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OZET

AKUT ISKEMIK PRIiAPIiZM MODELINDE PROPOLISIN iSKEMi
REPERFUZYON HASARI UZERINE OLASI KORUYUCU ETKILERININ
DEGERLENDIRILMESI

Giris:

Priapizm tanim olarak cinsel istek, orgazm ve uyaridan bagimsiz yaklasik 4-6 saat siiren uzamis
ereksiyon halidir. Bu durum acil bir tibbi durumdur ve hemen tedavi edilmelidir, ¢linkii uzun siireli
ereksiyon, penis dokularinda hasara neden olabilir ve kalici cinsel fonksiyon kaybina yol agabilir.
Priapizmin patofizyolojisi, genellikle ti¢ ana tipe ayrilan diisiik akiml, iskemik, anoksik veya veno-
okluziv priapizm, yiiksek akimli, non-iskemik, iyi oksijenizasyonlu veya arterial priapizm, tekrarlayan,
acilip kapanan veya “stuttering” priapizm olarak siniflandirilmaktadir. Priapizm sonlandiktan sonra
iskemi reperfiizyon hasar1 olusur. Propolis gii¢lii bir antimikrobiyal, antioksidan, antitimor,
antiinflamatuar, antiiilser gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu birgok bilimsel ¢alisma ile
gosterilmistir. Propolisin hiicrelerin serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmasina veya

detoksifikasyonunun saglanmasina yardimci olmaktadir.

Amac:

Siganlarda yapilan penil iskemi-reperfiizyon modelinde, Propolisin priapizm ve reperfiizyon hasari

iizerindeki potansiyel olumlu etkilerinin histolojik ve biyokimyasal a¢idan incelenmesi hedeflenmistir.



Gere¢ ve Yontem:

Bu deneysel ¢alismada Spraque Dawley tipi, 350-400 gr agirliginda toplam 18 adet eriskin erkek rat
kullanilmustir (3 grup; her bir grupta 6 rat; kontrol, priapizm+reperfiizyon, priapizm+ reperfiizyon+
Propolis). Alinan penektomi materyalinde doku MDA ,SAD , GPx, SIRT1, GSH , NFkB, iL6 , STAT
3, HIFla, GRP78, ATF6, CHOP,CASP 3, seviyelerindeki degisiklikler ile sakrifiye edilen ratlarin
alinan penis dokusunun histolojik 6zellikleri (kavernoz siniis dilatasyonu / konjesyonu, kavernoz
dokuda 6dem / dejenerasyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, tunika albugineada ayrilma)

degerlendirilmistir.
Bulgular:

Calismamizda, Propolisin biyokimyasal olarak doku SOD, NFkB, HIFla ve ATF6
seviyelerindeki bozulmay1 engelledigi tespit edilmistir. Histolojik incelemeler ise, kavernoz siniis
dilatasyonu/konjesyonu ve tunika albugineada ayrilma ag¢isindan koruyucu etki gosterdigini
diistindiiren sonuglar sunmustur.

Sonuc:
Propolisin, priapizm/ reperfiizyon durumunda dokularda olusabilecek biyokimyasal ve

histolojik hasar1 engellemede etkili olabilecegi kanis1 uyanmaistir.

Anahtar Kelimeler: Priapizm, Propolis, Reperfiizyon hasari



SUMMARY

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

Introduction

Priapism is defined as a prolonged erection lasting approximately 4-6 hours, independent of sexual
desire, orgasm, and stimulation. This condition is a medical emergency and should be treated
immediately, as prolonged erection can damage penile tissues and lead to permanent loss of sexual
function. The pathophysiology of priapism is generally classified into three main types: low-flow,
ischemic, anoxic, or veno-occlusive priapism; high-flow, non-ischemic, well-oxygenated, or arterial
priapism; and recurrent, on-off, or “stuttering” priapism. After the priapism ends, ischemia reperfusion
injury occurs. Propolis has been shown to have strong antimicrobial, antioxidant, antitumor, anti-
inflammatory, and antiulcer biological activities in many scientific studies. Propolis helps protect cells

from the harmful effects of free radicals or provides detoxification.

Objective

It is aimed to evaluate the possible positive effects of propolis 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+
Propolis). Changes in tissue levels of MDA ,SAD , GPx, SIRT1, GSH , NFkB, iL6 , STAT 3, HIF1a,

Vi



GRP78, ATF6, CHOP,CASP 3 in the penectomy material taken and histological characteristics of the
penis tissue taken from the sacrificed rats (cavernous sinus congestion, cavernous tissue
oedema/degeneration ,inflammatory cell infiltration, separation in the tunica albuginea) were

evaluated.

Findings

In our study, it was observed that Propolis could prevent the deterioration in tissue SOD,
NFkB, HIF1la and ATF6 values biochemically. In our study, it was suggested that Propolis caused by
histological examinations provided results suggesting a protective effect in terms of cavernous sinus

dilatation/congestion and separation of the tunica albuginea.

Result
It has been concluded that Propolis may be effective in preventing biochemical and histological

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

Keywords: Priapism, Propolis, Reperfusion injury

vii



ICINDEKILER

SEKILLER.......cocvtiteteteteteeeeeete et et esesee et esesesaste et es e seae s et en e ste st es e setetetasesnssaetesassnsesstet et s nsneetesnsnsnens 13
GRAFTKLER ..ottt bbbt sttt 14
RESIMLER .......coctiitititititsicte ettt ettt bbbt bbb s bbb bbbt 15
TABLOLAR bRt 16
LGIRIS 1ottt 1
2.GENEL BILGILER ....ccooiiiiiiiiiiiiciisis s 3
B B AN A F: 1107018 ) PSP U PP 3
2.1.1 Penisin Arteryal DOLASIML ....ccuviviiieiiiiiiiieiee e 4
2.1.2 PeniSin VENOZ DOLASIMI ......oiuuiiiiiiiieiiie ittt sttt ettt ettt st et e et e esaneenbeesbeeentee e 5
2.1.3 Penisin Lenfatik DI€Najl .......c.eeiiiiiiiiiiiieiie e 6
2.1.4 PeniSin INNEIVASYONU .........cvuiviieiiiceiteteteteeeeeee et es ettt s sttt ses et b et es st ses s s e st sssnsesesens 6
2.2 PenisSin HIStOLOJIST «.uvevveiiiiiiiiieiiiiiiieitt et bbb 8
2.3 ErekS1yon FIZYOLOJiST ...cuviviiiiiiiiiiiiieii it 8
2.4 Priapizmin PatofiZyOl0iST .. ..coiiiiiiiiiieiec i 10
2.4.1 Kavernozal Diiz Kas Relaksasyonunda Artisa Yol A¢an MekanizmalarNO-CGMP Yolagi......... 11
CAMP Y OIaGT ..ttt 12
HO=1-CO Y OlaB1.tiiiiiiiiiiiii e bbb e 13
2.4.2 Kavernozal Diiz Kas Kontraksiyonunda Azalmaya Yol A¢an Mekanizmalar...............ccccovvnenen, 14
Azalmig NOrepinefrin(NE) CevabI: .......ccciiiiiiiieieie ettt 15
ENCOTEIN EKINTIZI: ...evitiieiiiieiee ettt bbbt 15
2.5 ISKemi Ve REPEITUZYON. .......c..cviviviiiiieiteicieiceee ettt es s b 16
T B (1< 1014 -1 - TP P PP PP 18
Serbest OKSIEN RAMIKAIEIT ..ottt 19
PolimOrf Niveli LOKOSTHIET (PINL) .....coiviiiiiieiiiie ettt st 20
Komplemanin RO ..o 21
ENdotel HUCTESININ ROI ... .ciuviiiieieiie ettt et esteeneenneenneeaeeneesreeneeenes 21
2.5.2 Antioksidanlarin ROI ........ooiiiiiiiiiiiic et 22
2.6 ENZIMICT ....oouiiiiiiiiiii 22
Glutatyon PeroKSidaz (GSH-=-PX) .......ccccciiiueiiiieiieie st se e et ae e staeae e e staesaesneesreenaesneenseens 23
GlUtatyON S-TrANSTEIAZ (GST) .oueiiiieiiiie ettt sttt ettt et e bt esreenbeeseesreenee e 23



[N 1 | F- VAT 24

Mitokondriyal SItOKrOmM OKSIAAZ...........ccuiiieieiiecic e ae e neanes 24
Vitaminler Ve MINEraller...........oooiiiii s 24
Vitamin E (0-TOKOTEIOD) ... et sttt ne e nneas 25
[ 1S U o U RTTR 25
Y E=T0 | T4 YU ] 1 PO TSRO PR T UPRPPR 27
THYOI BILESIKIETT ...ttt bttt 27
FLAVONIAT ...ttt r e 28
ST [T )Y/ OSSP 29
LS (07010 ) ST PP P PR PPPR 29
3. MATERYAL VE METOD ..ottt 33
O B 081 T 0o €110 ) 3 PP OTRTUPOPRUPR 33
3.2 Biyokimyasal InCeleme YONtEMI .........c.cv.cueviriverieereseeeiieeies et sttt esae st sae s 36
3.3 Doku OrneKIlerinin HAZITIANIST . ..c.c.vevevecercccecceecees s s s s s s s s s s s s s s s e 36
3.4 Doku Orneklerindeki Protein Miktarlarnin BelirleNmesi ............c.ccveveverrveceereierieieceiereseseeesenas 36
3.5 Doku MDA Diizeylerinin BelIrlenmesi .........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 37
3.6 Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Seviyelerinin Belirlenmesi ...........coccovviviiiiiiiiiiciiiee, 39
3.8 Doku Glutatyon (GSH) Seviyelerinin Belirlenmesi ...........ccccoviiiiiiiiniiii e 42
3.9 Doku Sirtuin 1 (SIRT1) Seviyelerinin Belirlenmesi..........cccccoooiiiiiiiiciiiiiceeeceee e 44
3.10 Doku Niikleer Faktor-Kappa B (NF-kB) Seviyelerinin Belirlenmesi ...........cccocoeviiiiiiiciiecnnnn 45
3.11 Doku Interl6kin-6 (IL-6) Seviyelerinin Belirlenmesi ...........ccccovviiveveriiiiieceereesiieeee e 47
3.13 Doku Hipoksi-Indiiklenebilir Faktér-1 Alfa (HIF-10)) Seviyelerinin Belirlenmesi ....................... 49
3.14 Doku Glukoz ile Diizenlenen Protein 78 (GRP78) Seviyelerinin Belirlenmesi..............ccccceenee. 51
3.15 Doku Aktiflestirici Transkripsiyon Faktor 6 (ATF6) Seviyelerinin Belirlenmesi ............cccceennee. 52
3.16 Doku C/EBP Homolog Protein (CHOP) Seviyelerinin Belirlenmesi...........c.ccooveviiiiiiiiiiennnen, 54
3.17 Doku Kaspaz-3 (CASP3) Seviyelerinin Belirlenmesi ...........cccceviiiiiiiiiiiiiiincc e, 55
3.20 Histopatolojik INCEIEmME YONIEMI ........c.veviviviviiiieiteteieieecsctetes et 57
3.21 Istatistiksel INCEIEME YONIEIMI ....cuvevreieeeeeceieeeceecceeeee s es s e s e s s s s e s s s s s e e 58
A BULGULAR ...t bbbt bbbt etk e b e e bt s e e bt et e st be e bt e nneas 59
4.1 Histopatolojik BUlGUIAT:.........cocviiiii e 59
Kontrol Grubu Histopatolojik Degerlendirme Sonuglart; .........cccoocvvviiiiiiiiiiiiiie e 59
Priapizm/Reperflizyon Grubu Histopatolojik Degerlendirme Sonuglart; ........ccccoocvvviviiiiiiieiiieeiineee, 59
Priapizm/Reperflizyon + Propolis Grubu Histopatolojik Degerlendirme Sonuglart;...........ccevvveeene. 59

iX



Tablo 3. Gruplardan elde edilen histolojik verilerin istatistiksel analizi .................................... 60
Tablo 4. Kontrol ve priapizm/reperflizyon gruplarina iligskin histolojik verilerin istastiksel analizi.... 62

Tablo S. Priapizm/reperfiizyon ve priapizm/reperfiizyon+Propolis gruplarina iligkin histolojik verilerin

1StAStIKSE] ANALIZI. .eoviiiiiii i 63
4.2 Biyokimyasal ANaliz SONUGIATL..........cooiiiiiiiiiiiiii e 63
Tablo 6. Kontrol, priapizm ve priapizm+Propolis gruplarina iliskin biyokimyasal veriler*................ 64
Tablo 7. Kontrol ve priapizm gruplarinin kargilagtirtlmast™® ...........cccccviiiiiiiii e 65
Tablo 8. Priapizm ve priapizm+Propolis gruplarinin karsilastirilmast™..........c.cccooeiiiiiiiiiciiienen, 65
Tablo 9. Kontrol ve priapizm+Propolis gruplarinin kargilagtirtlmast™®............ccccooveiiiiiiiiiinieieen, 66
STARTISMA .ot h btk b etk E e e b e e Rt e ke et e bt e b e e e e nbe e bt e e re e s 67
6.SONUC VE ONERILER .......ccooiiiiiiiiesesee s e ssesesese s s s s s s s s s sssssssssssssss s ssssnsnsnanes 72
TIKAYNAKLAR .t b bbbt b et n e n bbb 73



KISALTMALAR VE SIMGELER DIiZiNi

AC
ADA

ATF6

cAMP
CASP3
CHOP
DNA
ELISA
eNOS
ET
ETZ
GPx
GRP78
GSH
GSSG
GST
GTP
H&E
H202
HIF-1a
HO
HO1-CO

iL-6
iNOS

KDH

KO
MCP

Adenilat siklazi
Adenozin deaminaz

Aktiflestirici Transkripsiyon Faktor 6
Kompleman
Siklik adenozin monofosfat
Kaspaz-3
C/EBP Homolog Protein
Deoksiriboniikleikasit
Enzyme-linked immunosorbent assay
Endotelyal nitrik oksit sentetaz
Endotelin-1
Elektron transport zinciri
Glutatyon peroksidaz
Glikoz regiile protein-78
Glutatyon S-Transferaz
Glutatyon disiilfit
Glutatyon S-transferaz
Guanozin trifosfat
Hematoksilen-eozin
Hidrojen peroksit
Hipoksi-indiiklenebilir Faktér-1 Alfa
Hemoksijenaz
Hemoksijenaz 1-karbonmonoksit
iskemi reperfiizyon
Interlokin-6
indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz
Ksantin dehidrojenaz
Ksantin oksidaz

Monosit kemoatraktan protein

Xi



MDA
MPO
NAD+
NADPH
NE
NF-kB
nNOS
NO
NOS
02-
OH-
OH-
osl
PDE
PDE5
PNL
ROO
ROS
SIRT 1
SOD
SOR
STAT 3
TBA
TGF-b
TNF-a
UPR

Malondialdehit

Myeloperoksidaz
Nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu
Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
Norepinefrin

Niikleer Faktor-Kappa B

Néronal nitrik oksit sentetaz

Nitrik oksit

Nitrik oksit sentetaz

Siiperoksit

Hidroksil

Hidroksil radikali

Oksidatif stres indeksi

Fosfodiesteraz enzimi

Fosfodiesteraz tip 5

Polimorf niiveli I6kositler

Peroksil radikali

Reaktif oksijen tiirleri

Sirtuin 1

Siiperoksit dismutaz

Serbest Oksijen Radikal
Sinyal Donistiiriicii ve Transkripsiyon 3 Aktivatori

Tiyobarbitiirik asit

Transforming growth faktor beta
Tiimor nekroz faktor alfa

Katlanmamigs protein cevabi

xii



SEKILLER

Sekil 1 Penil fasyalar, korporal yapilar,arterler,venler ve sinirlerin ortak goriindiigii penisin enine

KESTTE .. -6 -
Sekil 2 Penisin arteryel dolasimi...........cc.ccuiiieiiiiieiiieiieieeieeceeeeeeee et -7-

Sekil 3 Dorsal penil arterler, venler ve SINIFIEr ........cccooeviieiiiieccee e, -8-

Sekil 4 Penisin iNNEIVASYONU ......uiietittitt ettt ettt ettt et eeeeaaeeeenae e, -9-

Sekil 5 Penil ereksiyonun meKanizmasi ..........cccoceiverereninininieeiesie e -11 -

SeKil 6 CAMP YO0laBl ....ouviniiiiiiiiiii s - 13 -

Sekil 7 iskemi reperfiizyon hasarinda ksantin oksidaz araciligryla meydana gelen reaktifoksijen
tUrlEriNIN OIUSUITIU ...vvviiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e ane e eneenaenne e - 19 -

Sekil 8 Propolis Kimyasal Yapist ........ccccecieiiiieiie e - 29 -

Xiii



GRAFIKLER

Grafik 1. Doku MDA 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi..................c.ooeeen -36 -
Grafik 2. SOD o6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi..........ccocecevveveviiencnnncncinnnn, -37 -
Grafik 3. GPx dl¢timiinde kullanilan standart grafigi..........ccoceveriiiiiiiiniiiicicicie - 40 -
Grafik 4. GSH ol¢iimiinde kullanilan standart grafigi = ........ccooovvviiiiiii, - 41 -
Grafik 5. SIRT1 dl¢timiinde kullanilan standart grafigi.........cccocooviiniiiiniii -43 -
Grafik 6. NF-kB ol¢iimiinde kullanilan standart grafigi.........c.ccocoevveiieiiiiiiineieinncne, - 44 —
Grafik 7. IL-6 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi ......... .o, - 46 -
Grafik 8. STAT3 dlgliimiinde kullanilan standart grafigi..........ccocevvrivvniniiiienisieeienen, -46 -
Grafik 9. HIF-1a 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi............ccoeevvriiniininienenenennnnns - 49 -
Grafik 10. GRP78 dl¢iimiinde kullanilan standart grafigi............ccooeviiineieiinieninnnins - 50 -
Grafik 11. ATF6 dl¢iimiinde kullanilan standart grafigi..........ccoovvvviviiiiiiciinisieeen, -51 -
Grafik 12. CHOP o6l¢timiinde kullanilan standart grafigi.........cccccooevvniiiiiniininienincninns - 53—

Xiv



RESIMLER

Resim 3.1 Konstriktor bant kullanilarak olusturulan ereksiyon modeli.................. . - 34
ResSim 3.2. Penis dISEKSIYONU ......ccuviiiiiiiiiiiiesee s see e eee s -35-
A: Grup kontrole ait penis kesiti. Uretral epitel (UE), Korpus spongiozum (CS), Korpus
kavernozum (CC), (H&Ex200).
B: Grup priapizme ait penis kesiti. Tunika albugineada ayrilma (y1ldiz), korpus kavernozumda
O6dem (ok), kaverndz siniislerde dilatasyon (ok basi) (H&E x200).
C: Grup tedaviye ait penis kesiti. Tunika albugineada ayrilma (yildiz), kaverndz siniislerde
dilatasyon (ok bas1), (H&E x200).
D: Grup kontrole ait penis kesiti. Bag doku-kollajen lifler (¢entikli ok) ve diiz kas (kdseli ok)
(Masson trikrom x400).
E: Grup priapizme ait penis kesiti. Bag doku-kollajen lifler (¢entikli ok) ve diiz kas (koseli ok)
(Masson trikrom x400).
F: Grup tedaviye ait penis kesiti. Bag doku-kollajen lifler (gentikli ok) ve diiz kas (koseli ok)
(M@assonN triKrom XA00).......cueiieiiiieie ettt e e e s ae e re et e s reesbe et e areesreennenres - 60 -

XV



TABLOLAR

Tablo 1. Cali$ma GrUPIart ......cceevvveieiiece e sre s -52-

Tablo 2. Korpus Kavernozum ve Spongiozuma ait Histolojik degerlendirme
SONUGIAT. ... ittt e et e et et e e et e e e e e e ee e e an e e ~O 1S

Tablo 3. Gruplardan elde edilen histolojik verilerin istatistiksel analizi .................. -62 -

Tablo 4. Kontrol ve priapizm/reperflizyon gruplarina iliskin histolojik verilerin

IStASTIKSEl ANANIZI.cc...vieiieic s - 62 -
Tablo 5. Priapizm/reperfiizyon ve priapizm/reperfiizyon+Propolis gruplarina iligkin
histolojik verilerin istastiksel aNaliZi.............cccooiiiiiiii e, -63 —

Tablo 6. Kontrol, priapizm ve priapizm+Propolis gruplarina iliskin biyokimyasal veriler

...................................................................................................... -64-
Tablo 7. Priapizm ve priapizm+Propolis gruplarinin karsilastiriimasi
........................................................................................................ -65-
Tablo 8. Kontrol ve Priapizm +Propolis gruplarinin karsilastirilmasi
....................................................................................................... -65-
Tablo 9. Kontrol ve Priapizm +Propolis gruplarinin

Kars1lagtirilmast. ... ....oout i -66-

XVi



1.GIRIS

Priapizm tanim olarak cinsel istek, orgazm ve uyaridan bagimsiz yaklasik 4-6 saat siiren
uzamig ereksiyon halidir. Bu durum acil bir tibbi durumdur ve hemen tedavi edilmelidir, ¢linkii
uzun siireli ereksiyon, penis dokularinda hasara neden olabilir ve kalici cinsel fonksiyon kaybina
yol acabilir. Priapizmin patofizyolojisi, genellikle ii¢ ana tipe ayrilan diisiik akimli, iskemik,
anoksik veya veno-okluziv priapizm, yiiksek akimli, non-iskemik, iyi oksijenizasyonlu veya
arterial priapizm, tekrarlayan, acgilip kapanan veya “stuttering” priapizm olarak
siniflandirilmaktadir. (2).

Diisiik akimli, iskemik, anoksik veya veno-okluziv priapizm ,priapizmin en sik
karsilagilan tipidir. iskemik priapizmdeki asil patoloji progresif olarak artan hipoksi, hiperkapni
ve asidoza bagli olarak degisen korporal metabolik degisimlerdir (3). Yapilan deneysel ve klinik
caligmalar gostermistir ki, hipoksi ve asidoz 4 saat sonra kavernozal fibrozise neden olmaktadir
ve bu siireden 6nce priapizmin tedavi edilmesi kavernozal fibrozisi onleyebilmektedir (4).
Iskemik priapizm, penisin kompartman sendromu seklinde diisiiniilebilir ve kompartman
sendromunun kavernozal fibrozis ve kalici erektil disfonksiyon gibi geri doniigsiiz sonuglarini
onlemek i¢in acil tibbi miidahale gerekir (5). Hematolojik diskreziler, iskemik priapizm igin
baslica risk faktériidiir. Iyatrojenik olarak intrakavernozal enjeksiyonlar, oral fosfodiesteraz tip

5 (PDE 5) inhibitorleri de priapizme neden olabilir.

Non-iskemik (arteryel, yiiksek akimli) tip, priapizmin daha az goriilen tipidir ve diizensiz
kavernozal kan akimi nedeniyle olusmaktadir. Bu tip kavernozal arter veya dallarindan birinin
korpus kavernozum igine riiptiiric sonucu meydana gelmektedir (6). Ardindan siniizoidal
dokunun arteryel ve lakiinolar bosluklar1 arasinda yiiksek akish bir fistiil olusturur (7). Bu
tiirbiilansli kan akis1 endotelyal nitrik oksit sentezinin uyarilmasina neden olan bir mekanizma

yoluyla kalic1 bir ereksiyona neden olur (8).

Tekrarlayan priapizm siklikla idiopatik olan nadir goriilen bir durumdur. Cocuklarda

siklikla hematolojik hastaliklar ile iligkili iken, eriskinlerde ise genellikle idiopatiktir (9)
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Priapizmin sonlanmasi ile iskemi reperfiizyon (IR) hasart meydana gelmektedir (10). Reperfiizyon
iskemik dokunun korunmasi igin gerekli olmasina ragmen, reperfiizyonun kendisi IR hasarini
meydana getiren patofizyolojik siireci baslatmaktadir. Oksidatif stres hiicre membraninda tahribat

olusturup kalict hiicre hasarina yol agarak dokularda yikici etkilere neden olur.

Propolisin tipta cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 ve antimikrobiyal, antioksidan,
antitimor, antiinflamatuar, antililser gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu bir¢cok bilimsel
calisma ile gosterilmistir. Propolisin antibakteriyal etkisi, 6zellikle gram (+) koklar ile gram (-)
basiller lizerinde gézlenmistir. Propolis uygulanan deney hayvanlarinda erken dénemde biiyiime
faktorlerinde sadece fibroblast biiyiime fakorii (FGF-2) ve vaskiiler endotelyal biiyliime faktriinde
(VEGF) artis gozlenirken, ge¢ donemde ise kollajen tip-1 artis1 ve MCP-1 diizeyindeki azalma da
diger gruplardakine benzer sekilde gézlenmistir (11).

Iskemi/reperfiizyon hasari, doku hasarma neden olan toksik metabolitleri azaltan
antioksidanlar tarafindan onlenebilir veya azaltilabilir (13). Antioksidan bilesikler, elektronlar
radikallere baglanabilir ve onlar1 daha kararl bilesiklere indirgeyebilir. Bu nedenle bir bilesigin
indirgeme kapasitesi, onun potansiyel antioksidan aktivitesinin bir gostergesi olarak hizmet
edebilir. Propolisin antioksidan potansiyelini gosteren ¢esitli galismalar mevcuttur (14-16). Ayrica
antioksidan aktiviteye sahip olmasi nedeniyle lipid peroksidasyonu hasarlarinin azaltilmasinda da

etkin rol oynamaktadir (17).

Reperflizyondan kaynaklanan hasar, iskemiden ¢ok daha baskindir ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretiminin, reperfiizyon hasarinin ana nedeni oldugu diisiiniilmektedir (18). Bu

nedenle antioksidan tedavisi I/R hasarii etkili bir sekilde azaltmalidir.

Biz bu ¢alismada ratlarda deneysel olarak olusturulan akut iskemik priapizm modelinde
doku MDA ,SAD , GPx, SIRT1, GSH , NFkB, iL6 , STAT 3, HIFla, GRP78, ATF®,
CHOP,CASP3, seviyelerindeki degisiklikler ve uygulanacak olan Propolisin iskemi
reperflizyon hasar1 tizerine olasi koruyucu etkilerinin oksidan-antioksidan denge agisindan

degerlendirilmesini amagliyoru
-2-



2.GENEL BILGILER

2.1 Penis Anatomisi

Penis; erkeklerde anatomik ve fizyolojik olarak genitoiiriner sistemin son pargasidir.
Penis bir ¢ift kaverndz cisim ve bir adet spongioz cisimden olusur. Kavernoz cisimler erektilite
ozelligi gosterir,proksimale uzanim gostererek krus ismini alir ve pubik arka tutunur. Buck
fasiyast dorsalde her iki korpus kavernozumu g¢evrelerken, ventralde lifleri boliinerek korpus
spongiozumu da cevreler. Proksimalde Buck fasiyasinin lifleri yukarida rektus kasi kilifinin
elastik ve kollajen liflerinden olusan uzantilar ile birleserek penisin fundiform ligamanini;
distalde pubisten gelen lifler ile birleserek penisin suspansuar ligamanini olusturur. Daha
derinde ise, Buck fasiyasi perinede tunika albuginea ile birlesir ve erektil dokunun kas yapisina
kadar uzanir. Distalde ise koronada glans penisin tabani ile birlesir (19). Genel olarak penis

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

Penis saftinin derisi, bez ve kil yapis1 igermez ve ¢ok elastik yapidadir. Sadece koronanin
tabaninda smegma olusturan bez yapilar1 bulunur. Bu deri yapis1 yagdan yoksundur ve deri alt1
Dartos tabakasinin, Buck tabakasi ile zayif baglantisi nedeniyle olduk¢a mobil yapidadir.
Glansin lizerindeki deri ise, altindaki tunikaya sikica bagli olmasi nedeniyle immobildir. Deri,
distalde glans penisin iizerine katlanarak slinnet derisini (prepisyum) olusturur ve koronaya
yapisir. Penis derisinin damarlar1 erektil yapilardan ayri olarak, femoral arterin eksternal
pudental dalindan koken alirlar. Bu damarlar penis kokiinde penise girer; Dartos tabakasinda

longitudinal olarak uzanir ve kendi arasinda sik anastomozlar yaparlar.

Uretra spongidz cismin iginden gecer ve spongidz cismin proksimal segmentine bulbus
denir. Korpus spongiozum distalde genisleyerek glans penisi meydana getirir. Penis tabakalari
icten disa dogru siralanirsa; korpus spongiozumdan, korpus kavernozum, tunika albuginea, buck

fasyasi, dartos tabakasi ve deriden meydana gelmektedir (31-38) (Sekil 1)
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Sekil 1. Penil fasyalar, korporal yapilar, arterler, venler ve sinirlerin ortak goriindiigii penisin
enine kesiti(20).

2.1.1 Penisin Arteryal Dolasimi

Penisin ereksiyonunu ve beslenmesini internal iliak arterin dali olan pudental arterden
saglanir. Internal pudental arter; sakrospinal ligaman altindan ve sakrotuberoz ligamanin
iistlinden gectikten sonra perineal ve penil arter dallarina ayrilir. Penil arter, Alcock kanalinda
seyrettikten sonra, perineal membranin iizerinde erektil yapilari besleyen 3 dala ayrilir .Bunlar;
bulbo-iiretral arterler, kavernozal arterler, dorsal arterdir. (Sekil 2). Bulboiiretral arter korpus
spongiozuma posterolateral sinirinin istiinden girer ve bu arter iiretra, spongiozum ve glansi
besler. Sonrasinda kavernozal arter dali penil arterden ayrilir ve kaverndz -cisimlerin
beslenmesini saglar. Ardindan penil arter derin dorsal arter olarak glans penise kadar uzanir.
Dorsal arter dorsal ven ve dorsal penil sinir arasinda seyreder ve her {i¢ yap1 da Buck fasyasinin
altina yapisir ve bdylece norovaskiiler bandi olusturur. Dorsal arter seyri sirasinda kavernozal

ve sirkumferensiyal dallar verir (19,21,22).



Internal
pudendal
artery

Cavernous

artery
Bulbourethral
artery
Dorsal
artery Circumflex

/’ artery

Sekil 2.Penisin arteryal dolagim1(23)

2.1.2 Penisin Venoz Dolasimi

Korpus kavernozumlarin vendz drenaji sirkumfleks venler ile derin dorsal vene olur.
Derin dorsal ven ise preprostatik pleksusa drene olur. Yiizeyel dorsal ven ise eksternal pudendal
vene dokiiliir. Yiizeyel dorsal ven Buck fasyasinin disinda uzanirken, derin dorsal ven Buck
fasyasiin i¢inde uzanir (Sekil 3). Derin dorsal ve kavernozal ven ile {iretral venler arasinda

olmak tizere tiim ven sistemi arasinda anastomozlar vardir (20).



Sirkumfleks v.

Retrokoronal pleksus
/ A\ Kavemous v.
Kavernous a.
/e i
( Kavemous n.
\ Bulbouretral a.
Krural v.
\\

Periprostatik pleksus
internal Pudental v.

Sirkumfleks a. \ Derin dorsal v.
Lateral vv. Tunika albuginea

Sekil 3. Dorsal penil arterler, venler, sinirler (20)

2.1.3 Penisin Lenfatik Drenaji

Penis cildinin koken alan lenfatikler stiperfisiyal inguinal ve subinguinal lenf nodlarina

drene olur. Glanstan koken alan lenfatikler ise Buck fasyasinin derinliklerinde seyrederek

bilateral yiizeyel ve derin inguinal lenf nodlarina drene olur. Derin inguinal lenf nodlar ise

hipogastrik ve ana iliak lenf nodlaria drene olur(19,24).

2.1.4 Penisin Innervasyonu

Penisin innervasyonu hem otonomik hem de somatik olarak saglanir. Penisin sensoriyel

innervasyonu dorsal sinirler tarafindan saglanmaktadir. Spinal kord ve periferik ganglionlardan

koken alan sempatik ve parasempatik lifler, kavernoz sinir araciligi ile korpus kavernozum ve

korpus spongiozuma ulasirlar. Somatik sinirler ise bulbokavernoz ve iskiokavernoz kaslarin

kasilmasini saglar ve penil duyuyu iletirler. Sempatik sinir lifleri medulla spinalisin asagi

torasik ve iist lomber bolgesinden ¢iktiktan sonra retroperitoneal olarak seyrederler. Bu lifler

aortik bifiirkasyonun altinda yogunlasarak, superior hipogastrik pleksusu (Presakral sinir)
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olusturur. Superior hipogastrik pleksusu sol ve sag hipogastrik sinir seklinde terk eden
sempatik lifler, distale dogru ilerleyerek birlesir ve rektumun yan kenarlarinda inferior
hipogastrik pleksusu (pelvik pleksus) olustururlar (Sekil 4). Kokeni S2-S4 olan ve glans penisin
parasempatik innervasyonunu olusturan lifler nervus erigentes ile pelvik pleksusa varirlar. Bu
lifler araciligiyla da ereksiyon saglanir. Ejekiilasyon ise L1-2 spinal segmentlerden koken alan
sempatik lifler araciligiyla saglanir(19,23,25).

Lomber
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inferior l
Inferior OTI
mezenterik
pleksus oTn
‘ ! ol
Siiperior { ouwn
hipogastrik |
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Hipogastrik sinerler
Pog oS3
—— o
/ \ Pelvik
l. / pleksus
\ /
—
{ ) “_Kavernoz
0,5; it sinir

sfinkter

Pudendal sinir

F\Jj Penisin dorsal siniri
|

Sekil 4. Penisin innervasyonu




2.2 Penisin Histolojisi

Penis dorsalde 2 adet bulunan korpus kavernozum ve ventralde 1 adet bulunan,
igerisinden liretray1 barindiran korpus spongiozum olmak tizere 3 adet silindirik erektil dokudan
olusmaktadir. Korpus spongiozum distalde glans penisi meydana getirmektedir. Her bir korpus
kavernozum kolajen, elastik lifler ve diiz kas i¢eren dens bir kilifla ortiiliidiir. Kavernoz cisimler,
stingerimsi cisim ve glans penis; diiz kas, intrakavernozal destek ve endotelle kapli
sintizoidlerden olusur. Penil iiretra yalanci ¢ok katli silindirik epitelle doselidir. Glans penis
cok katl yassi epitel ile doselidir. Littre bezleri mukus salgilamakta olup penil iretra boyunca

yerlesim gosterir(26).

2.3 Ereksiyon Fizyolojisi

Ereksiyon igin, duyusal uyarilart aktaran santral sinir sistemine ve isleyen bir
hipotalamo-hipofizer aksa ihtiyag vardir. Ayrica aktif korpus kavernozum ve vendz drenaj
sistemine sahip normal bir penis gereklidir (27). Ereksiyon fizyolojik olarak; flask, tiimesans,

tam ereksiyon, rijid ereksiyon, detiimesans olmak tizere 5 fazda gergeklesir.

Flask fazda, alfa-adrenerjik sistemin aktif olmasi nedeniyle siniizoidler kontraktedir(28).
Cinsel uyar1 sonras1 kaverndz sinirlerden diiz kas gevsemesini saglayacak norotransmitter
salinmastyla arterlerde dilatasyon, siniizoidlerde kanin depolanmasi, vendz geri doniiste azalma
meydana gelir ve boylece tiimesans fazi olusur. Tunikanin gerilmesiyle, kaverndz i¢i basincin
artmasi ile penis tam ereksiyon fazina gecer (Sekil 4). Iskiyokaverndz kaslarm kasilmasi ile
kavernoz basing daha da artar ve rijid ereksiyon fazi gerceklesir(29). Detiimesansta, kavernoz
diiz kasin kasilmasi, arteriyel akimda azalma, vendz geri doniisiin baslamasiyla penil ereksiyon

sonlanir ve sonrasinda flask donem baglar(30).



S2, S3, S4 spinal sinirlerden koken alan parasempatik sinirler sempatik sinirlerle pelvik
pleksusta birlesirler. Parasempatik sinirler kavernoz arterin vazodilatasyonundan sorumlu olup
gelen uyarilarla ereksiyonu baslatirlar(31). Korpus kavernozum sempatik inputu T11-L2 spinal

segmentlerin pregangliyonik néronlarindan alir. Detiimesansta rolii vardir(31,32).

Penisin somatomotor merkezi Onuf g¢ekirdegidir. Bu sinirler sakral sinirler i¢cinden
pudental sinire ulasir, bulbokavernéz ve iskiokavernoz kaslart innerve eder. Iskiokavernoz

kaslarinin kasilmasi rijid ereksiyon olusumunu saglar(32).

Ereksiyonu saglayan ana mediator NO ‘dur(21). NO; hiicre i¢indeki reseptdrii olan
soluble guanilat siklaz enzimini aktive eder ve siklik guanozin monofosfat ( ¢ GMP) iiretimini
arttirir. Boylece kavernozal ve arteriyel diiz kaslarda dilatasyon olusur ve ereksiyon meydana

gelir(33,34).
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Sekil 4.Penil ereksiyonun mekanizmasi(35)



2.4 Priapizmin Patofizyolojisi

Priapizm tam veya parsiyel penil tiimesansin 4 saatten uzun siiredir devam etmesi
seklinde tanimlanabilen nadir bir patolojidir(36—38). Priapizm insidans1 1.5/ 100.000 dir(39).
Biiyiik cogunlugu idyopatiktir(40). Genel olarak priapizm etyoloji ve klinik seyrine gore
iskemik (veno-okluzif, diisiik akiml1), non-iskemik (yiiksek akimli) ve tekrarlayan (intermittan)

priapizm seklinde siniflandirilir(39).

Tiim priapizm olgularinin %95’ini iskemik priapizm olusturmaktadir. Yillik insidansi
100000 erkekte 0,3-1,5 arasinda rapor edilmektedir(41). Iskemik priapizm penisin kompartman
sendromu seklinde diisiiniilebilir. Iskemik priapizmde vendz obstriikksiyon ve korpus
kavernozum igerisinde staz meydana gelmekte ve sonug olarak asidik, anoksik, hiperkarbik ve
glukopenik bir ortam meydana gelmektedir(36,37). Iskemi 4-6 saatten uzun siirerse geri
dontigiimsiiz korporal doku nekrozu ve fibrotik doku olusumu izlenebilmektedir (42—44).
Bundan dolay1 iskemik priapizmde penil kan akiminin bir an 6nce optimal sartlarda saglanmasi,
acil tedavinin ana prensibi olmalidir. Bu amagla uygulanacak giincel medikal ve cerrahi
tedaviler yaninda, priapizm patofizyolojisinde etkin olan ikincil yolaklar {izerinden yeni tedavi

modelleri giincel arastirma konularidir(45,46).

Priapizm nedeniyle degerlendirilen bir hastada korporal aspirasyon ve kan gazi analizi
yol gostericidir (38). Renkli doppler ultrasonografi rutin olarak 6nerilmemekle birlikte hem
iskemik hem de non-iskemik priapizmin ayirt edilmesinde faydali olabilir. Iskemik priapizmde

korpus kavernozumda hi¢ veya ¢ok az arteriyel akim izlenmektedir(47).
Viicuttaki tiim diiz kaslar istirahatte relaksasyon, fonksiyonel durumda kontraksiyon

halinde bulunurken peniste bu durum farklidir. Penil diiz kaslar istirahat halinde kontrakte

sekilde bulunurlar. Ereksiyonda, diiz kaslar relaksasyona ugramaktadirlar. Pek ¢ok
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mekanizmalarla regiile edilen penil diiz kas tonusunda, kontraksiyona egilimin artmasi erektil

disfonksiyonla, relaksasyona egilimin artmasi priapizmle sonuglanabilmektedir(48).

Kavernozal diiz kaslarda relaksasyon saglayan baslica yolaklar; nitrik oksit-siklik
guanozinmonofosfat (NO-cGMP) yolagi, adenozin yolagi ve hemoksijenaz 1-karbonmonoksit
(HO1-CO) yolagidir. Kontraksiyonu etkileyen olasi mekanizmalar ise; fosfodiesteraz tip 5
(PDES5) enzim aktivitesi, norepinefrin (NE), endotelin-1 (ET) ve Rho-kinaz cevabidir. Priapizm
etyopatogenezinde penis diiz kas dokusunda kontraksiyonda etkin olan mekanizmalar azalmus,

relaksasyonda etkin olan mekanizmalarda ise artmig bir fonksiyon beklenmektedir. (49-51).

2.4.1 Kavernozal Diiz Kas Relaksasyonunda Artisa Yol A¢an MekanizmalarNO-CGMP
Yolagi

Ereksiyonda etkin olan en 6nemli mekanizma non-adrenerjik, non-kolinerjik NO- cGMP
yolagidir. Tiimesans i¢in asetilkolin, endotel ve sinir hiicrelerinden nitrik oksit sentetaz (NOS)
salinimin1 uyarir. NOS, noronal nitrik oksit sentetaz (nNOS), endotelyal nitrik oksit sentetaz
(eNOS) ve immiin hiicreler ve makrofajlardan salinan indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS)
olmak {iizere ii¢ formda bulunmaktadir. Korpus kavernozumda her ii¢ tip de mevcut olmakla
birlikte, NnNOS ereksiyonun baslamasindan, eNOS ise siirdiiriilmesinden sorumludur.
Sentezlenen NO, diiz kas hiicresi i¢ine diffiize olarak solubl guanilat siklaz1 (SGC) aktive
etmektedir. sGC ereksiyon sirasinda NO ile cGMP arasinda baglant1 goérevi yaparak, guanozin
trifosfattan (GTP) cGMP olusumunu saglamaktadir. Olusan cGMP, spesifikprotein-kinaz G ile
bir kompleks olusturarak bir taraftan endoplazmik retikuluma kalsiyum sekestre ederken, diger
taraftan voltaj bagiml kalsiyum kanallarini inhibe eder. Ayni zamandapotasyum kanallarin
acarak membran hiperpolarizasyonunu saglar. Sonug olarak hiicre i¢i kalsiyumun diismesiyle
miyozin hafif zincir kinaz enziminin inhibisyonu, aktin iizerindeki miyozin kopriilerini
ayristirir, diiz kas gevseyerek tiimesans ortaya c¢ikar. Uzamis istemsiz ereksiyon olarak

tanmimlanan priapizm patofizyolojisinde, ereksiyondaki normal diiz kas
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fonksiyonunu saglayan NO-cGMP yolagmin degisen etkinliginin rol oynayabilecegi
bildirilmistir(52). Claudino ve arkadaslar1 orak hiicre anemili fare korpus kavernozumlarinin
NO-cGMP’ye duyarliliginin artmis oldugunu belirlemislerdir. Dolayisiyla tekrarlayan priapizm
ataklarinda fizyolojik smirlarin iizerinde artmis olast bir NO-cGMP duyarliligi rol
oynayabilecektir(53).

cAMP Yolagi

Adenozin, ATP’den sentezlenir ve 6zellikle hipoksi durumunda, artan oksijen ihtiyacina
karsilik vaskiiler dokularda kontraksiyon ya da relaksasyon yaparak etkin rol oynamaktadir.
Dolayisiyla iskemik priapizmde, adenozinin de etkin olabilecegi bildirilmistir(54). Hipoksik
ortamda, artan oksijen ihtiyacina bagli olarak ekstraseliiler ortamda ATP’den CD39 ve CD74
enzimleri ile adenozin ortaya ¢ikmaktadir. Yine hiicre i¢inde de sitokrom 5’-niikleotidaz enzim
katalizorliigiinde AMP’den adenozin sentezlenmektedir. intraselliiler ve ekstraselliiler adenozin

seviyesi equilibrative niikleotit transporter (ENT) ile dengelenmektedi(54)(Sekil 5).

Adenozin fizyolojik etkilerini Al, A2, A3 reseptorleri lizerinden yapmaktadir. A2
reseptorii Gs proteinine baglanarak adenilat siklazi (AC) aktive etmektedir. Sonug olarak aktive
adenilat siklaz ATP’nin cAMP’ye déniisiimiinii saglayarak, A2 reseptorii aracilign ile diiz kasta
relaksasyon yapmaktadir. Al reseptorii Gi ve Go, A3 reseptorii ise Gi ve Gq proteinlerine
baglanarak, ATP’den CAMP olusumunu aktive eden adenilat siklazi inhibe etmekte ve azalan

CAMP diiz kasta kontraksiyona egilimi arttirmaktadir(55,56).
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Sekil 5. Adenozin Metabolizmasi(54)

Priapizm patofizyolojisinde iskemiye bagli olarak adenozin sentezinde artis ve/veya
yikiminda azalmanin olasi etkenlerden biri olabilecegi bildirilmektedir. Wen ve arkadaslar
deneysel priapizm modellerinde adenozin deaminaz (ADA) enzim defektine bagli olarak,
adenozin seviyesinde artis oldugunu ve artan adenozin seviyesine bagl olarak, A2g

reseptorlerinin uyarilmasiyla priapizm ortaya ¢iktigini belirlemislerdir(48,49,51-54,57).

HO-1-CO Yolag

Heme proteini, demir ve protoporfirin-IX kompleksinden olusan ve canli hiicrelerde ¢ok
onemli fonksiyonlari olan hemoproteinlerin yapisinda yer almaktadir(58). Heme proteini,
endotel ve diiz kasta bulunan hemoksijenaz (HO) enzimi araciligi ile yikilmaktadir.
Hemoksijenaz enzimi HO1, HO2 ve HO3 olmak iizere 3 izoformuda bulunmakla birlikte
insanlardaki en énemli izoform HO1 dir. Hipoksi, stres ve reaktif oksijen tiriinlerinin varliginda
HO1 diizeyi artmakta ve HOl1 heme proteinini yikarak CO, Fe(Il) ve biliverdinin aciga
cikmasina neden olmaktadir(59). Olusan CO, NO benzeri bir gazotransmitter olup bazi
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hiicresel fonksiyonlar1 regiile etmektedir. Iskemi sonucu artan HO1 aktivitesi ile ortaya ¢ikan
CO, guanilat siklaz1 aktive ederek c-GMP artigina yol agip, K kanal aktivitesini arttirarak ya
da sitokrom p450 monooksijenaz yolunu inhibe ederek diiz kas relaksasyonuna neden
olmaktadir(58). Deneysel priapizm modellerinde artmis HO-1-CO etkinliginin ge¢ donem
priapizmde rol oynayabilecegi bildirilmistir(59). Jin YC ve arkadaslar1 6zellikle ratlarda
olusturulan deneysel priapizm modellerinin 24 saatlik ge¢ donemlerinde kavernozal dokuda
HO-1 aktivitesini kontrol grubuna gore alt1 kat yiiksek oranlarda belirlemislerdir(58). Artmis
olan bu HO-1 aktivitesininde, kavernozal dokuda yiiksek oranlarda ortaya ¢ikarttigit CO’nun,
priapizmin ge¢ dénemlerinde etkin olabilecegini bildirmislerdir(58). Ozellikle HO-1’in, tin-
protoporfirin ve Zn-protoporfirin gibi klasik metalloporfirinlerle non-selektif olarak, imidazol-
dioksolonaz gibi yeni grup kimyasal bilesiklerle selektif olarak inhibe edildigi ve bunlarin
priapizmde koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir(58). Uniis ve arkadaslar1 deneysel priapizm
modellerinde, Zn-protoporfirin’in kavernozal diiz kas kontraksiyonunu 20 kat arttirdigini
belirlemislerdir(60).

2.4.2 Kavernozal Diiz Kas Kontraksiyonunda Azalmaya Yol Agan Mekanizmalar

Konvansiyonel PDES5 Yolunda Disregiilasyon:

Penil diiz kas relaksasyonu ve dolayisiyla ereksiyonda en etkin rol oynayan cGMP,
fosfodiesteraz enzimi (PDE) tarafindan hidrolize edilerek inaktif form olan GMP’ye

yikilmaktadir. Peniste etkin olan izoenzim PDES5’tir(61).

Priapizm etyopatogenezinde bu enzimin fonksiyonel regiilasyon mekanizmalarindaki
patolojilerin etkin olabilecegi bildirilmistir(62). Ozellikle orak hiicre anemili hastalarda penil
NO-cGMP yolaginda disregiilasyon oldugu belirlenmistir. Bazal cGMP olusumu normal
sinirlarda olmayan orak hiicre anemili hastalarda, orantisiz cGMP sentezine bagimli olarak
PDES5’te bir disregiilasyon ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla bazal seviyenin iizerinde cGMP
salmimina sebep olabilecek, noktiirnal penil timesans gibi fizyolojik siire¢lerde kavernozal
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dokularda disregiile halde bulunan PDE5 tam etkinlik gdsterememekte ve artmis bir
vazodilatasyon sonucu uzamis ereksiyon ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla ¢esitli yollarla cGMP-
PDEDS regiilasyonunun optimum sartlarda saglanmasi, 6zellikle orak hiicre anemili hastalarda
tekrarlayan priapizm ataklarin1 engellemede etkin olabilecektir. Bialecki ve Bridges, 50 mg
sildenafilin orak hiicre anemili hastalarda tekrarlayan priapizm ataklarini 6nledigini
bildirmislerdir(63). Burnett ve arkadaslari da giinliik 25 veya 50 mg sildenafil veya haftada 3
defa 5 mg tadalafil tedavisi ile 3-11 ay takip sonucunda, orak hiicre anemili hastalarda priapizm

niiksiinde belirgin azalma goriildiigiinii rapor etmislerdir(64).

Azalms Norepinefrin(NE) Cevaba:

Penil arteriyel ve siniizoidal diiz kaslarda kontraksiyon yaparak tlimesansi sonlandiran
en 6nemli mediator norepinefrindir. Penil arteryel diiz kaslarda hem alfa hem de beta adrenerjik
lifler ve reseptorler bulunmakla birlikte alfa reseptorlerinin beta reseptorlerinden onkat daha
yiiksek oranda bulundugu belirlenmistir(65). Norepinefrin, diiz kas hiicre zarindaki alfa 1 ve
alfa 2 reseptorlerine baglanarak etkinlik gostermektedir. Alfa 1 reseptorlerin uyarilmasi ile G-
proteine bagl fosfolipaz C aktivasyonu saglanmakta ve bu da 1, 4, 5-inositol trifosfat
olusumunu uyararak hiicre i¢i depolardan kalsiyum iyonu salinmasi sonucu vazokonstriksiyona
sebep olmaktadir. Ayrica alfa 2 reseptor uyarimi adenilat siklaz enzimini inhibe ederek siklik
adenozin monofosfat (cAMP) olusumunu azaltarak penil detiimesans olusumuna katkida
bulunmaktadir(66). Muneer ve arkadaglar1 6zellikle penil kavernozal diiz kas hiicrelerinin
uzamis priapizm siliresi ile orantili olarak, NE’ye azalan oranlarda cevap verdigini

belirlemislerdir(67).

Endotelin Etkinligi:

Endotelin, endotel hiicrelerinden salgilanan viicudun en giglii vazokonstriiktor
maddedir. Artmis endotelin seviyesi, diiz kas vazokonstriksiyon ve hipertrofisine ayrica fibrozis

ve inflamasyona neden olmaktadir. Endotelin ETA ve ETB olmak tizere iki farkli
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reseptor lizerinden etkinlik gostermektedir. ETA reseptorleri esasen damar diiz kas hiicrelerinde
bulunup vazokonstriksiyonu uyarmaktadirlar. ETB reseptorleri ise endotelyal hiicrelerde
bulunur vazodilatasyona ve antiproliferatif etkilere yol agar(68,69). Normal organ sistemlerde
ET1, ETA reseptorleri tizerinden vazokonstriktor etki meydana getirmektedir. Ancak hipoksi
gibi patolojik durumlarda ET-1 bir savunma mekanizmast rolii iistlenerek, ETB reseptorii
iizerinden vazodilatasyon ortaya c¢ikartmaktadir. Priapizmde kavernozal diiz kaslardaolusan
iskemi neticesinde ET1’in ETB reseptorleri iizerinden diiz kas relaksasyonu yapmasi,

ereksiyonun uzamasinda etkin olmaktadir(70).

2.5 Iskemi ve Reperfiizyon

Hipoksi aerobik oksidatif solunumu etkileyen, son derece énemli ve genel bir hiicre
zedelenme ve 6liim nedenidir. Hipoksinin en 6nemli nedeni, arteriyel ya da vendz kan akimi
bozukluguna bagli organ ve dokunun vyetersiz perfiizyonuna yol acan iskemidir(71).
Reperfiizyon, iskemiye maruz kalan doku ya da organlarin yeniden kanlanmasi ve
oksijenlenmesi olayidir. Reperfiizyon hasari ise, iskemi periyodunu izleyen yeniden kanlanma
doneminde doku ya da organlarda meydana gelen hasar olarak tanimlanir. Hiicre igine
molekiiler oksijenin sunumuyla hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri en g¢ok
suglanan faktér olmakla birlikte, reperflizyon hasarindan birgok mekanizma sorumlu

tutulmustur(71).

TGF-b (Transforming growth factor beta) doku onariminda hayati 6nem tasiyan bir
sitokindir. TGF-b’nin up-regiilasyonu hipoksi sirasinda oksidatif strese yanit olarak ortaya
cikmaktadir(72). Asirt miktarda TGF-b1 iskemik priapizmde fibrozise neden olan aracilardan
birisidir. TGF-b1 nétralize edici antikorlar kisa siireli priapizm durumlarinda TGF-b1’in fibrotik

etkilerini azaltmistir(73).

Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin hiicre membraninda bulunan poliansatiire yag

asitlerini etkilemesi sonucu meydana gelen zincirleme bir reaksiyondur. Bu nedenle
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oksidatif hasar lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan malondialdehitin (MDA) 4-
Hidroksinonenal (4-HNE) ve hegzenal isimli aldehitlerin doku diizeylerinde artmasina neden
olur(74,75).

Miyeloperoksidaz memeli noétrofillerindeki onemli antimikrobik sistem enzimlerinin
basinda yer almaktadir. Miyeloperoksidazin antimikrobik etkisi, hidrojen peroksit bagimli olup,
klorun ve tiyosiyanatin etkili antibakteriyel ajanlar olan hipoklor6z asit ve hipotiyosiyandz asite
donligmesinin Kkatalizlemesinden kaynaklanir. Miyeloperoksidazin Katalitik etkisi esnasinda
meydana gelen reaktif maddeler normal biyomolekiiller ile de tepkimeye girdiklerinden,
miyeloperoksidaz enzimi gesitli enflamatuar hastaliklardaki hiicreve doku hasarina da neden
olur(76,77).

Endoplazmik retikulum (ER), hiicre disina gonderilecek proteinlerin ve membran
yapisindaki proteinlerin sentezinin ve katlanmasinin gergeklestigi mebrandz ag yapisinda bir
organeldir(78). Proteinlerin her katlanma agsamasinin basarili bir sekilde tamamlanmasi i¢in
protein katlanmasinda rol oynayan molekiiller gorev almaktadir. Bunlar; Grp 78, Grp 94 gibi
molekiiler saperonlar, kalneksin ve kalretikulin gibi lektin benzeri proteinler ve foldazlardir(79).
ER’de katlanmamis veya hatali katlanmis proteinlerin birikmesi ve bu asamalarda ortaya ¢ikan
diizensizlikler hiicresel cevap, ER stresi olarak tarif edilmektedir. ER fonksiyonu enfeksiyon,
hipoksi, kimyasal toksinlere maruz kalma, asir1 lipit birikimi ve genetik bozukluklar sonucunda
da bozularak strese neden olabilir. Viicut bu durumda stresi azaltmak i¢in UPR (unfolded protein
response) denilen katlanmamis protein yaniti olusturur. Bu yanitin olugmasinin ardindan protein
metabolizmasinda sentezin yavaglatilmasi ve yikimin artirilmasi suretiyle ER’nin ylikiini
azaltic1 yonde bir sinyal ag1 olusturulur. UPR aktive edilmis olur. UPR’nin aktiflesmesi ile, ER
membran proteinleri PERK, IRE-1 ve ATF-6 yolu ile stres cevabi olusturulur. ER stresinin ilk
yaniti, PERK aktivasyonu yolu ile 4E-BP1 proteinini fosforile ederek global protein translasyon
inhibisyonudur. Niikleusa transloke olan ATF-6 transkripsiyon faktorii, XBP-1s transkripsiyon
faktoriiniin ekspresyonunu saglar. XBP- 1s, ERSE (endoplasmic reticulum stress element) ve

UPRE 2 (unfolded protein response
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element) DNA bolgelerini igeren genlere baglanarak ER genislemesinde, katlama kapasitesinin
artmasinda ve ER iligkili yitkim yolunun aktivasyonunda rol alan genlerin transkripsiyonunu
uyarir Ve ER’un tizerine binen talep yiikiiniin karsilanmasin1 saglar. Boylece ER {izerine binen

yiik azalir ve ER homeostazisi korunmus olur(80,81).

2.5.1 Mekanizmalar

Iskemik dénemde hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelir. Dokuya
gelen kan akiminin kesilmesi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve ATP (adenozin 5°-
trifosfat) ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat sentezi azalir. Hiicrede enerji depolarinin
bosalmasi ile hiicre zarinda bulunan Na+, K+ -ATP az pompas1 inhibe olur. Sonucta hiicre
icinde Na+ ve Ca+2 iyon konsantrasyonlart artar. Hiicre i¢inde Ca+2 iyon konsantrasyonunun
artis1 hiicre icin sitotoksiktir. Yine bu donemde hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile
proinflamatuar sitokinlerin, 16kosit adezyon molekiillerinin yapiminda artig, buna karsilik
antioksidan enzimlerin aktivitesi ve ekspresyonunda azalma olur. Bu durum hiicreyi
reperfiizyon donemindeki hasara karsi dayaniksiz kilar(82). Iskemi sirasinda kalan ATP ‘ler

(adenozin tri fosfat) kullanimlaya devam edecegi i¢in yikim iiriinleri olan adenozin ve AMP
birikir.

Intraseliiler Kkalsiyum artis1, Kkalsiyum bagimli sitozolik proteazlar1 aktive eder.
Proteazlarin aktivasyonunun artmasiyla hiicre i¢i hipoksantin dehidrogenaz enzimini ksantin
oksidaza doniistiiriir(83). Reperfilizyonla birlikte gelen oksijeni ksantin oksidaz; oksidan olarak
kullanarak hipoksantinden ksantin, ksantinden de iirik asit metabolitlerinin olusumunu saglar ve
bu mekanizmalar sonunda siiperoksit anyonu olusur. Normal fizyolojik kosullarda olusan Oz,
stiperoksit dismutaz (SOD) ile dnce hidrojen peroksite (H202), sonra katalaz etkisi ile suya
dontistir. Ancak IR’de ksantin oksidaz etkisine bagli olarak artan O2" ve H20., antioksidan

kapasiteyi asar ve ortamdan etkin bir sekilde temizlenemez. H,O; daha sonra Fe*2
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gibi gegis metalleri veya siiperoksit radikalleri ile (Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlart)

reaksiyona girer ve en giiclii radikal olarak bilinen OH olusturur(84)

Iskemi I

J$ ATP s mmp AMP =» Adenozin =+ inozin =» Hipoksantin

- Ksantin
Ksantin dehidrogenaz —— . .. O2

'1‘ ca2+ - Kalsiyum bagimh / ?‘:’

proteinaz akivasyonu

Ksantin d
O2

O,"
Katalaz sSOD
HoO  ~— Hz(_): —p—
Fe'l Fenton
reaksiyonu O> =
. " Urik asit
OH

Sekil 6 Iskemi repefiizyon hasarinda ksantin oksidaz araciligiyla meydana gelen reaktifoksijen

tiirlerinin olusumu(85).

Iskemi reperfiizyon hasari; serbest oksijen radikallerinin, komplemanlarin, endotel
hiicrelerinde salgilanan mediatorlerin ve polimorf niiveli lokostilerin (PMNL) etkisi ile olusan

kompleks hiicresel olaylar zinciridir(86).

Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil, makrofaj gibi
hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla tiretimi doku
hasari ve hiicre oliimii ile sonuglanmaktadir(87). Reaktif oksijenler elektron almak iizere
lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA ile reaksiyona girmektedirler. Bu oksidanlar fazla
miktarda oldugunda membrandaki lipidlerin peroksidasyonuna yol agarak permeabilitenin
bozulmasina, dolayisiyla hiirce i¢i iyon dengesizligine neden olmaktadirlar. Ayrica,
proteinlerin, DNA ve RNA gibi molekiillerin yapisin1 bozarak bir¢ok hastaligin olusumunda

onemli rol oynamaktadirlar (88).
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Reaktif oksijen tiirleri, hiicre zarinda bulunan doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna neden olarak asil toksik etkilerini gosterirler(89,90). Biyolojik sistemlerdeki
reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit anyonu (O2’), hidroksil radikali (OH-), nitrik oksit
(NO), peroksil radikali (ROO) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H202) gibi serbest

radikaller oksidatif stresin en 6nemli nedenleri arasinda yer almaktadir(91).

Normal fizyolojik kosullarda mitokondri hiicre i¢i olusan siiperoksit anyonu (O27)’nun
baglica kaynagidir. Normalde olusan bu siiperoksitler, SOD enzimi tarafindan hizlica
dismutasyona ugratilir. Iskemi durumunda ETZ’nin de molekiiler oksijen yokluguna bagh
olarak elektron akisit durdugundan bu kompleksler (6zellikle kompleks I) indirgenmis diizeyde
kalir. ETZ’den si1zan elektronlar rezidiiel oksijenle reaksiyona girerek siiperoksit anyonu (O2’)

tiretimine Yol agarlar(92).

Stiperoksit radikali, serbest radikal hasarina kars1 koruyucu antioksidan bir enzim olan
ve oksidan hasar olusumu ile artan siiperoksit dismutaz (SOD) aracilig1 ile hidrojen peroksit

(H202)’e indirgenir. Hidrojen peroksit eslenmemis elektron icermedigi igin tek basina radikal
degildir(93).

Polimorf Niiveli Lokositler (PNL)

Notrofillerin, O2- ve H202 irettigi ve H202 ve kloriir iyonlarindan hipoklorik asit
olusumunu katalizleyen myeloperoksidaz salgiladigi bilinmektedir(94). Aktive olmus
nétrofiller, endotelyal bazal membran bilesenlerini ve endotelyal bariyer fonksiyonunu siirdiiren

bileske proteinlerini pargalayabilen giiglii proteazlar da tiretir(95).

Serbest radikallerin olusumunda ve I/R hasarinda énemli bir kaynak olan nétrofiller
azurofilik graniillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz ezimlerini

ierirler. Iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamasi ile birlikte, dokuya sunulan
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oksijenin yaklasik %70°i NADPH-bagimli oksidaz ile siiperoksit iyonlarina oksitlenmektedir.
Stiperoksit 1yonu, ¢ogu kez spontan dismutasyonla hidrojen perokside doniisiir. Hidrojen
peroksit ise kloriir iyonlarinin varliginda miyeloperoksidaz enzimi araciligi ile hipoklorik aside
indirgenir. Hipoklorik asit gii¢lii bir oksidandir ve bir¢cok biyolojik molekiille kolayca
reaksiyona girebilir(96).

Komplemanin Rolii

Iskemi/reperfiizyon sonucunda bircok proinflamatuvar mediator olusur ve kompleman
aktivasyonu yapar. C5a 10kosit aktivasyonunu ve kemotaksisi uyarir. Monosit kemoatraktan
protein 1, interlokin 1 (IL-1), interlokin 6 (IL-6) ve tiimor nekrozis faktor (TNF) olusumunu
saglayarak inflamatuar yanit1 artirirlar(97,98).

C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 salgisin1 uyararak lokosit aktivasyonu ve
kemotaksisi arttirir. Ayn1 zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek ve endotelde

siklik guanozin monofosfati1 azaltarak vaskiiler tonusu bozar(99,100).

Endotel Hiicresinin Rolii

Oksidatif stres endotel hiicrelerinin islevlerinin bozulmasma neden olur. Endotel
hiicreleri SOR i¢in hem hedef konumdadir hem de iiretim merkezidir. Endotel hiicreleri NO ve
endotelini iiretir. NO arterde vazodilatasyon, endotelin vazokonstriiksiyon yapar. I/R hasarinda
endotelin/NO oran1 endotelin lehine bozulur. Sonugta arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde

vazodilatasyon olur(101).

Iskemi reperfiizyon hasarinda serbest oksijen radikalleri artar ve artmis olan superoksit
Nitrik oksit ile reaksiyona girerek peroksinitriti olusturur. Peroksinitrit ( ONOO-) ¢ok toksik bir

serbest oksijen radikalidir ve iskemi reperflizyon hasarini daha da artirir(102).
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2.5.2 Antioksidanlarin Rolu

Viicudumuzda oksidatif stresi 6nleyen, enzimler ve endojen maddeler bulunur. Fakat
bazen oksidanlar belirli bir diizeyin iizerine ¢ikar veya antioksidanlar yetersiz olup, denge
bozulursa s6z konusu oksidan molekiiller organizmaya zarar verir. Bu nedenle viicuda disardan

koruyucu, engelleyici, iyilestirici 6zelliklere sahip antioksidanlarin alinmasi gerekir(103).

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidan, bu olaya da

antioksidan savunma denir(104).

Antioksidanlar, olusan serbest radikalleri toplayip, kararli hale getirerek, zincir kirict
etki ile serbest radikal iireten kimyasal reaksiyonlar1 durdurarak, baskilayict etki ile reaksiyon
hizin1 azaltarak, onarici etki ile biyolojik molekiilerdeki hasart onararak, organizmadaki
antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan antioksidanlarin sentezini arttirarak etki

gosterirler(105).
Antioksidan savunma katalaz, SOD vb. enzimler araciligiyla olursa enzimatik

antioksidan savunma; tokoferol, askorbik asit vb. maddelerle olursa nonenzimatik antioksidan

savunma olarak tanimlanir(106).

2.6 Enzimler

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi siiperoksidin, hidrojen peroksid ve molekiiler oksijene

doniistimiinii katalizler. Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicrelerde
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sliperoksit diizeyini diisiik tutmak ve lipid peroksidasyonunu inhibe etmektir. SOD aktivitesi,

yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir(107).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon, hemen hemen biitiin 6karyotik hiicrelerde sentezlenir. Bundan dolay: yiiksek
yogunluklarda bulunur. Glutatyon bir antioksidan olarak hareket eder ve ayrica hiicrenin redoks
durumunu  korumada, detoksifikasyon  sisteminin  ¢alismasinda, eikosonoidlerin
sentezlenmesinde, hiicre sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde, gen ekspresyonunda ve
apoptozisde de antioksidan olarak faaliyet gosterir. Glutatyon, glutatyon peroksidazin (GPx)
katalitik etkisiyle lipit peroksitleri ve H202 ’yi detoksifiye eder ya da singlet oksijen (1 O2) ve
OH. ’yi temizler(108).

Diger antioksidanlarla birlikte solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormesini engeller. Eritrositlerde oksidatif

strese karsi en etkili antioksidan GSH-Px’dir(109).

Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-Transferaz (GSH) plazma membranindan aminoasit transportunu saglar,
bazi 6nemli antioksidanlar1 yeniden olusturur. (108).

Basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak iizere lipid peroksitlerine kars1
selenyum bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek antioksidan savunma mekanizmasi
olustururlar. Katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptir. Hiicre i¢i tastyict
ve baglayic1 ozellik ile detoksifikasyon yapar. Karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi
tarafindan reaktif ara iirlinlere doniistiiriilen yabanci maddelerin daha az reaktif konjugatlara

doniistimiinii katalizler(109).
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Katalaz

Peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur.

Hidroksil radikali olusumunu hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalayarak engeller(106).

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimidir ve siiperoksidi detoksifiye eder. Bu reaksiyon
fizyolojik sartlarda siirekli devam eden normal bir reaksiyondur, bu yolla yakit maddelerinin
oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji tiretimi saglanir. Ancak ¢ogu zaman siiperoksit
tretimi mitokondriyal sitokrom oksidaz enziminin kapasitesini asar ve bu durumda diger

antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin zararl etkilerine engel olurlar(109).

Vitaminler ve Mineraller

Vitamin C (Askorbik Asit)

Kapali formiilii C6H806 olan bir ketolaktondur. Suda c¢oziinebilen zayif asidik
karakterlidir. Ozelikle turunggiller olmak iizere yesil sebze ve meyvelerde bol miktarda bulunur.

Ince bagirsaklardan kolaylikla emilir(110).

Askorbik asit, giiclii indirgeyici aktivitesinden dolay1 iyi bir antioksidandir. Siiperoksit,
hidroksil, singlet oksijen, hidroperoksil, lipid peroksil radikalleri ile reaksiyona girerek onlari
ortamdan temizler. Lipid molekiillerinin oksidasyonu ile olusan lipid peroksitler; vitamin C’nin

antioksidan etkisiyle sulu ortamda ¢oziilerek oksidan etkilerini kaybederler(111).

Vitamin C, serbest radikal reaksiyonlarinin énemli bir katalizorii veya bir prooksidan

olarak kabul edilebilir. Ancak bu tip etkinin diisiik konsantrasyonlarda gorildigii, yiiksek
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konsantrasyonlarda ise giiglii bir antioksidan olarak etki ettigi belirlenmistir. Ayrica, askorbat

ve gecis metallerinin yogunlugu, Vitamin C’nin antioksidan ve prooksidan olmasini belirleyen

faktorlerdir(112).

Vitamin E (a-tokoferol)

E vitamini lipid peroksidasyon {rtnlerini tutarak lipid peroksidasyon zincir

reaksiyonlarini durdurarak reaktif oksijen radikallerini inaktive eder(113).

Vitamin E, okside olduktan sonra ve par¢alanmadan once askorbik asit ve glutatyon
tarafindan yeniden indirgenebilmektedir. Vitamin E ve C’nin birlikte verilmesinin, ortalama kan
lipid peroksit konsantrasyonunda azalma sagladigi, Ayrica DNA’nin oksidatif hasarindan

kaynaklanan karsinogenezisi ve kromozomal kiriklari 6nledigi saptanmistir(114).

Kalsiyum

Kalsiyum, bir divalent katyon olup atom agirligi 40°dir. Insan viicut agirliginin yaklagik
% 2’sini olusturur. Bu miktar dogumdan 20 yasa kadar hergiin 180 mg kalsiyum birikmesi

sonucu olusur(105).

Kalsiyum en ¢ok bulundugu yer kemiklerdir (% 99), kalani ise disler, yumusak doku,
plazma ve ekstra kas sivilari arasinda dagilmistir. Viicutta kalsiyum miktarinin kontrolii
paratroid/vitamin D kalsitonin sistemi tarafindan saglanir. Bir¢ok hiicresel fonksiyonlar, belli
néromuskuler aktivite kalsiyum iyon konsantrasyonuna baglidir. Viicut bu konsantrasyonlara

programlanmistir. Bu miktarlar hiicre gegirgenliginde ve bazi enzim aktivitesinde de dnemlidir.

Kalsiyum diizeni, bobregin filtrasyon sistemi iginde islemektedir. Atim, plazma

kalsiyum miktarlarinda degisikliklere agir1 duyarlidir.
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Diyetle sodyum ve protein aliminin artmasi idrarla kalsiyum atimini arttirmaktadir.
Ayrica kafeinin kalsiyumun idrarla attimim arttirdigi bulunmustur. Yaklagik 75 mg kafein

(ortalama 1 fincan kahve) alimi1 6 mg kalsiyum atimu ile sonuglanmaktadir (105).

Iskelet canl1 bir doku ve viicudun kalsiyum deposudur. Kalsiyum siirekli olarak
kemiklerden uzaklagtirilir (resorpsiyon) ve tekrar kemiklere doner ve depolanir. Bu islem kalsiyum
yeterli kullanilabilirse ¢ocukluktan yaklaslik 35 yasina kadar devam eder ve kemik yogunlugunda

kademeli bir artis olur (105).
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Magnezyum

Magnezyum, insan viicudunda en ¢ok bulunan doérdiincii mineraldir. Viicut i¢in adeta bir
kronik regiilatdr olan magnezyum yiizlerce reaksiyonda kofaktor olarak rol alir. Magnezyum
eksikligini 6nlemek icin diizenli olarak magnezyumdan zengin gida ve su tiiketilmesi gerekir.
Ancak Onerilen giinlik magnezyum miktar1 gebelik, laktasyon, yas, kronik hastalik ve ilag
kullanim1 gibi durumlardan etkilenebileceginden eksikligi de sik goriilebilmektedir.
Magnezyumun insan viicudundaki fonksiyonlarina bakarak, bircok hastali§in 6nlenmesinde ve
tedavisinde magnezyum takviyesinin onemli bir yeri oldugu anlasilabilir. Magnezyum
seviyelerinin diisiikligii ¢esitli kronik ve inflamatuar hastaliklarla iliskilendirilmistir. Bunlarin
basinda Tip 2 diyabet, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar, Alzheimer, dikkat eksikligi

hiperaktivite bozuklugu, astim, migren ve osteoporoz gelmektedir (114).

Tiyol Bilesikleri

Glutatyon karacigerde sentezlenebilen bir tripeptitdir. Okside olmus hali glutatyon

distilfittir (GSSG). Hiicrede; sitozol, ¢ekirdek ve mitokondride bulunur. Organizmada hiicre
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icinde depolanir ve GSH/GSSG oranmi hiicredeki oksidatif stress miktarini yansitir(106).
Dokularda aciga ¢ikan lipid peroksitler, hidrojen peroksit, askorbik asit, serbest radikalleri
indirger(118). Eritrositleri, 1okositleri ve g6z lensini oksidatif strese karsi korumada hayati
oneme sahiptir. Transplantasyon amaciyla organlarin korunmasinda ve siklofosfamid gibi
sitotoksik ilaglarin organ hasar1 olusturmasini engeller. Ayrica kistik fibrosis gibi hastaliklarda

aktive fagositlerden kaynaklanan ROS' larin yaptiklari akciger hasarini da azaltir(109).

Sistein GSH sentezinde 6nemli rol oynar. GSH sentezi i¢in hiz belirleyici bir enzimi
onarir. Sistein, protein sentezi i¢in kritik bir substrat, GSH ve taurin sentezi i¢in hiz belirleyici

bir belirtegtir; ayn1 zamanda, hiicre dis1 indirgeyici ajan olarak 6énemli rol oynar(119).

N-asetilsistein, sisteninin GSH’ye c¢evrilmesinde bir ara iriindiir. Endojen olarak
yapilabilen ve besinlerde bulunan NAC, serbest radikalleri temizleyebilen siilfidril gruplarina
sahiptir. Ayrica, hiicresel redilkte GSH konsantrasyonunu artirarak dogal antioksidan

savunmay1 giiclendirir(120).

Metionin, 6nemli bir metil vericisi olup, proteinlerin sentezi i¢in gereklidir. Viicuttaki
stilfiiriin temel kaynaklarindan biri olup, hayvanlar tarafindan sentezlenemeyip besinlerle yeterli
miktarlarda alinabilir. Metionin, toksik olan asetaldehidin diizeyini diisiirerek alkoliin zararl

etkilerini azaltabilir(121).

Flavonlar

Flavonlar antioksidatif etkilerini; ksantin oksidaz, lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi
enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar ile selat olusturarak, diger antioksidanlarla etkilegsime
girerek, siiperoksit anyonlari, lipid peroksil radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi serbest

radikalleri yakalayarak gosterirler(110).
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Selenyum

Selenyum glutatyon peroksidaz aktivitesi i¢in gereklidir. Glutatyon peroksidaz, hidrojen
peroksiti metabolize eder ve antioksidan savunma sisteminin temelidir(106). Normal hiicrelerin
malign hiicrelere doniismesini engelleyerek antimutajenik etki gosterir. Glutatyon peroksidaz ve
tiyoredoksin rediiktaz enzimlerinin yapisinda bulunmasi sebebiyle, DNA ve diger hiicresel yapilari
oksidatif hasara kars1 koruma gorevi goriir. Selenyumun, karsinogenezisin, baslama ve ilerleme
safhalarini inhibe ettigini ve hedef hiicrelerde proliferasyon hizini diisiirdiigiinii gosteren bulgular
vardir(122).

Propolis

Propolis, toplandi 1 bitki tiiriine gére degismekle birlikte saridan koyu kahverengine
kadar degisebilen bir renge sahiptir. Kivami ise bulundugu ortam sicakligina gore degiskenlik
gosterip, 60-70 0C’de sivi, 25-45 0C’de yumusak ve yapr kan, 15 0C’ nin altinda ise kati

kirilgandir. Propolis etanol, glikol ve suda belirli oranlarda ¢oziiniir. (124)

Propolisin ortalama %60,2 lik kismin1 lipidler olusturur. Bu miktarin %49.09 unu ya
asitleri, geri kalan boliimiinii ise steroller, hidrokarbonlar ve uzun zincirli alkoller gibi
sabunlamayan maddelerden olusur. Palmitik asit ve stearik asit propoliste bulunan doymus yag
asitlerine 6rnektir. Doymamis yag asitlerinden ise nervolik, eicosapentaenoik, arasidonik, oleik,

linoleik ve linolenik asitler propolisten degisen oranlarda izole edilmislerdir (125)

Kimyasal yapistyla ilgili olarak gerceklestirilen analizlerde propoliste 160-300 degisik
bilesen oldugu saptanmistir. Propolisin yapisinda ayrica glukoz, fruktoz, sukroz gibi sekerler,
aminoasitler, B1, B2, C ve E vitaminleri, ile bakir, kursun, demir, molibden, aluminyum, nikel,
stronsiyum, vanadyum, magnezyum, ¢inko, manganez, ve kalsiyum elementlerinin de

bulundugu gosterilmistir.(127)
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Propoliste bulunan flavonoidler esas itibari ile antioksidan aktiviteden sorumludurlar.
Bir flavon bilesigi olan pinosembrin, bakteriler, kiif ve mayalar {lizerine etki etmektedir. Bu
flavonla birlikte galangin, 3-asetil pinobanksin, kaffeik ve ferrulik asitler propolisin biyolojik
aktivitelerinin ¢ogundan sorumludur. Propolisteki diger bir flavon olan Qercetin, antiviral
aktivite gosterir ve damarlarin kuvvetlendirilmesini saglamaktadir. Propolisteki diger flavonlar

ve flavononlar, antiinflamatuar, topikal anestezi ve spazmolitik aktivitelere sahiptir. (127)

Sekil 7 Propolis’in Kimyasal Yapisi

Propolis ve bilesenlerinin metabolizmada g¢esitli enzim sistemlerini etkiledigi
(aktivasyon ya da inhibisyon yolu ile), hiicre metabolizmasi, dolagim, kollajen formasyonu ve
buna bagli yara ve yaniklarin iyilesmesi gibi metabolik etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Bu
etkiler propolis bilesiminde bulunan arjinin etkisi ile gergceklemektedir. Propoliste en fazla
bulunan ve kollajen ile elastin sentezinde yer alan ikinci aminoasit ise prolindir (127). Farelerde
yapilan arastirmalarda propolisin sitokin iireten immun hiicreleri aktive ettigi ve bu etkilerle

propolisin ayn1 zamanda anti-tiimor etkiye de sahip oldugunu ortaya koymustur

Propolisin son yillarda {izerinde durulan ve tartisilan 6zelliklerinden biri de antioksidan
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etkisidir. Organizmada metabolik olaylar asamasinda kaginilmaz bir sekilde ortaya ¢ikan serbest
radikaller, hiicresel yaslanma ve buna bagl olarak, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet,
artritis, parkinson, alzheimer gibi hastaliklara zemin hazirlarlar. Organizma ise baslica
antioksidan enzimler olan SOD (siiperoksit dismutaz), CAT (katalaz), GPx (glutasyon
peroksidaz), GR (glutasyon rediiktaz) ile bunlar1 temizler, eger oksidan madde diizeyi
antioksidan enzim kapasitesini asarsa antioksidan vitaminler (6zellikle C ve E) ikincil savunma
hatt1 olarak devreye girerler (217). Propolisteki temel bilesikler olan flavonoidler ve bunlarla
ilgili  Dbilesiklerin serbest radikalleri temizleme etkisi bilinen antioksidan etkinligi
gostermektedir. Bazi flavonoidler doymamis yag asitlerinin peroksi radikalleri ile reaksiyona
girip temizleyici etki yaparak ozellikle lipid peroksidasyonunun baslangic asamasinda etkili

olurlar.

Propolisin  antiinflamatuvar  etkisini, trombosit agregasyonunu Onleyerek,
prostoglandinler ve l6kotrienler gibi ekazonoidlerin sentezini inhibe ederek ve histamin gibi
inflamasyonda rol oynayan mediatorlerin salinimi engelleyerek olusturdugu one siiriilmiistiir.
Propolisin artrit olusturulmus ratlarda AST ve ALT enzimlerinin seviyelerini kismen diigiirdigii

gosterilmis olup bu etkinin mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Propolis bile iminde bulunan organik maddelerden flavonoidler, serbest radikal
temizleyicisi, metabolik enzim diizenleyici, detoksifiye edici ve immumodulasyonu saglayici
etkileri ile ileri asamalarda antikanserojenik etki gostermektedirler. Propolisin bazi kanser
tirlerinde kullanim1 yapisindaki sinnamik asit ve terpenoidlerin sitotoksik aktivitesi ile ilgilidir.
Bu yoniiyle propolis bagirsak, bobrek, meme, burun ve farenks kanserinde basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Yapilan arastirma sonuglarinda diisiik dozdaki propolisin  meme

karsinomlarini 6nleyici olarak uygulanabilecegi bildirilmistir.

Propolisin normal hiicre aktivitelerini arttirdigini, doku yenilenmesini hizlandirdig,
zarar gormiis pankreas hiicrelerini yeniledigini, ayrica diyabet tedavisine terapdtik katkisi
oldugu calismalarla kanitlanmistir. Propolisin fitodstrojenik etkili olabilecegi ve ostrojen

reseptorleri ile etkile ime girebilme yeteneklerine bagli olarak, dstrojen yetersizligine bagl
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olarak gelisen kalp damar hastaliklari, osteoperozis gibi bozuklarin kismen diizelmesinde etkili
olabilecegi, ayn1 zamanda menapoz ve antropoz sonrasi uygulanabilen hormon replasman
tedavileri (HRT) nin korkulan yan etkileri olan meme ve prostat kanserlerinden korunmaya

kars alternatif bir uygulama olabilecegi de belirtilmektedir. (130).

Propolisin sodyum benzoattan daha fazla antifungal aktivite gosterdigi belirtilerek gidalara raf

Oomriinii uzatmak amaci ile antimikrobik ve antifungal ajan olarak katilabilecegi gosterilmistir.

Propolisin I/R sonucu olusan hasar iizerindeki etkilerine yonelik ¢alismalar azdir. Bu nedenle etki

mekanizmasi arastirilmaya agik dogal bir antioksidandir (18).
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3. MATERYAL VE METOD

Priapizm modelinde Propolisin iskemi reperfiizyon hasari iizerine olasi koruyucu
etkilerinin oksidan-antioksidan denge ac¢isindan degerlendirilmesi amaglanan bu deneysel
calisma dncesinde Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay alinmis
olup (19.07.2024 tarihli ve 53488718-424 sayili etik kurul karari ile) deney Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma

Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1 Calisma Gruplar1

Bu deneysel c¢alismada Spraque Dawley tipi, 300-350 gr agirliginda, toplam 18 adet
eriskin erkek rat kullanildi. Ratlar kendi aralarinda numaralandirildiktan sonra kura ¢ekilerek
randomizasyon yapildi. Randomizasyon yapildiktan sonra ¢aligma, 6 rattan (n=6) olusacak
sekilde 3 rat grubu seklinde olusturuldu (Tablo 1).

Tablo 1. Calisma gruplari

Deney ve Kontrol Gruplar: Grup Basina hayvan adedi
Grup 1(Kontrol Grubu) 6

Grup 2(Priapizm/Reperfiizyon) 6
Grup3(Priapizm/Reperfiizyon+Propolis) 6

Kullanilan toplam hayvan sayisi 18

Tim cerrahi islemlerde anestezi, 80 mg/kg Ketamin ile 10 mg/kg Xylazin

intraperitoneal verilerek yapildi. Iskemik priapizm Sanli modeli (Sanli ve ark.) esas alinarak
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standart 50 cc lik cam uglu irrigasyon enjektorii ile olusturulan vakum ereksiyon cihazi ile elde
edildi. Enjektor ucu flask penis taban ¢apina uygun hale getirildikten sonra, konstriktér band
enjektor ucuna yerlestirildi. Anestezi altindaki ratlarin flask penis tabanina enjektor
yerlestirildikten sonra piston yavasca geri ¢ekildi ve ereksiyon olusana kadar 20 cc’lik negatif
basing olusturularak ereksiyon saglandi. Yeterli ereksiyon elde edildiginde lastik konstriktor
bant penis kokiine enjektdrden itilerek yerlestirilip priapizmle uyumlu klinik olusturuldu
(Resim 1).

Resim 1. Konstriktor bant kullanilarak olusturulan ereksiyon modeli

Grup 1 (Kontrol) (n:6): Kontrol grubu yalnizca penektomi (Resim 2) uygulanan
ratlarda doku MDA ,SAD , GPx, SIRT1, GSH , NFkB, iL6 , STAT 3, HIF1a, GRP78, ATF6,
CHOP,CASP 3 degerindeki degisiklikler ile sakrifiye edilen penis dokusunun histolojik 6zellikleri
degerlendirildi.
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Grup 2 (Priapizm / Reperfiizyon) (n:6): 1 saatlik priapizm sonrasi yarim saatlik
reperfiizyon saglanan gruba penektomi uygulandi, doku MDA ,SAD , GPx, SIRT1, GSH ,
NFkB, IL6 , STAT 3, HIFla, GRP78, ATF6, CHOP,CASP 3, degerindeki degisiklikler ile
sakrifiye edilen penis dokusunun histolojik 6zellikleri degerlendirildi.

Grup 3 (Priapizm / Reperfiizyon + Propolis) (n:6): 1 saatlik priapizm olusturulan
ratlarda, reperfiizyondan yarim saat 6nce Propolis, 100 mg/kg 0.5 cc hacimde olacak sekilde
transperitoneal olarak verildi ve yarim saatlik reperfiizyon saglanan gruba penektomi uygulandi,
doku MDA ,SAD , GPx, SIRT1, GSH , NFkB, iL6 , STAT 3, HIFla, GRP78, ATFS,
CHOP,CASP 3 degerindeki degisiklikler ile sakrifiye edilen penis dokusunun histolojik
ozellikleri degerlendirildi. Bu gruptaki ratlara verilecek olan Propolis dozu, daha 6nce yapilmig

iskemi- reperfiizyon ¢alismasi baz alinarak belirlenmistir.

Tim gruplardaki ratlara penektomi sonrasi eksanguinasyon yontemi ile Otenazi

uygulandi.

Resim 2. Penis diseksiyonu
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3.2 Biyokimyasal Inceleme Y 6ntemi

Biyokimyasal incelemeler KTU Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda yapildi.
Cikarilan penis dokusu iki parcaya boliindii ve bir parca histopatolojik inceleme i¢in %10’luk
formaldehid i¢ine kondu. Diger parga biyokimyasal incelemeler i¢in serum fizyolojik (%0,9

NaCl) ile yikandiktan sonra -80 °C de saklandi.

3.3 Doku Orneklerinin Hazirlanisi

Alinan dokulari her birinden yaklagik 15’er mg’lik kesimler yapildi. Sonrasinda bu
dokular bir homejenizator (IKA Ultra-Turrax T-25, Staufen im Breisgau, Almanya) yardimiyla 2
mL fosfat tamponu (PBS, pH:7.4) igerisinde 9500 rpm’de homojenize edildi. Homojenatlar
1800xg’de 10 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonucu elde edilen siipernatantlarda ilgili

biyokimyasal parametrelerin dl¢iimii gerceklestirildi.

3.4 Doku Orneklerindeki Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

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

sekilde verildi.
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3.5 Doku MDA Diizeylerinin Belirlenmesi

MDA 6l¢iimii, Mihara ve Uchiyama (131) yontemi modifiye edilerek gergeklestirildi. Bu metodun
esasi, MDA’ ’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu molekiiliin renginin 532

nm’deki absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.
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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) igerisinde yaklasik 900 mLsaf su bulunan beherde
¢ozilildl ve ¢ozeltinin pH’s1, pH metrede (Hanna Instrument, HI 9321, USA) 7.4’¢ ayarlandi.

pH’s1 ayarlanan ¢6zeltinin son hacmi 1L’ye tamamlandi.

2) %1’lik H3POj4 ¢ozeltisi: Bir miktar saf su tizerine 2.94 mL %85°lik H3PO4 (Sigma,St. Louis,
MO, USA) alind1 ve son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

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

4) Standart cozeltiler: 82.5 pL 1,1,3,3 tetrametoksipropan (Sigma, St. Louis, MO, USA)
0.01 M 50 mL HCI (Sigma, St. Louis, MO, USA) ¢6zeltisine 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’likstandart ¢ozeltiler

ve kor hazirlandi.

Doku MDA Ol¢iimii:

1. 500 pL stipernatanta 3 mL %1°lik H3POj4 eklenerek karistirildi.

2. Karisima 1 mL %0.672’lik TBA eklenip karigtirildiktan 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 kisimlardan 200’er pL alinip 96 kuyucuklu pleyte yiiklenerek
mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Versamax, Molecular Devices, California, USA) 532
nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi. Elde edilen standart absorbans sonuglari

konsantrasyona kars1 grafige gegirilerek MDA standart grafigi ¢izildi (Grafik 1). Bu grafikten
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yararlanilarak doku MDA seviyeleri nmol MDA/mL olarak hesaplandi. Elde edilen degerler

doku protein miktarina (mg/mL) oranlandi ve sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.
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Grafik 1. Doku MDA 6lgtiimiinde kullanilan standart grafigi

3.6 Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki SOD seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) kit (Finetest, Katalog No: ER0332, Wuhan, China) kullanilarak

belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla asagidaki islemler gergeklestirildi:

SOD standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

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.

Siire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi (BioTek, Winooski, USA) kullanilarak
3 kez yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100°er puL biotinle isaretli antikor ¢6zeltisi eklendi. Pleyt folyo ile kapatilarak
37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.
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Stire 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, ytkama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 5 kez yikand.
Kuyucuklarda kalan artik yitkama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar pL eklendi ve pleyt
37°C’de calkalayicida 20 dakika inkiibasyona birakildi.

Referans dalga boyu olan 620 nm’deki o6l¢iim sonucunda, en yliksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e ulagmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50’ser pL renklenmeyi durdurma
cozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gozlemlendi.

Stire sonunda Ornek ve standart absorbanslari mikropleyt okuyucu spektrofotometrede
(Versamax, Molecular Devices, California, USA) 450 nm dalga boyunda okundu.

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona kars1 grafige gegirilerek SOD standart
grafigi cizildi (Grafik 2). Bu grafikten yararlanilarak doku SOD seviyeleri ng/mL olarak
hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranland1 ve sonuglar ng/mg

protein olarak verildi.
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Grafik 2. SOD o6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi
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3.7 Doku Glutatyon Peroksidaz (GPx) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki GPx seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit (Finetest,

Katalog No: ER0274, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla asagidaki islemler

gergeklestirildi:

GPx standartlar kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

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

Stire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 kez yikand:.
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 pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, ytkama tamponu ile pleyt yikayicisi kullamlarak 5 kez yikandh.
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 calkalayicida 20 dakika inkiibasyona birakildi.

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

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

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek GPx standart
grafigi ¢izildi (Grafik 3). Bu grafikten yararlanilarak doku GPx seviyeleri pg/mL olarak
hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranlandi ve sonuglar pg/mg

protein olarak verildi.
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Grafik 3. GPx dlgtimiinde kullanilan standart grafigi

3.8 Doku Glutatyon (GSH) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku o6rneklerindeki GSH seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda yarigmali ELISA kit

(Finetest, Katalog No: EU2547, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin sirasiyla asagidaki

islemler gerceklestirildi:

GSH standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Hem orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 50’ser pL olacak sekilde ilaveler
yapildiktan sonra her bir kuyucuga 50°ser pL biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi. Pleyt
folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 50 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 pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de c¢alkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, ytkama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 5 kez yikandh.

Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.
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Her bir kuyucuga renklendirme icin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar pL eklendi ve pleyt
37°C’de calkalayicida 20 dakika inkiibasyona birakildi.

Referans dalga boyu olan 620 nm’deki Olglim sonucunda, en diisiik standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e ulagsmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50’ser pL renklenmeyi durdurma
cozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gozlemlendi.

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

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige gegirilerek GSH standart
grafigi ¢izildi (Grafik 4). Bu grafikten yararlanilarak doku GSH seviyeleri ug/mL olarak
hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranlandi ve sonuglar pg/mg

protein olarak verildi.
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Grafik 4. GSH 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi
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3.9 Doku Sirtuin 1 (SIRT1) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku 6rneklerindeki SIRT1 seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA Kit (Finetest,

Katalog No: ER1338, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin sirasiyla asagidaki islemler

gerceklestirildi:

SIRT1 standartlar kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Hem orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er pL olacak sekilde ilaveler
yapild1. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 90 dakika inkiibasyona birakildi.

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

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

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

Her bir kuyucuga renklendirme igin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar uL eklendi ve pleyt
37°C’de calkalayicida 20 dakika inkiibasyona birakild1.

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

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

Elde edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi grafige gegirilerek SIRT1 standart
grafigi cizildi (Grafik 5). Bu grafikten yararlanilarak doku SIRT1 seviyeleri ng/mL olarak
hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranlandi ve sonuglar ng/mg

protein olarak verildi.
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Grafik 5. SIRT1 6l¢timiinde kullanilan standart grafigi

3.10 Doku Niikleer Faktor-Kappa B (NF-kB) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku 6rneklerindeki NF-xB seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit (Finetest,

Katalog No: ER1187, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin sirasiyla asagidaki islemler

gerceklestirildi:

NF-«B standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Hem Orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er pL olacak sekilde ilaveler
yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 90 dakika inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100°er puL biotinle isaretli antikor ¢6zeltisi eklendi. Pleyt folyo ile kapatilarak
37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.

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

Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP c¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyon sonrasinda pleyt, ytkama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 5 kez yikandh.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklagtirildu.

Her bir kuyucuga renklendirme i¢in TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar uL eklendi ve pleyt
37°C’de calkalayicida 20 dakika inkiibasyona birakildi.

Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6l¢iim sonucunda, en yliksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e ulagsmastyla birlikte her bir kuyucuga 50°ser puL renklenmeyi durdurma
cozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gozlemlendi.

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

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige gegirilereck NF-«xB standart
grafigi ¢izildi (Grafik 6). Bu grafikten yararlanilarak doku NF-xB seviyeleri pg/mL olarak
hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranlandi ve sonuglar pg/mg

protein olarak verildi.
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Grafik 6. NF-kB o6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi
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3.11 Doku Interldkin-6 (IL-6) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku 6rneklerindeki IL-6 seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA Kit (Finetest,

Katalog No: ER0042, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin sirasiyla asagidaki islemler

gerceklestirildi:

IL-6 standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandu.

Hem orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er uL olacak sekilde ilaveler
yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 90 dakika inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 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 pL streptavidin-HRP c¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, ytkama tamponu ile pleyt yikayicisi kullamlarak 5 kez yikandh.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga renklendirme i¢in TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar uL eklendi ve pleyt
37°C’de calkalayicida 20 dakika inkiibasyona birakildi.

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

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

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek IL-6 standart
grafigi ¢izildi (Grafik 7). Bu grafikten yararlanilarak doku IL-6 seviyeleri pg/mL olarak
hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarma (mg/mL) oranlandi ve sonuglar pg/mg

protein olarak verildi.
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Grafik 7. IL-6 6l¢timiinde kullanilan standart grafigi

3.12 Doku Sinyal Donistiriicii ve Transkripsiyon 3 Aktivatori (STAT3)

Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku 6rneklerindeki STAT3 seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA Kit (Finetest,
Katalog No: ER0163, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin sirasiyla asagidaki islemler
gergeklestirildi:
e STATS3 standartlari kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.
e Hem oOrneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er puL olacak sekilde ilaveler
yapild1. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 90 dakika inkiibasyona birakildi.
e Siire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.
e Her bir kuyucuga 100’er puL biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile kapatilarak
37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.
e Siire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 3 kez yikand:.
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 ¢alkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.
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e Inkiibasyon sonrasinda pleyt, ytkama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 5 kez yikandh.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklagtirildu.

e Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar uL eklendi ve pleyt
37°C’de calkalayicida 20 dakika inkiibasyona birakildi.

e Referans dalga boyu olan 620 nm’deki ol¢lim sonucunda, en yliksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e ulagsmastyla birlikte her bir kuyucuga 50°ser puL renklenmeyi durdurma
cozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gozlemlendi.

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

e Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige gecirilerek STAT3
standart grafigi ¢izildi (Grafik 8). Bu grafikten yararlanilarak doku STAT3 seviyeleri ng/mL
olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranland1 ve sonuglar

ng/mg protein olarak verildi.
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Grafik 8. STAT3 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi
3.13 Doku Hipoksi-Indiiklenebilir Faktor-1 Alfa (HIF-1a) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku 6rneklerindeki HIF-1a seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA Kit (Finetest,
Katalog No: ER0191, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin sirasiyla asagidaki islemler
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gerceklestirildi:

HIF-1a standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Hem orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er uL olacak sekilde ilaveler
yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 90 dakika inkiibasyona birakildu.
Stire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yitkama 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 yikayicis1t 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 c¢alkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.

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

Her bir kuyucuga renklendirme icin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar uL eklendi ve pleyt
37°C’de calkalayicida 20 dakika inkiibasyona birakild1.

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

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

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige gecirilerek HIF-1a
standart grafigi ¢izildi (Grafik 9). Bu grafikten yararlanilarak doku HIF-1a seviyeleri pg/mL
olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranland1 ve sonuglar

pg/mg protein olarak verildi.
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Grafik 9. HIF-1a 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

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

Doku 6rneklerindeki GRP78 seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA Kit (Finetest,

Katalog No: ER0562, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin sirasiyla asagidaki islemler

gergeklestirildi:

GRP78 standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Hem o6rneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er pL olacak sekilde ilaveler
yapild1. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 90 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 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 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 ¢alkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, ytkama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 5 kez yikandh.

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 calkalayicida 20 dakika inkiibasyona birakildi.

Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6l¢iim sonucunda, en yliksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e ulagsmastyla birlikte her bir kuyucuga 50’ser puL renklenmeyi durdurma
cozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gozlemlendi.

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

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige gegirilerek GRP78
standart grafigi ¢izildi (Grafik 10). 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.

3

R?=0,9986

N
(%]
®

N

Absorbans (450 nm)
{ ]

o
"

"...
0.,

()

0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (ng/mL)

Grafik 10. GRP78 dlglimiinde kullanilan standart grafigi

3.15 Doku Aktiflestirici Transkripsiyon Faktor 6 (ATF6) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki ATF6 seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit (Finetest,

Katalog No: ER1645, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin sirasiyla asagidaki islemler

gergeklestirildi:

ATFG6 standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandu.

-52-



Hem orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er uL olacak sekilde ilaveler
yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 90 dakika inkiibasyona birakildu.
Stire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yitkama 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 uzaklastirildu.

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

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullamlarak 5 kez yikandh.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildu.

Her bir kuyucuga renklendirme i¢in TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar uL eklendi ve pleyt
37°C’de calkalayicida 20 dakika inkiibasyona birakildi.

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

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

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige gegirilerek ATF6 standart
grafigi ¢izildi (Grafik 11). 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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Grafik 11. ATF6 dl¢timiinde kullanilan standart grafigi

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

Doku 6rneklerindeki CHOP seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit (Finetest,

Katalog No: ER0694, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin sirasiyla asagidaki islemler

gergeklestirildi:

CHOP standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Hem o6rneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er pL olacak sekilde ilaveler
yapild1. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 90 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 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 pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, ytkama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 5 kez yikandu.

Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.
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e Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar uL eklendi ve pleyt
37°C’de calkalayicida 20 dakika inkiibasyona birakildi.

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

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

e Elde edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi grafige gecirilerek CHOP standart
grafigi ¢izildi (Grafik 12). Bu grafikten yararlanilarak doku CHOP seviyeleri ng/mL olarak
hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranlandi ve sonuglar ng/mg

protein olarak verildi.

2

= | e o
g 15 b e R?=0,9916
o R
2 )
(%) 1
C .
I .
p - -
2 05 Q.
< o
o’
@
0@
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Konsantrasyon (ng/mL)

Grafik 12. CHOP 6l¢limiinde kullanilan standart grafigi

3.17 Doku Kaspaz-3 (CASP3) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki CASP3 seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit (Finetest,
Katalog No: ER0143, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Bunun igin sirasiyla asagidaki islemler
gergeklestirildi:

e CASP3 standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

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

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

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

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

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullamlarak 5 kez yikandh.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklagtirildu.

Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar pL eklendi ve pleyt
37°C’de calkalayicida 20 dakika inkiibasyona birakildi.

Referans dalga boyu olan 620 nm’deki Ol¢iim sonucunda, en yliksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e ulagsmastyla birlikte her bir kuyucuga 50°ser pL renklenmeyi durdurma
cozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gozlemlendi.

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

Elde edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi grafige gegirilerek CASP3
standart grafigi ¢izildi (Grafik 13). Bu grafikten yararlanilarak doku CASP3 seviyeleri ng/mL
olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranland1 ve sonuglar

ng/mg protein olarak verildi.
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Grafik 13. CASP3 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.20 Histopatolojik Inceleme Yontemi

Calismaya ait histopatolojik incelemeler Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda yapildi. Calisma sonunda; alinan penis dokulari
histopatolojik degerlendirme i¢in Oncelikle tespit i¢in cam kavanozlarda %10’luk formolin
soliisyonuna konuldu. Tespit edilen dokular, daha sonra sirastyla %70, %80, %96 ve absolu
alkolden gecirildi ve ksilenle seffaflagtirildi. Son olarak parafine gomiilerek bloklandi. Elde
edilen parafin bloklardan yar1 otomatik mikrotom (Leica RM 2255, Tokyo, Japan) kullanilarak
4-5 pum kalinliginda seri kesitler elde edildi. Lam iizerine alinan kesitlerin bir kismi
deparafinizasyonun ardindan hematoksilen-eozin (H&E) boyas1 bir kismi ise Masson trikrom
boyasi ile boyandi. Masson trikrom boyasi ile boyanan kesitlerdeki korpus kavernozumlara ait
kirmiz1 boyanmig diiz kas ve mavi boyanmis bag doku-kollajen liflerin yogunlugu kalitatif
olarak degerlendirildi. H&E boyali her bir kesitte ise rastgele segilen bes fakli alan; 151k
mikroskobunda (Olympus BX51; Olympus Co., Tokyo, Japonya) histopatolojik olarak
incelendi. Kavernéz siniislerdeki dilatasyon-konjesyon, kavernéz dokuda dejenerasyonu,
dokudaki inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve tunika albugineadaki ayrilma-diizensizlik gibi
patolojik degisiklikler yar1 kantitatif olarak (0: Hic¢ yok, 1: Hafif, 2: Orta, 3: Siddetli olacak

sekilde) skorlandi (135).
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3.21 Istatistiksel Inceleme Yontemi

Gruplarin karsilastirilmalart normal dagilima uyan parametrik veriler igin tek yonli
Kruskal Wallis varyans analizi (post hoc olarak Mann Whitney U testi) ile; normal dagilima
uymayan parametrik veriler i¢in Kruskal Wallis varyans analizi (post hoc olarak Mann Whitney

U testi) ile yapildi. Yanilma olasiligi 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Histopatolojik Bulgular:

Gruplara ait penis dokusunun 1gik mikroskopik degerlendirmesinde

Kontrol Grubu Histopatolojik Degerlendirme Sonuglart;

Korpus spongiozum ve korpus kavernozumlar normal yapida izlendi. Diiz kas ve kollajen

lifler genel olarak normal gortintimliiydii (Resim A, D).

Priapizm/Reperflizyon Grubu Histopatolojik Degerlendirme Sonuglart;

Korpus kavernozumda yogun 6dem, kavernoz siniislerde belirgin dilatasyon ve tunika
albugineada ciddi ayrilmalar mevcuttu. Korpus kavernozumda 6dem, diiz kas ve kollajen
liflerde diizensizlik ve yer yer dejenerasyonlar goriildii. Kollajen lif ve bag doku yogunlugunda
bolgesel hafif artiglar olmakla beraber genel olarak kontrol grubuna benzer izlendi (Resim B,
E).

Priapizm/Reperfiizyon + Propolis Grubu Histopatolojik Degerlendirme Sonuglari,

Korpus kavernozumdaki 6demin azaldigi, tunika albugineadaki ayrilmalarin ise priapizm
grubuna gore azalmakla birlikte devam ettigi goriildii. Kavernoz siniislerdeki dilatasyon devam
etmekle birlikte konjesyon azalmisti. Korpus kavernozumun diiz kas ve kollajen liflerindeki
diizensizlik-azalmakla birlikte devam etmekteydi. Kollajen lif ve bag doku yogunlugu hasar
grubuna benzerdi (Resim C, F).
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Resim 3
A: Grup kontrole ait penis kesiti. Uretral epitel (UE), Korpus spongiozum (CS), Korpus
kavernozum (CC), (H&Ex200).
B: Grup priapizme ait penis kesiti. Tunika albugineada ayrilma (yildiz), korpus kavernozumda
odem (ok), kaverndz siniislerde dilatasyon (ok basi) (H&E x200).
C: Grup tedaviye ait penis Kesiti. Tunika albugineada ayrilma (y1ldiz), kavernoz sintislerde
dilatasyon (ok bas1), (H&E x200).
D: Grup kontrole ait penis kesiti. Bag doku-kollajen lifler (¢entikli ok) ve diiz kas (koseli ok)
(Masson trikrom x400).
E: Grup priapizme ait penis kesiti. Bag doku-kollajen lifler (¢entikli ok) ve diiz kas (koseli ok)
(Masson trikrom x400).
F: Grup tedaviye ait penis kesiti. Bag doku-kollajen lifler (¢centikli ok) ve diiz kas (koseli ok)
(Masson trikrom x400).
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Tiim dokularda ortak parametreler olarak kaverndz siniis konjesyonu, kavernéz dokuda
dejenerasyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, tunika albugineada ayrilma arastirildi. Gruplara

aitincelemelerde elde edilen histolojik degerlendirme sonuglar1 Tablo 2’de sunulmustur.

Tablo 2. Korpus Kavernozum ve Spongiozuma ait histolojik degerlendirme sonuglar




Skorlama sonuglari igin istatistiksel analizler yapildiginda, kaverndz siniis dilatasyonu /
konjesyonu, kavernoz dokuda 6dem / dejenerasyon, tunika albugineada ayrilma) i¢in gruplar

arasinda anlamli farkliklar olabilecegini ortaya koyan sonuglar elde edildi (Tablo 3.)

Tablo 3. Gruplardan elde edilen histolojik verilerin istatistiksel analizi

Gruplar p degeri*
Kavernoz Siniis Konjesyonu p= 0,001
Kavernoz Dokuda Dejenerasyon p= 0,002
Inflamatuvar Hiicre Infiltrasyonu p> 0,05
Tunika Albugineada Ayrilma p =0,003

*Kruskal Wallis testi

Gruplar arasinda fark olabilecegi yoniindeki veriler elde edilen 3 parametre igin ileri
incelemeler yapildiginda, Kontrol grubu ve Priapizm/reperfiizyon gruplar arasinda,
kavernoz siniis dilatasyonu / konjesyonu, kaverndz dokuda 6dem / dejenerasyon, tunika

albugineada ayrilma acisindan anlamli farkliklar oldugu ortaya konmustur (Tablo 4).

Tablo 4. Kontrol ve priapizm/reperflizyon gruplarina iligkin histolojik verilerin

istastiksel analizi

Gruplar p degeri*
Kavernoz Siniis Konjesyonu p= 0,002
Kavernoz Dokuda Dejenerasyon p= 0,003
Tunika Albugineada Ayrilma p =0,004

*Mann-Whitney U test

Priapizm/reperfiizyon grubu’ ile ‘priapizm/reperfiizyon+Propolis’ karsilastirildiginda istatiksel
incelemeler sonucunda sadece tunika albugineada ayrilma degerlerinde anlamli farklilik

olustugu goriildii.(Tablo 5)
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Tablo 5. Priapizm/reperfiizyon ve priapizm/reperfiizyon+Propolis gruplarina iligkin

histolojik verilerin istastiksel analizi.

Gruplar p<0,05 ise p degeri *

Kavernoz Siniis Konjesyonu

Kavernoz Dokuda Dejenerasyon

Tunika Albugineada Ayrilma p =0,027**

*Mann-Whitney U test

4.2 Biyokimyasal Analiz Sonuglari

Bu calismada, kontrol, priapizm ve priapizm + Propolis uygulanan gruplarda priapizmin
penil doku iizerinde gergeklestirilen biyokimyasal analizler sonucunda elde edilen veriler
asagida sunulmustur

Kruskal Wallis varyans analizi sonrasi kontrol, priapizm, priapizm+Propolis arasinda
olusturulan parametreler; MDA, SOD, GPx, SIRT1, GSH, NFkB, iL6, STAT3, HIFla, GRP7S,

ATF6, CHOP , CASP3 oldugu izlendi (Tablo 6) .
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Tablo 6. Kontrol, priapizm ve priapizm+Propolis gruplarina iliskin biyokimyasal veriler®




*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak sunulmustur

** Kruskal Wallis varyans analizi

Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U test incelemesinde Kontrol grubu ve priapizm gruplari
arasindaki anlamli sonuclanan parametreler ; MDA, SOD, GPx, GSH, NFkB, IL6, HIF1a, ATF6,
CHOP , CASP3 oldugu izlendi (Tablo 7) .

Tablo 7. Kontrol ve priapizm gruplarinin karsilastirilmasi*

* Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi

Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U test incelemesinde Priapizm ve priapizm+Propolis gruplari
arasindaki anlamli sonuglanan parametreler ; SOD, NFkB, HIF1a, ATF6 oldugu izlendi (Tablo 8).

Tablo 8. Priapizm ve priapizm+Propolis gruplarinin karsilagtirilmasi*

* Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi
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Propolis uygulamasinin priapizm ile bozulan parametrelerin normal seviyelere yaklastigini teyit etmek
amaciyla Kontrol ve priapizm +Propolis gruplar: kariglatirilmis olup ; SOD, NFkB, HIF1a, ATF6

iskemi ve reperflizyon tizerine anlami etkileri oldugu izlendi (Tablo 9).

Tablo 9. Kontrol ve priapizm+Propolis gruplarinin karsilastiriimasi*

* Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U Test
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5. TARTISMA

Iskemik priapizm, priapizmin en sik goriilen alt tipi olup penisin kompartman sendromu
seklinde diisiiniilebilir. Iskemik priapizmde vendz obstriiksiyon ve korpus kavernozum
icerisinde staz meydana gelmekte ve sonug olarak asidik, anoksik, hiperkarbik ve glukopenik
bir ortam meydana gelmektedir (36,37). Iskemi 4-6 saatten uzun siirerse geri doniisiimsiiz
korporal doku nekrozu ve fibrotik doku olusumu izlenebilmektedir (42—44). Iskemik priapizmde
diiz kas nekrozu, korporal fibrozis ve perminant erektil disfonksiyon (ED)gibi irreversibl

sonuclar1 azaltmak i¢in acil medikal miidahale gereklidir (136,137).

Reperfiizyon, iskemiye maruz kalan doku ya da organlarin yeniden kanlanmasi ve
oksijenlenmesi olayidir. Reperfiizyon hasari ise, iskemi periyodunu izleyen yeniden kanlanma
doneminde doku ya da organlarda meydana gelen hasar olarak tanimlanir. Hiicre igine
molekiiler oksijenin sunumuyla hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri en ¢ok
suclanan faktor olmakla birlikte, reperfizyon hasarindan birgok mekanizma sorumlu
tutulmustur(71). Olusan serbest oksijen radikalleri biyolojik membranlarda ve serumda bulunan
lipitler ile reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna yol agmakta, bu da iyon kanallarina ve
DNA'ya zarar vererek hiicresel ve metabolik stiregleri sekteye ugratmaktadir(138,139).

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidan, bu olaya da
antioksidan savunma denir(104). Bu savunmada yer alan enzimlerden en dnemlileri de SOD,
katalaz ve GSHPx’dir. Ayrica diger savunma sistemleri olarak vitamin A, vitamin C, vitamin

B9, vitamin E ve oksidasyon zincirini kiran ¢esitli fitokimyasallar bulunmaktadir(140).
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Propolis, bal arilar1 tarafindan bitkilerden 6zellikle de ¢icek ve tomurcuklardan toplanan gesitli

miktarlarda balmumu ve regine karigimi i¢ceren ve kovan bulunan dogal tiriindiir.

Propolisin ¢ok eski yillardan beri geleneksel tipta ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanildig1 ve antimikrobiyal, antioksidan, antitimor, antienflamatuar, antitilser gibi biyolojik

aktivitelere sahip oldugu bir¢ok bilimsel ¢alisma ile gosterilmistir.

Propoliste Mg, Ca, I, K, Na, Cu, Zn, Mn ve Fe gibi elementlerle B1, B2, B6, C ve E
vitaminleri ile ¢ok sayida yag asidi tanimlanmistir. Propolisin siiksinik dehidrogenaz, glukoz-6-

fosfataz, adenozin trifosfataz ve asit fosfataz gibi enzimler igermektedir. (128).

Son yillarda propolisin 6nemli biyolojik etkilerinden birinin de karsinostatik etki oldugu
fark edilmistir. Propolis bilesiminde bulunan organik maddelerden flavonoidler, serbest radikal
temizleyicisi, metabolik enzim diizenleyici, detoksifiye edici ve immumodulasyonu saglayici
etkileri ile ileri agsamalarda antikanserojenik etki gostermektedirler. Bu yoniiyle propolis bagirsak,

bobrek, meme, burun ve farenks kanserinde baagrili bir sekilde kullanilmaktadir.

Propolisin  antiinflamatuvar  etkisini, trombosit agregasyonunu Onleyerek,
prostoglandinler ve lokotrienler gibi ekazonoidlerin sentezini inhibe ederek ve histamin gibi
inflamasyonda rol oynayan mediatorlerin salinimi engelleyerek olusturdugu one siiriilmiistiir.
Propolis ekstraklarmin dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek antiinflamatuvar etkin
olusturdugu ve bu enzim tizerindeki inhibisyonun kafeik asit esterlerine (CAFE) bagl oldugu

belirtilmektedir

Propolisin antibakteriyal etkisi, 6zellikle gram (+) koklar ile gram (-) basiller {izerinde

gbzlenmistir.

Propolis uygulanan deney hayvanlarinda erken dénemde biiyiime faktorlerinde sadece
fibroblast biiytime fakorii (FGF-2) ve vaskiiler endotelyal biiytiime faktoriinde (VEGF) artis
gozlenirken, ge¢ donemde ise kollajen tip-1 artist ve MCP-1 diizeyindeki azalma da diger

gruplardakine benzer sekilde gdzlenmistir.
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Propolisin normal hiicre aktivitelerini arttirdigini, doku yenilenmesini hizlandirdigi,
zarar gormils pankreas hiicrelerini yeniledigini, ayrica diyabet tedavisine terapdtik katkisi
oldugu calismalarla kanitlanmistir. Propolisin fitodstrojenik etkili olabilecegi ve Ostrojen
reseptorleri ile etkile ime girebilme yeteneklerine bagli olarak, dstrojen yetersizligine bagl
olarak gelisen kalp damar hastaliklari, osteoperozis gibi bozuklarin kismen diizelmesinde etkili
olabilecegi, ayn1 zamanda menapoz ve antropoz sonrasi uygulanabilen hormon replasman
tedavileri (HRT) nin korkulan yan etkileri olan meme ve prostat kanserlerinden korunmaya
karsi alternatif bir uygulama olabilecegi de belirtilmektedir. (130).

Farelerde Salmonella enfeksiyonundan sonra patolojik degisikliklerde azalma sagladig:
da propolisin bildirilen etkileri arasindadir . Propolis ekstraktinin in vitro kosullarda kireg
hastalig1 ettkeni olan Ascosphera apis patojenine karsi yiiksek bir etkiye sahip oldugu
belirlenmistir ( ahinler ve ark 2003).

Propolisin belirtilen anestezik etkisinin i¢inde bulunan esansiyel yaglardan kaynakladini
bildirilmektedir. Yapilan ¢alimalar bu anestezik etkilerin kokain ve prokainden daha giiglii

oldugunu gostermistir.

Biz yaptigimiz bu ¢alisma ile ratlarda deneysel olarak olusturulan akut iskemik priapizm
modelinde, 1 saatlik akut iskemik priapizm ve yarim saatlik reperfiizyon sonrasi geri
doniisiimsiiz hasar olugsmadan 6nce dokulardaki erken histopatolojik degisiklikleri (Kavernoz
Siniis Konjesyonu, Kaverndz Dokuda Dejenerasyon, Inflamatuvar Hiicre Infiltrasyonu, Tunika
Albugineada Ayrilma) ve biyokimyasal verileri (Doku MDA ,SAD , GPx, SIRT1, GSH , NFkB,
IL6 , STAT 3, HIFla, GRP78, ATF6, CHOP,CASP 3) inceledik. Doku seviyelerindeki
degisiklikler ve uygulanacak olan Propolisin /R hasar1 tizerine olas1 koruyucu etkisinin

oksidan-antioksidan denge agisindan degerlendirilmesini amagladik.
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Calismamizdaki histopatolojik veriler degerlendirildiginde Propolis’in priapizmde olusan
tunika albugineadaki ayrilma ve konjesyonunu azalttigi izlenmis olup inflamatuar hiicre

infiltrasyonu tizerinde etkisi gozlenmemistir.

Stiperoksit dismutaz (SOD), ROS ve siiperoksit anyon radikallerine karst en 6nemli
antioksidan savunma sistemidir. SOD bir siiperoksit radikalini O2 molekiiliine yiikseltgeyip,
diger bir siiperoksit radikalini ise daha az reaktif bir molekiil olan hidrojen perokside (H202)
indirgenmesini katalize eder. SOD’un ti¢ farkli izoformu vardir. SOD 1 gen mutasyonlari Down
sendromu, Amniyotrofik Lateral Skleroz (ALS) hastaliklarinin patofizyolojisinde rol
oynamaktadir. SOD 2, hiicre farklilagsmasinda, tlimorogenezisde ve pulmoner toksisite ile
uyarilan hipokside major rol oynar. Ayrica, SOD 2 gen mutasyonlar1 nadir goriilen ailesel motor
noron hastaliklari, idiyopatik kardiyomiyopati ve erken yaslanma ile iligskilendirilebilir. SOD
seviyesinin diismesi serbest radikal olusumunu arttirir. Yaslanma ile birlikte SOD seviyeleri
azalir (145). Yaptigimiz caligmada parametrik veriler igerisinde degerlendirilen doku SOD
seviyelerinde Pri/Rep grubunda kontrol grubuna gore yiikselmenin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriilmiis; Pri/Rep+Propolis grubunda ise Pri/Rep grubuna goére doku SOD
diizeylerindeki diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Son arastirmalar,
niikleer faktoér kappa B'nin (NF-kB) otoimmiin bozukluk, inflamatuar, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar gibi hastaliklarda yogun roliinli ortaya koymustur. Bu nedenle,
niikleer faktor kappa B (NF-kB) proteinini hedeflemek, terapdtik bir yaklasim olarak yeni bir
firsat sunmaktadir. NF-xB tiimdr patolojisine ve tedaviye dirence katkida bulunan
proinflamatuvar ve hipoksik yanitlar1 diizenleyen 6nemli bir sinyal molekiiliidiir (146). Doku
NF-xB seviyelerinde Pri/Rep grubunda kontrol grubuna gore yiikselmenin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiis; Pri/Rep+Propolis grubunda ise Pri/Rep grubuna gore doku NF-kB
diizeylerindeki disiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmistir. Bu bulgular

propolisi’in antioksidan 6zelligini desteklemektedir.

Hipoksiye neden olan faktér 1 (HIF-1), eritropoietin, vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii, hem oksijenaz-1, neden olan nitrik oksit sentaz ve glikolitik enzimler aldolaz A, enolaz
1, laktat dehidrogenaz A, fosfofruktokinaz I ve fosfogliserat kinaz 1'i kodlayanlar da dahil olmak

lizere hipoksiye neden olan genlerin transkripsiyonunu aktive eden temel bir heliks-ilmek-heliks
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proteinidir. HIF-1 analiz edilen tiim insan, fare ve sican organlarinda tespit edildi ve mRNA
ekspresyonu hipoksiye maruz birakilan kemirgenlerde orta diizeyde indiiklendigi
gozlenmis. (109). Yaptigimiz ¢alismada parametrik veriler igerisinde degerlendirilen doku
HIF-1 seviyelerinde Pri/Rep grubunda kontrol grubuna gore yiikselmenin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiis; Pri/Rep+Propolis grubunda ise Pri/Rep grubuna gore doku HIF-1
diizeylerindeki diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir.

ATF6 (Activating Transcription Factor 6), hiicre i¢i stresle basa ¢ikmak i¢in devreye
giren bir transkripsiyon faktoriidiir ve 6zellikle endoplazmik retikulum (ER) stresi durumunda
aktive olur. Kalp hiicrelerinde ER stresiyle baglantili hasar1 azaltmak i¢in ATF6 yolunun aktive
edilmesi, kalp yetmezligi gibi durumlarda koruyucu etki gosterebilir.(110) Yaptigimiz
calismada parametrik veriler igerisinde degerlendirilen doku ATF6 seviyelerinde Pri/Rep
grubunda kontrol grubuna gore yiikselmenin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiis;
Pri/Rep+Propolis grubunda ise Pri/Rep grubuna goére doku ATF6 diizeylerindeki diisiisiin

istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir.

Ozan ve ark.(150) IR modeli iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada, kan ve doku MDA
diizeylerini iskemi/reperfiizyon grubunda yiiksek bulmuslar. Bizim de yapmis oldugumuz
caligmamizda doku MDA diizeyleri 6l¢iildii. Pri/Rep grubunda dlgiilen MDA diizeyi, kontrol
grubuna gore artmist1. Pri/Rep+Propolis grubunda ise doku MDA seviyesinde diisiis goriilmekle

beraber gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bulunmada.

Calismamiz 18 rat ile yapildigindan dolay1 biyokimyasal ve histolojik verilerden elde ettigimiz

bulgular artirmak adina daha fazla sayida rat ile cok merkezli deneylere ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6.SONUC VE ONERILER

o Deneysel model, biyokimyasal olarak priapizm/reperfiizyon grubundaki artan doku
SOD seviyelerinin Propolis verilen ratlarda azaldigini géstermistir.

o Deneysel model, biyokimyasal olarak priapizm/reperfiizyon grubundaki artan doku
NF-kB seviyelerinin Propolis verilen ratlarda azaldigini gostermistir.

o Deneysel model, histolojik olarak priapizm/reperfiizyon grubundaki ratlarda izlenen
tunika albugineadaki ayrilma ve konjesyonun Propolis verilen ratlarda azaldigini
gostermistir.

o Propolis, priapizm/reperfiizyon durumunda dokularda olusabilecek biyokimyasal ve
histolojik hasari engellemede etkili olabilecegi goriilmiistiir.

° Calismamizda ve diger benzeri ¢alismalarda elde edilen veriler degerlendirildiginde
Propolisin insanlarda kullanimi konusunda daha fazla calismalara gerek

duyulmaktadir.
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