalttig
gorlilmiistiir. Ayrica tunika albugineada ayrilma ve/veya hemorajide anlamli derecede

diizelme saglandig histolojik ve istatiksel agcidan saptanmaistir.
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6. SONUC VE ONERILER

e Deneysel model, biyokimyasal olarak priapizm/ reperfiizyon grubundaki artan doku

GRP78 seviyelerinin klorojenik asit verilen ratlarda normallestigini gostermistir.
e Deneysel model, histolojik olarak priapizm/ reperfiizyon grubundaki ratlarda izlenen
tunika albugineada olusan ayrilma ve/veya hemorajide klorojenik asit uygulamasinin

normallesme ile sonuglandigini gostermistir.

e Klorojenik asitin, priapizm/ reperliizyon durumunda dokularda olusabilecek

biyokimyasal ve histolojik hasar1 engellemede etkili olabilecegi kanis1 uyanmistir.

e Bu ve benzeri verilerin 1s18inda, klorojenik asitin insanlarda kullanim: konusunda

caligmalara gerek duyulmaktadir.
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