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OZET

AKUT iSKEMIK PRIAPiZM MODELINDE KAFEIK ASIiT FENETIL
ESTERININ iSKEMi REPERFUZYON HASARI UZERINE OLASI
KORUYUCU ETKIiLERININ DEGERLENDIRILMESI

Giris:

Priapizm, penisin asir1 ve kontrolsiiz bir sekilde uzun siire sert kalmasi durumudur. 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 iki ana tipe ayrilan diisiik akish (iskemik) ve yiiksek akisli (non-iskemik) priapizm olmak
izere farkli mekanizmalara dayanir. Priapizm sonlandiktan sonra iskemi reperfiizyon hasari olusur.
Fenolik asit tiirli olan kafeik asit fenetil esteri (CAPE) giiclii bir antioksidandir. Kafeik asit fenetil
esteri hiicrelerin serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmasina veya detoksifikasyonunun

saglanmasina yardimci olmaktadir.
Amac:

Siganlarda olusturulan penil iskemi-reperfiizyon modelinde uygulanan kafeik asit fenetil
esterinin, priapizm-+treperfiizyon hasari tizerine olasi olumlu etkilerinin histolojik ve biyokimyasal
acidan degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Gerec ve Yontem:

Bu deneysel ¢alismada Spraque Dawley tipi, 350-400 gr agirhginda toplam 18 adet eriskin



erkek rat kullanilmistir (3 grup; her bir grupta 6 rat; kontrol, priapizm+reperfiizyon, priapizm+
reperfiizyont kafeik asit fenetil esteri). Alinan penektomi materyalinde doku TOS, TAS, OSI, GSH,
MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA, SOD, GPx seviyelerindeki degisiklikler ile sakrifiye edilen
ratlarin alinan penis dokusunun histolojik 6zellikleri (kavernoz siniis konjesyonu, inflamatuar hiicre

infiltrasyonu, tunika albugineada ayrilma) degerlendirilmistir.

Bulgular:

Calismamizda kafeik asit fenetil esteri biyokimyasal olarak doku TOS ve TAS degerlerindeki

bozulmayi engelleyebildigi goriildi, histolojik incelemelerde ise inflamatuar hiicre infiltrasyonu

yoniinden koruyucu oldugunu diisiindiiren bulgular elde edildi.

Sonug:

Kafeik asit fenetil esterinin, priapizm/ reperfiizyon durumunda dokularda olusabilecek

biyokimyasal ve histolojik hasar1 engellemede etkili olabilecegi kanis1 uyanmustir.

Anahtar Kelimeler: Priapizm, Kafeik asit fenetil esteri, Reperfiizyon hasari



SUMMARY

ASSESSMENT OF POSSIBLE PROTECTIVE EFFECTS OF CAFFEIC ACID
PHENETHYL ESTER ON ISCHEMIC REPERFUSION INJURY IN AN ACUTE
ISCHEMIC PRIAPISM MODEL

Introduction

Venous obstruction and stasis in the corpus cavernosum occur in ischemic priapism in the
penis. If the intervention is delayed, it can lead to necrosis of cavernosal smooth muscles, irreversible
corporal fibrosis and erectile dysfunction. Ischemia-reperfusion injury occurs after priapism has ended
caffeic acid phenethyl ester (CAPE), a member of the phenols, is a powerful antioxidant. Caffeic acid
phenethyl ester helps protect cells from the harmful effects of free radicals or provide detoxification.

Objective

It is aimed to evaluate the possible positive effects of caffeic acid phenethyl ester 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 Sprague Dawley type, weighing

350-400 g, were used (3 groups; 6 rats in each group; control, priapism+reperfusion, priapism+

reperfusion+ caffeic acid phenethyl ester).



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

In our study, it was observed that CAPE could prevent the deterioration in tissue TOS and TAS
values biochemically. In our study, it was suggested that caffeic acid phenethyl ester caused by
inflammatory cell infiltration has a protective effect in histological examinations.
Result

It has been concluded that caffeic acid phenethyl ester may be effective in preventing

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

Keywords: Priapism, caffeic acid phenethyl ester, Reperfusion injury
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1.GIRIS

Priapizm cinsel istek ya da uyaridan bagimsiz olarak 4 saatten fazla siiren uzamis penil
ereksiyon olarak tanimlanir(1). Priapizmin, iskemik, non-iskemik ve tekrarlayan olmak iizere

3 ana tipi vardir (2).

Iskemik priapizm>%95 oraniyla priapizmin en sik karsilasilan tipidir. iskemik
priapizmdeki asil patoloji progresif olarak artan hipoksi, hiperkapni ve asidoza bagl olarak
degisen korporal metabolik degisimlerdir (3). Yapilan deneysel ve Kklinik calismalar
gostermistir ki, hipoksi ve asidoz 4 saat sonra kavernozal fibrozise neden olmaktadir ve bu
siireden 6nce priapizmin tedavi edilmesi kavernozal fibrozisi 6nleyebilmektedir (4). Iskemik
priapizm, penisin kompartman sendromu seklinde diisiiniilebilir ve kompartman sendromunun
kavernozal fibrozis ve kalici erektil disfonksiyon gibi geri doniigsiiz sonuglarini dnlemek igin
acil tibbi miidahale gerekir (5). Hematolojik diskreziler, iskemik priapizm i¢in baslica risk
faktoriidiir. Tyatrojenik 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 akisl bir fistiil
olusturur (7). Bu tiirbiilansli kan akis1 endotelyal nitrik oksit sentezinin uyarilmasina neden

olan bir mekanizma yoluyla kalici1 bir ereksiyona neden olur (8).

Tekrarlayan priapizm siklikla idiopatik olan nadir goriilen bir durumdur. Cocuklarda

siklikla hematolojik hastaliklar ile iliskili iken, eriskinlerde ise genellikle idiopatiktir (9).



Priapizmin sonlanmasi ile iskemi reperfiizyon (IR) hasar1 meydana gelmektedir (10).
Reperfiizyon iskemik dokunun korunmasi igin gerekli olmasina ragmen, reperfiizyonun
kendisi IR hasarin1 meydana getiren patofizyolojik siireci baslatmaktadir. Oksidatif stres hiicre
membraninda tahribat olusturup kalici hiicre hasarina yol agarak dokularda yikici etkilere

neden olur.

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), antibakteriyel, antiviral, antioksidan, anti-inflamatuar
ve anti-kanser etkileri de dahil olmak tizere birgok biyolojik aktiviteye sahip olan propolisin en
kapsamli arastirilan aktif bilesenlerinden biridir (11). Kafeik asit fenetil ester (CAPE), bal aris1
propolis ekstraktinin aktif bir bilesenidir ve uzun yillardir geleneksel ilag olarak
kullanilmaktadir. Antiinflamatuar, antimitotik, antiviral, imminomodilator ve antioksidan

ozelliklere sahiptir (12).

Iskemi/reperfiizyon hasar;, doku hasarina neden olan toksik metabolitleri azaltan
antioksidanlar tarafindan onlenebilir veya azaltilabilir (13). Antioksidan bilesikler, elektronlar
radikallere baglanabilir ve onlar1 daha kararli bilesiklere indirgeyebilir. Bu nedenle bir
bilesigin indirgeme kapasitesi, onun potansiyel antioksidan aktivitesinin bir gdstergesi olarak
hizmet edebilir. CAPE'in antioksidan potansiyelini gdsteren gesitli ¢alismalar mevcuttur (14-
16). Ayrica antioksidan aktiviteye sahip olmasi nedeniyle lipid peroksidasyonu hasarlarinin

azaltilmasinda da etkin rol oynamaktadir (17).

Reperfiizyondan kaynaklanan hasar, iskemiden ¢ok daha baskindir ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iretiminin, reperfiizyon hasarinin ana nedeni oldugu diistiniilmektedir (18).

Bu nedenle antioksidan tedavisi I/R hasarin etkili bir sekilde azaltmalidr.



Biz bu calismada ratlarda deneysel olarak olusturulan akut iskemik priapizm
modelinde doku TOS, TAS, OSIl, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA, SOD, GPx
seviyelerindeki degisiklikler ve uygulanacak olan kafeik asit fenetil esterinin iskemi
reperflizyon hasar1 {lizerine olas1 koruyucu etkilerinin oksidan-antioksidan denge ac¢isindan

degerlendirilmesini amagliyoruz.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Penis Anatomisi

Penis gevsek bir deri alt1 tabakasi ve ciltle sarilmis bir ¢ift kaverndz cisim ve bir adet
spongioz cisimden olusur. Erkeklerde anatomik ve fizyolojik olarak genitoiiriner sistemin son
pargasi olan kompleks bir yapidir. Genel olarak penis boyu gevsek halde ortalama 8-10 cm,
erekte halde ise 12-14 cm civarlarindadir.

Penis saftinin derisi; smegma iireten glandlar disinda glandiiler yapilar ve kil igermez
ve bu bolgede yag miktari ¢ok azdir. Her korpus tunica albuginea igindedir ve bu ti¢ korpusu
da distan saran buck fasyasi mevcuttur. Buck fasyasinin gorevi penisin hareketli kisminm
desteklemek tunica albugineayr pubik kemige tutturmaktir. Tunica albuginea penise esneklik
ve dayaniklik saglar. Tunica albuginea iki tabakadan olusmaktadir. I¢ tabaka sirkiileruzanim
gosterir ve kaverndz doku barindirir. Dig tabaka ise longitudinal uzanim gosterir ve glans

penisten proksimal kruraya uzanir ve inferior pubik ramusta sonlanir.

Kavernoz cisimler erektilite 6zelligi gosterir, proksimale uzanim gostererek krus ismini
alir ve pubik arka tutunur. Simfizis pubis ile kavernoz cisimler arasindaki ligamentum
suspensoryum, kruslardan sonra ikinci fiksasyon noktasini olusturur. Rektus kilifindan gelen
lifler ile buck fasyasi birleserek ise ligamentum fundiforme penisi olusturur. Buck fasyasi ve

tunica albuginea perinede erektil yap1 kaslarinin derininde birlesir.

Uretra spongidz cismin iginden gecer ve spongioz 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(19-22)(Sekil 1)
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Sekil 1. Penil fasyalar, korporal yapilar, arterler, venler ve sinirlerin ortak goriindiigii penisin
enine kesiti(19)

2.2 Penisin Arteryal Dolasimi

Penisin erektil ve nutrisyonel kanlanmasi internal iliak arterin pudendal dalindan
saglanir. Ana penil arter perineal membranin {istiinde Alcock kanalinda devam eder ve erektil
yapilart beslemek ic¢in #i¢ dal halinde sonlanir. Bunlar; bulbo-iiretral arterler, kavernozal
arterler, dorsal arterdir. (Sekil 2). Bulboiiretral arter korpus spongiozuma posterolateral
siniriin iistiinden 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¢ yap1t da Buck fasyasinin altina yapisir ve bdylece
norovaskiiler bandi olusturur. Dorsal arter seyri sirasinda kavernozal ve sirkumferensiyal

dallar verir (19,21,22).



Circumflex a.
Cavernosal a.

Dorsal a.

Int. pudendal a.

Bulbar a.

Circumflex cavernosal a.

Sekil 2.Penisin arteryal dolasimi(19)

2.3 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 fasyasinin i¢inde uzanir (Sekil 3). Derin dorsal ve kavernozal ven ile iiretral venler

arasinda olmak tizere tiim ven sistemi arasinda anastomozlar vardir(19,23).
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Sekil 3.Dorsal penil arterler, venler ve sinirler(19)

2.4 Penisin Lenfatik Drenaji

Penis cildinin koken alan lenfatikler siiperfisiyal inguinal ve subinguinal

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

seyrederek bilateral yiizeyel ve derin inguinal lenf nodlarina drene olur. Derin inguinal lenf

nodlari ise hipogastrik ve ana iliak lenf nodlarina drene olur(19,24).

2.5 Penisin inervasyonu

Penisin innervasyonu hem otonomik hem de somatik olarak saglanir. Penisin

sensoriyel inervasyonu dorsal sinirler tarafindan saglanmaktadir. Dorsal sinir dorsal arter

yoniinde seyreder ve glans penisi besler. Penisin somatik inervasyonu S2, S3, S4 spinal

sinirlerden koken alan pudendal sinir tarafindan saglanmaktadir. 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).



2.6 Penisin Histolojisi

Penis dorsalde 2 adet bulunan korpus kavernozum ve ventralde 1 adet bulunan,
icerisinden {iretrayr barindiran korpus spongiozum olmak tizere 3 adet silindirik erektil
dokudan olugsmaktadir. Korpus spongiozum distalde glans penisi meydana getirmektedir. Her
bir korpus kavernozum kolajen, elastik lifler ve diiz kas iceren dens bir kilifla ortiiliidiir.
Kavernéz cisimler, siingerimsi cisim ve glans penis; diiz kas, intrakavernozal destek ve
endotelle kapli siniizoidlerden olusur. Penil iiretra yalanci ¢ok kathi silindirik epitelle
doselidir. Glans penis ¢ok katli yass1 epitel ile doselidir. Littre bezleri mukus salgilamakta

olup penil iiretra boyunca yerlesim gosterir(26).

2.7 Ereksiyon Fizyolojisi

Ereksiyon igin, duyusal uyarilar1i aktaran santral sinir sistemine ve isleyen bir
hipotalamo-hipofizer aksa ihtiya¢ vardir. Ayrica aktif korpus kavernozum ve vendz drenaj
sistemine sahip normal bir penis gereklidir(27). Ereksiyon fizyolojik olarak; flask, timesans,

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

Flask fazda, alfa-adrenerjik sistemin aktif olmasi nedeniyle siniizoidler
kontraktedir(28). Cinsel uyari sonrasi kaverndz sinirlerden diiz kas gevsemesini saglayacak
ndrotransmitter salinmasiyla arterlerde dilatasyon, siniizoidlerde kanin depolanmasi, vendz
geri doniiste azalma meydana gelir ve boylece tiimesans fazi olusur. Tunikanin gerilmesiyle,
kaverndz ici basincin artmasi ile penis tam ereksiyon fazina geger (Sekil 4). iskiyokaverndz
kaslarin kasilmasi ile kavernéz basing daha da artar ve rijid ereksiyon fazi gergeklesir(29).
Detlimesansta, kavernoz diiz kasin kasilmasi, arteriyel akimda azalma, vendz geri doniisiin

baslamasiyla penil ereksiyon sonlanir ve sonrasinda flask donem baslar(30).



S2, S3, S4 spinal sinirlerden kdken alan parasempatik sinirler sempatik sinirlerle pelvik
pleksusta birlesirler. Parasempatik sinirler kavernoz arterin vazodilatasyonundan sorumlu olup
gelen uyarilarla ereksiyonu baglatirlar(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

kaslariin kasilmasi rijid ereksiyon olusumunu saglar(32).

Ereksiyonu saglayan ana mediator NO ‘dur(21). NO; hiicre i¢indeki reseptorii 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).

FIG. 68.6 The mechanism of penile erection. (A) In the flaccid state, the
aneries, anerioles. and sinusoids are contracted. The intersinusoidal and
subtunical venous plexuses are wide open, with free flow 1o the emissary
wveins. (B) In the erect state, the musciles of the sinusoidal wall and the
arterioles relax, allowing maximal flow to the compiiant sinusoidal spaces.
Most of the venules are compressed between the expanding sinusoids.
The larger venules are sandwiched and flattened between the distended
sinusoids and the tunica albuginea. This effectively reduces the venous
capacity to a minimum. (C and D) Scanning electron micrographs of casts
of a canine subtunical venous plexus in the flacad (C) and erect (D) states,
(A and B, From Lue TF, Giuhiano F, Khoury S, et al.: Clirncal manual of
sexual medicine: sexual dysfuncuon in men, Paris, 2004, Health
Publications.)

Sekil 4.Penil ereksiyonun mekanizmasi(35)
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2.8 Priapizmin Patofizyolojisi

Priapizm tam veya parsiyel penil tlimesansin 4 saatten uzun siiredir devam etmesi
seklinde tanimlanabilen nadir bir patolojidir(36—38). Priapizm insidansi 1.5/ 100.000 dir(39).
Biiyiik ¢ogunlugu idyopatiktir(40). Genel olarak priapizm etyoloji ve klinik seyrine gore
iskemik (veno-okluzif, diisik akimli), 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 obstriiksiyon ve
korpus kavernozum igerisinde staz meydana gelmekte ve sonu¢ olarak asidik, anoksik,
hiperkarbik ve glukopenik bir ortam meydana gelmektedir(36,37). Iskemi 4-6 saatten uzun
stirerse geri doniislimsiiz korporal doku nekrozu ve fibrotik doku olusumu izlenebilmektedir
(42-44). Bundan dolay1 iskemik priapizmde penil kan akiminin bir an dnce optimal sartlarda
saglanmasi, acil tedavinin ana prensibi olmalidir. Bu amacla uygulanacak giincel medikal ve
cerrahi tedaviler yaninda, priapizm patofizyolojisinde etkin olan ikincil yolaklar iizerinden

yeni tedavi modelleri giincel arastirma konularidir(45,46).

Priapizm nedeniyle degerlendirilen bir hastada korporal aspirasyon ve kan gazi analizi
yol gostericidir (38). Renkli doppler ultrasonografi rutin olarak onerilmemekle 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
(PDE5) enzim aktivitesi, norepinefrin (NE), endotelin-1 (ET) ve Rho-kinaz cevabidir.
Priapizm etyopatogenezinde penis diiz kas dokusunda kontraksiyonda etkin olan
mekanizmalar azalmis, relaksasyonda etkin olan mekanizmalarda ise artmis bir fonksiyon

beklenmektedir. (49-51).

2.9 Kavernozal Diiz Kas Relaksasyonunda Artisa Yol A¢an MekanizmalarNO-
CGMP Yolag

Ereksiyonda etkin olan en o6nemli mekanizma non-adrenerjik, non-kolinerjik NO-
cGMP yolagidir. Tiimesans i¢in asetilkolin, endotel ve sinir hiicrelerinden nitrik oksit sentetaz
(NOS) salinimini uyarir. NOS, néronal nitrik oksit sentetaz (NNOS), endotelyal nitrik oksit
sentetaz (eNOS) ve immiin hiicreler ve makrofajlardan salinan indiiklenebilir nitrik oksit
sentetaz (iINOS) olmak iizere lic formda bulunmaktadir. Korpus kavernozumda her ti¢ tip de
mevcut olmakla birlikte, nNOS ereksiyonun baslamasindan, eNOS ise siirdiiriillmesinden
sorumludur. Sentezlenen NO, diiz kas hiicresi igine diffiize olarak solubl guanilat siklazi
(sGC) aktive etmektedir. sGC ereksiyon sirasinda NO ile cGMP arasinda baglanti gorevi
yaparak, guanozin trifosfattan (GTP) cGMP olusumunu saglamaktadir. Olusan cGMP, spesifik
protein-kinaz G ile bir kompleks olusturarak bir taraftan endoplazmik retikuluma kalsiyum
sekestre ederken, diger taraftan voltaj bagimli kalsiyum kanallarini inhibe eder. Ayn1 zamanda
potasyum kanallarin1 agarak membran hiperpolarizasyonunu saglar. Sonug¢ olarak hiicre i¢i
kalsiyumun diismesiyle miyozin hafif zincir kinaz enziminin inhibisyonu, aktin iizerindeki
miyozin kopriilerini ayristirir, diiz kas gevseyerek tiimesans ortaya c¢ikar. Uzamis istemsiz

ereksiyon olarak tanimlanan priapizm patofizyolojisinde, ereksiyondaki normal diiz kas
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fonksiyonunu saglayan NO-CGMP yolaginin 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 sinirlarin iizerinde artmis olasi bir NO-cGMP duyarlilig1 rol

oynayabilecektir(53).

Adenozin Yolagi

Adenozin, ATP’den sentezlenir ve ozellikle 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 bagl olarak ekstraseliiler
ortamda ATP’den CD39 ve CD74 enzimleri ile adenozin ortaya ¢ikmaktadir. Yine hiicre
icinde de sitokrom 5’-niikleotidaz enzim katalizorliiginde 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 ilizerinden yapmaktadir. A2
reseptorii Gs proteinine baglanarak adenilat siklazi (AC) aktive etmektedir. Sonug¢ olarak
aktive adenilat siklaz ATP’nin cAMP’ye doniigiimiinii saglayarak, A2 reseptorii araciligr 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 olas1 etkenlerden biri olabilecegi bildirilmektedir. Wen ve arkadaslari
deneysel priapizm modellerinde adenozin deaminaz (ADA) enzim defektine bagli olarak,
adenozin seviyesinde artis oldugunu ve artan adenozin seviyesine bagli 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
cok onemli fonksiyonlar1 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 lizere 3 izoformuda bulunmakla birlikte
insanlardaki en onemli izoform HO1’dir. Hipoksi, stres ve reaktif oksijen iiriinlerinin
varliginda HO1 diizeyi artmakta ve HO1 heme proteinini yikarak CO, Fe(II) ve biliverdinin
aciga ¢ikmasina 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 arkadaglar1 ozellikle 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).

2.10 Kavernozal Diiz Kas Kontraksiyonunda Azalmaya Yol Acan 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
siirlarda olmayan orak hiicre anemili hastalarda, orantisiz ¢cGMP sentezine bagimli olarak
PDES5’te bir disregiilasyon ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla bazal seviyenin iizerinde cGMP

salimimina sebep olabilecek, noktiirnal penil tiimesans gibi fizyolojik siireglerde kavernozal
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dokularda disregiile halde bulunan PDE5 tam etkinlik gdsterememekte ve artmis bir
vazodilatasyon sonucu uzamis ereksiyon ortaya c¢ikmaktadir. Dolayisiyla cesitli yollarla
CGMP-PDES5 regiilasyonunun optimum sartlarda saglanmasi, Ozellikle orak hiicre anemili
hastalarda tekrarlayan priapizm ataklarimi engellemede etkin olabilecektir. Bialecki ve
Bridges, 50 mg sildenafilin orak hiicre anemili hastalarda tekrarlayan priapizm ataklarini
onledigini bildirmislerdir(63). Burnett ve arkadaslar1 da giinliik 25 veya 50 mg sildenafil veya
haftada 3 defa 5 mg tadalafil tedavisi ile 3-11 ay takip sonucunda, orak hiicre anemili

hastalarda priapizm niiksiinde belirgin azalma goriildiigiinii rapor etmislerdir(64).

Azalms Norepinefrin(NE) Cevabi:

Penil arteriyel ve siniizoidal diiz kaslarda kontraksiyon yaparak tlimesanst sonlandiran
en onemli mediator norepinefrindir. Penil arteryel diiz kaslarda hem alfa hem de beta
adrenerjik lifler ve reseptorler bulunmakla birlikte alfa reseptorlerinin beta reseptorlerinden on
kat daha yiiksek oranda bulundugu belirlenmistir(65). Norepinefrin, diiz kas hiicre zarindaki
alfa 1 ve alfa 2 reseptorlerine baglanarak etkinlik gostermektedir. Alfa 1 reseptorlerin
uyarilmasi ile G-proteine bagh fosfolipaz C aktivasyonu saglanmakta ve bu da 1, 4, 5-inositol
trifosfat olusumunu uyararak hiicre i¢i depolardan kalsiyum iyonu salinmasi sonucu
vazokonstriksiyona sebep olmaktadir. Ayrica alfa 2 reseptor uyarimi adenilat siklaz enzimini
inhibe ederek siklik adenozin monofosfat (cAMP) olusumunu azaltarak penil detiimesans
olusumuna katkida bulunmaktadir(66). Muneer ve arkadaslar1 6zellikle penil kavernozal diiz
kas hiicrelerinin uzamig priapizm siiresi ile orantili olarak, NE’ye azalan oranlarda cevap

verdigini belirlemislerdir(67).

Endotelin Etkinligi:

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

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

ereksiyonun uzamasinda etkin olmaktadir(70).

2.11 iskemi ve Reperfiizyon

Hipoksi aerobik oksidatif solunumu etkileyen, son derece dnemli 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 ¢ok
suclanan faktor olmakla birlikte, reperfiizyon 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). Asir1 miktarda TGF-b1l iskemik priapizmde fibrozise neden olan aracilardan
birisidir. TGF-bl 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 nétrofillerindeki dnemli antimikrobik sistem enzimlerinin
basinda yer almaktadir. Miyeloperoksidazin antimikrobik etkisi, hidrojen peroksit bagimli
olup, klorun ve tiyosiyanatin etkili antibakteriyel ajanlar olan hipokloréz asit ve
hipotiyosiyandz asite doniismesinin katalizlemesinden kaynaklanir. Miyeloperoksidazin
katalitik etkisi esnasinda meydana gelen reaktif maddeler normal biyomolekiiller ile de
tepkimeye girdiklerinden, miyeloperoksidaz enzimi ¢esitli enflamatuar hastaliklardaki hiicre

ve doku hasarina da neden olur(76,77).

Endoplazmik retikulum (ER), hiicre disina gonderilecek proteinlerin ve membran
yapisindaki proteinlerin sentezinin ve katlanmasinin gerceklestigi mebrandz ag yapisinda bir
organeldir(78). Proteinlerin her katlanma asamasinin basarili bir sekilde tamamlanmasi igin
protein katlanmasinda rol oynayan molekiiller gérev 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 icin UPR (unfolded protein response) denilen katlanmamis protein yaniti olusturur.
Bu yanitin olugsmasinin ardindan protein metabolizmasinda sentezin yavaslatilmasi ve yikimin
artirilmast suretiyle ER’nin yiikiinii azaltici yonde bir sinyal agi 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 iliskili yikim yolunun aktivasyonunda rol alan genlerin
transkripsiyonunu uyarir ve ER’un iizerine binen talep yiikiiniin karsilanmasimni saglar.

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

2.12 Mekanizmalar

Iskemik dénemde hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelir. Dokuya
gelen kan akimimin 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 pompasi inhibe olur. Sonucta hiicre
icinde Na+ ve Ca+2 iyon konsantrasyonlari artar. Hiicre iginde Ca+2 iyon konsantrasyonunun
artig1 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 {iriinleri olan adenozin ve AMP

birikir.

Intraseliiler kalsiyum artis1, kalsiyum bagimli sitozolik proteazlari aktive eder.
Proteazlarin aktivasyonunun artmasiyla hiicre i¢i hipoksantin dehidrogenaz enzimini ksantin
oksidaza doniistiiriir(83). Reperflizyonla birlikte gelen oksijeni ksantin oksidaz; oksidan olarak
kullanarak hipoksantinden ksantin, ksantinden de {irik asit metabolitlerinin olusumunu saglar
ve bu mekanizmalar sonunda siiperoksit anyonu olusur. Normal fizyolojik kosullarda olusan
02 , siiperoksit dismutaz (SOD) ile once hidrojen peroksite (H202), sonra katalaz etkisi ile
suya doniisiir. Ancak IR’de ksantin oksidaz etkisine bagh olarak artan O2” ve H2Op,

antioksidan kapasiteyi asar ve ortamdan etkin bir sekilde temizlenemez. H,0, daha sonra Fe*?
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gibi gecis metalleri veya stiperoksit radikalleri ile (Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari)

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

Iskemi I

$ ATP s mump AMP =» Adenozin = inozin =+ Hipoksantin

. dohic Ksantin o
santin dehidrogenaz — . .. 2
'1' ca2+ . Kalsiyum bagimh ‘/ >
proteinaz akivasyonu 9
A =
Ksantin G
Katalaz SOD S

O2
HoO e H ()5 <t
Fel Fenton
reaksiyonu 3
~  Urik asit

OH"

(o e
O

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 {iretimi doku
hasari ve hiicre olimii 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 (O2’)’nun
baglica kaynagidir. Normalde olusan bu siiperoksitler, SOD enzimi tarafindan hizlica
dismutasyona ugratilir. Iskemi durumunda ETZ’nin de molekiiler oksijen yokluguna baglh
olarak elektron akisit durdugundan bu kompleksler (6zellikle kompleks I) indirgenmis diizeyde
kalir. ETZ’den sizan elektronlar rezidiiel oksijenle reaksiyona girerek siiperoksit anyonu (O2)

tretimine Yol agarlar(92).

Stiperoksit radikali, serbest radikal hasarina karsi 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 igermedigi i¢in 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
notrofiller, endotelyal bazal membran bilesenlerini ve endotelyal bariyer fonksiyonunu

stirdiiren bileske proteinlerini pargalayabilen gii¢lii proteazlar da iiretir(95).

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

ezimlerini igerirler. Iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamas: ile birlikte, dokuya sunulan
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oksijenin yaklasik %70°1 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 giiglii bir oksidandir ve bir¢ok biyolojik molekiille kolayca
reaksiyona girebilir(96).

Komplemanin Rolii

Iskemi/reperfiizyon sonucunda bircok proinflamatuvar mediator olusur ve kompleman
aktivasyonu yapar. C5a l0kosit 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. Ayni zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek ve

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

Endotel Hiicresinin Rolii

Oksidatif stres endotel hiicrelerinin islevlerinin bozulmasmna 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 reperfiizyon hasarini daha da artirir(102).
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2.13 Antioksidanlarin Rolii

Viicudumuzda oksidatif stresi onleyen, enzimler ve endojen maddeler bulunur. Fakat
bazen oksidanlar belirli bir diizeyin iizerine ¢ikar veya antioksidanlar yetersiz olup, denge
bozulursa soz konusu oksidan molekiiller organizmaya zarar verir. Bu nedenle viicuda
disardan koruyucu, engelleyici, iyilestirici 0Ozelliklere 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 kirici
etki ile serbest radikal iireten kimyasal reaksiyonlar1 durdurarak, baskilayici etki ile reaksiyon
hizin1 azaltarak, onarici etki ile biyolojik molekiilerdeki hasar1 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).

2.14 Enzimler

i) Siiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz enzimi siiperoksidin, hidrojen peroksid ve molekiiler oksijene

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

yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir(107).

i) Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon, hemen hemen biitiin 6karyotik hiicrelerde sentezlenir. Bundan dolay:
yiikksek yogunluklarda bulunur. Glutatyon bir antioksidan olarak hareket eder ve ayrica
hiicrenin  redoks durumunu korumada, detoksifikasyon sisteminin  calismasinda,
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 gérmesini engeller. Eritrositlerde oksidatif

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

i) 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 tasiyici
ve baglayic1 ozellik ile detoksifikasyon yapar. Karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi
tarafindan reaktif ara iirlinlere doniistiiriilen yabanci maddelerin daha az reaktif konjugatlara

dontigiimiinii katalizler(109).
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iv) Katalaz

Peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur.

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

v) 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
tiretimi mitokondriyal sitokrom oksidaz enziminin kapasitesini asar ve bu durumda diger

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

Vitaminler

i)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. Stiperoksit,
hidroksil, singlet oksijen, hidroperoksil, lipid peroksil radikalleri ile reaksiyona girerek onlar
ortamdan temizler. Lipid molekiillerinin oksidasyonu ile olusan lipid peroksitler; vitamin

C’nin antioksidan etkisiyle sulu ortamda ¢o6ziilerek oksidan etkilerini kaybederler(111).

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

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

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

faktorlerdir(112).

i) 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 parcalanmadan 6nce 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 saptanmustir(114).

i) Vitamin K

K vitamini; ispanak, lahana, domates, bezelye, hububat gibi bitkisel besinlerde
bulunur. Viicutta kanin pihtilasmasinda ve kemiklerde kalsiyum ¢6kmesinde rol alir. Vitamin
K’nin metabolik iiriinleri de zincir kiric1 bir antioksidan etkiye sahiptirler. Bu etki homojen
stvilarda vitamin E’ye esit, yumurta saris1 gibi vezikiiler ortamlarda Vitamin E’den fazladir.
Vitamin K metabolitlerinden vitamin K-hidroksikinon, siirekli rejenere olabildiginden giiglii

bir antioksidan etkiye sahiptir(105).

Karotenoidler

Karotenoidler; hidroksil, siiperoksit ve peroksil radikalleri ile etkilesime girerek radikal
stipliriiclisii olarak is goriir. Yiiksek konsantrasyonlarda, lipidleri peroksidasyondan korurlar.
Serbest radikaller ile karotenoidler arasindaki iligskide temel olarak ti¢ mekanizma goze ¢arpar.

Serbest radikallere yeni bir radikal ekleme, yapisindan bir hidrojen kopararak radikali etkisiz
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hale getirme ve yapisindan bir elektron transfer ederek radikali yiiksiizlestirme
seklindedir(115).

A vitamini normal goérmede, hiicre farklilasmasinda ve g¢ogalmasinda, epitel
biitiinliigiin saglanmasinda, immun yanitta, genitotiiriner Sistem {izerinde Kritik rol oynar.
Vitamin A'nin 6n maddesi olan -karotenin singlet oksijeni bastirabildigi, stiperoksit radikalini
temizledigi ve peroksit radikalleriyle direkt olarak etkileserek antioksidan gorev gordiigii

saptanmistir(110).

Likopen kirmizi renkte bir karotenoiddir. Yapisindaki ¢ift baglarin fazla olmasi
nedeniyle, diger karotenoidlere oranla daha cok singlet oksijen yakalar. Ayrica hidrojen
peroksit ve nitrojen dioksiti de inaktive etme yetenegi vardir. Diger karotenoidler gibi tiyil ve
stilfonil radikallerini de tutar. Nitrojen dioksitin neden oldugu membran hasar1 ve hiicre
olimiine kars1 lenfositleri korur. Likopenin antioksidan &zelikleri yaninda hiicreler arasi

iletisimdeki roliiyle de hiicreleri kansere kars1 korur(110).

Melatonin

Pineal bezden salgilanan, uyku, iireme, sirkadiyen ritim ve immiinite gibi pek ¢ok
biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur. Normal geng eriskinlerde
giindiize gore, gece 3-10 kat daha yiiksek bulunur(116). Direkt antioksidan etki ile HO-, H202,
HOCI, NO-, ONOO-gibi oksidatif strese yol acabilen serbest radikalleri detoksifiye ettigi ve
boylece  onlarin  biyomolekiiller  {izerindeki  zararli  etkilerini onleyebildigi

bildirilmektedir(117).

Tiyol Bilesikleri

Glutatyon karacigerde sentezlenebilen bir tripeptitdir. Okside olmus hali glutatyon

disiilfittir (GSSG). Hiicrede; sitozol, ¢ekirdek ve mitokondride bulunur. Organizmada hiicre
- 26 -



icinde depolanir ve GSH/GSSG orami hiicredeki oksidatif stress miktarini yansitir(106).
Dokularda agiga ¢ikan lipid peroksitler, hidrojen peroksit, askorbik asit, serbest radikalleri
indirger(118). Eritrositleri, 16kositleri ve goz 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 yaptiklar1 akciger hasarini da azaltir(109).

Sistein GSH sentezinde énemli 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 6nemli 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, dnemli bir metil vericisi olup, proteinlerin sentezi igin gereklidir. Viicuttaki
stilfiirin temel kaynaklarindan biri olup, hayvanlar tarafindan sentezlenemeyip besinlerle
yeterli miktarlarda alinabilir. Metionin, toksik olan asetaldehidin diizeyini diisiirerek alkoliin

zararh 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, stiperoksit anyonlari, lipid peroksil radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi serbest

radikalleri yakalayarak gosterirler(110).
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Selenyum

Selenyum glutatyon peroksidaz aktivitesi ic¢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
yapilar1 oksidatif hasara karsi koruma goérevi goriir. Selenyumun, karsinogenezisin, baglama ve
ilerleme safhalarini inhibe ettigini ve hedef hiicrelerde proliferasyon hizini diistirdiigiini gosteren
bulgular vardir(122).

2.15 Kafeik Asit Fenetil Esteri (CAPE)

Fenolik asitler, fenoller olarak da bilinen organik bilesiklerin bir alt grubunu olusturan
kimyasal bilesiklerdir. Bu asitler, fenol halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubuna sahip
olan karboksil asitleridir. Fenoller, genellikle bitkilerde bulunan ve antioksidan ozelliklere

sahip olan bir grup bilesiktir.(123).

Kafeik asit, bitkilerde bulunan bir fenolik asit tiiriidiir. Kahve c¢ekirdekleri, cay
yapraklari, meyveler ve bazi bitkiler kafeik asit igerir. Fenolik asitler genellikle antioksidan
Ozelliklere sahip olup, serbest radikallerle savasarak hiicre hasarini azaltabilirler. Propolis,
iceriginde bir dizi biyolojik olarak aktif bilesen icerir. Yapilan ¢aligmalara gore, kafeik asit
gibi fenolik asitler, propolis icerisinde bulunabilir. Bu fenolik asitler propolisin antioksidan,
antimikrobiyal ve anti-enflamatuar 6zelliklerine katkida bulunabilir (124). Fenolik maddeler,
lipid peroksi (ROO) ve alkoksi (RO) radikalini parcalayip lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonunu sonlandirmaktadir (125,126). Fenolik asitlerin serbest radikaller ile redoks
dongiisiine katilip hidrojen alicis1 olarak gérev yapabildikleri ve metal iyonlarimin, giiglii metal

selatorleri olmalari sayesinde de antioksidan aktivite gosterdikleri rapor edilmistir (127).
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Bir fenolik asit olan kafeik asit fenetil esterinin bu biyolojik fonksiyonlari1 sayesinde
serbest radikallerin neden oldugu hastaliklarin olusmasin1  engelleyebildigi  veya

erteleyebilecekleri diistiniilmektedir.

HO AN

HO

Sekil 7 Kafeik Asit Fenetil Esterinin Kimyasal
Yapist

Kafeik asit, dogal olarak bir¢ok bitkide bulunan bir fenolik asittir. Fenolik asitler,
bitkilerde bulunan ve antioksidan 6zelliklere sahip organik bilesiklerdir. Kafeik asit, kahve,
sebzeler, meyveler ve bazi tiirlerdeki otlarda bulunabilir. Kafeik asit, kahvede (6zellikle kahve
cekirdeklerinde), sebzelerde (6rnegin, enginar, brokoli), meyvelerde (6rnegin, elma, armut) ve

bazi otlarda dogal olarak bulunur. Ayrica, propolis gibi ari {riinlerinde de kafeik asit
bulunabilir(128).

CAPE, kafeik asidin bir ester tiirevidir. Kafeik asidin fenetil esteri, propolis iginde
bulunan 6nemli biyoaktif bir bilesen olarak bilinir. CAPEnin antioksidan ozellikleri vardir.
Antioksidanlar, viicuttaki serbest radikalleri notralize ederek hiicresel hasari azaltabilir ve
genel sagligir destekleyebilir. CAPE'in propolis icindeki diger bilesenlerle birlikte bakteri,
mantar ve viriislere kars1 potansiyel antimikrobiyal etkilere sahip oldugu diisiiniilmektedir.
CAPE'nin anti-enflamatuar o6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Bu, inflamasyonu

azaltabilme ve bagisiklik sisteminin yanitini diizenleyebilme potansiyeli anlamina gelir.
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Bazi aragtirmalar, CAPE'nin antitiimor oOzelliklere sahip olabilecegini ve kanser
hiicrelerinin biiylimesini engelleyebilecegini gostermektedir. Ancak, bu konuda daha fazla
calisma ve klinik arastirmaya ihtiyag¢ vardir (129). Ayrica antioksidan aktiviteye sahip olmasi
nedeniyle lipid peroksidasyonu hasarlarinin azaltilmasinda da etkin rol oynamaktadir (17).
Propolis, bal arilar1 tarafindan kozalakli agag¢ ve bitkilerin tomurcuklarindan ve sizintilarindan
toplanan natiiropatik bir formiilasyondur. Arilar tarafindan kovanda koruyucu bariyer olarak

kullanilir.

CAPE, antibakteriyel, antiviral, antioksidan, antiinflamatuar ve anti-kanser de dahil
olmak {iizere ¢ok sayida 6nemli biyolojik aktiviteye sahiptir. CAPE, transkripsiyon faktorii
niikleer faktoér kappa B'nin (NF-kB) iyi bilinen ve iyi belgelenmis bir inhibitoriiniin yani sira
apoptozun bir indiikleyicisidir. (131) CAPE aracili apoptoza, insan 16semik HL-60
hiicrelerinde kaspaz-3'in aktivasyonu, Bcl-2'nin asag1i regiilasyonu ve Bax'in yukari
regililasyonu eslik eder. Diisiik dozlarda CAPE ayrica lipid peroksidasyonunu baskilar ve

antioksidan aktivite gosterir.

Jing Wu ve arkadaslar1 (2011) kafeik asit fenetil esterinin (CAPE) antikanser aktivitesi
iizerine calismiglar ve CAPE'nin ¢esitli konsantrasyonlarinin tiimér ve normal hiicreler
tizerindeki sitotoksik etkilerini incelemisler. Tiimdor hiicrelerinde apoptozu indiikledigini
gostermiglerdir. CAPE tiimor hiicreleri iizerinde hem bir uyarict hem de hiicre 6liimiinii
gerceklestiren bir biyomolekiildiir. Ayni zamanda iyi bir serbest radikal uzaklastirici olmasiyla
vitaminlere katki olmasi ve ilave besinler ile alinmasi kanser riskini azaltmak agisindan 6nem

tasimaktadir(130).
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Propolis ekstraktinin aktif bir bileseni olan kafeik asit fenetil ester, mikromolar
konsantrasyon araliginda 5-lipoksijenazi inhibe eder. Inhibisyon rekabetci olmayan tiptedir,

yani inhibit6r enzim-substrat kompleksine baglanir ancak serbest enzime baglanmaz (132).

CAPE’nin I/R sonucu olusan hasar tizerindeki etkilerine yonelik ¢alismalar azdir. Bu

nedenle etki mekanizmasi arastirllmaya acik dogal bir fenolik antioksidandir (18).
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3. MATERYAL VE METOD

Priapizm modelinde kafeik asit fenetil esterinin iskemi reperfiizyon hasari iizerine olasi
koruyucu etkilerinin oksidan-antioksidan denge agisindan degerlendirilmesi amaglanan bu
deneysel calisma oncesinde Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan
onay alinmis olup (01.06.2022 tarihli ve 2022-20 sayili etik kurul karar1 ile) deney Karadeniz
Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi Deney Hayvanlar1 Uretim ve

Arastirma Laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.1 Calisma Gruplan

Bu deneysel ¢alismada Spraque Dawley tipi, 300-350 gr agirliginda, toplam 18 adet
eriskin erkek rat kullanildi. Ratlar kendi aralarinda numaralandirildiktan sonra kura c¢ekilerek
randomizasyon yapildi. Randomizasyon yapildiktan sonra ¢alisma, 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+CAPE) 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

-32 -



standart 50 cc lik cam uclu irrigasyon enjektorii ile olusturulan vakum ereksiyon cihazi ile elde
edildi. Enjektor ucu flask penis taban ¢apina uygun hale getirildikten sonra, 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 TOS, TAS, OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA, SOD, GPx
degerindeki degisiklikler ile sakrifiye edilen penis dokusunun histolojik 6zellikleri

degerlendirildi.

-33-



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

dokusunun histolojik 6zellikleri degerlendirildi. ,

Grup 3 (Priapizm / Reperfiizyon + CAPE) (n:6): 1 saatlik priapizm olusturulan
ratlarda, reperfiizyondan yarim saat 6nce Kafeik asit fenetil esteri, 24 mg/kg 0.5 cc hacimde
olacak sekilde transperitoneal olarak verildi ve yarim saatlik reperfiizyon saglanan gruba
penektomi uygulandi, doku TOS, TAS, OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA,
SOD, GPx degerindeki degisiklikler ile sakrifiye edilen penis dokusunun histolojik 6zellikleri
degerlendirildi. Bu gruptaki ratlara verilecek olan CAPE dozu, daha 6nce yapilmis iskemi-

reperfilizyon ¢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 Yontemi

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

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

3.3 Doku Orneklerinin Hazirlanisi

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

ilgili biyokimyasal parametrelerin 6l¢iimii gergeklestirildi.

3.4 Doku Orneklerindeki Protein Miktarlarimin Belirlenmesi

Doku 6rneklerindeki protein miktarlar iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ticari
kit (Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, Cat No: 23227, Rockford, IL, ABD)
kullanilarak belirlendi ve sonuglar mg/mL cinsinden hesaplandi. Doku malondialdehit (MDA)
ve ELISA kitleri kullanilarak 6l¢iilen tiim biyokimyasal parametrelerin seviyeleri standardize
olmas1 agisindan hesaplanan ornek protein miktarlarina oranlanarak mg protein basina olacak

sekilde verildi.

3.5 Doku MDA Diizeylerinin Belirlenmesi

MDA 6l¢limii, Mihara ve Uchiyaman (133) yontemi modifiye edilerek gerceklestirildi.
Bu metodun esasi, MDA’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu

molekiiliin renginin 532 nm’deki absorbansinin dl¢iilmesi esasina dayanmaktadir.
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Doku MDA Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

1) Doku homojenizasyon tamponu (0.01 M Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS), pH
7.4): 10 adet PBS tableti (Medicano, Uppsala, Sweden) icerisinde yaklasik 900 mL
saf su bulunan beherde ¢oziildii ve ¢ozeltinin pH’s;, pH metrede (Hanna
Instrument, HI 9321, USA) 7.4’e ayarlandi. pH’s1 ayarlanan ¢dzeltinin son hacmi 1

L’ye tamamlanda.

2) %1’lik H3POy4 cozeltisi: Bir miktar saf su tizerine 2.94 mL %85°lik HsPO4 (Sigma,
St. Louis, MO, USA) alind1 ve son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

3) TBA ¢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
karistirihp ¢ozildii.

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

standart ¢ozeltiler ve kor hazirlandu.

Doku MDA Ol¢iimii:

1. 500 uL homojenata 3 mL %1°’lik H3PO4 eklenerek karistirildi.

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

3. Siire sonunda tiipler oda sicakliginda sogumaya birakild: ve sonrasinda 1800xg’de

10 dakika santrifiij edildi.

4. Santrifiij sonucu siipernatant kisimlardan 200’er uL almip 96 kuyucuklu pleyte
yiiklenerek mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Versamax, Molecular Devices, California,
USA) 532 nm dalga boyunda absorbans ol¢timii yapildi. Elde edilen standart absorbans
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sonuclart konsantrasyona karsi grafige gecirilerek MDA standart grafigi c¢izildi (Grafik 1).

Bu grafikten yararlanilarak doku MDA seviyeleri nmol MDA/mL olarak hesaplandi. Elde edilen

degerler doku protein miktarma (mg/mL) oranlandi ve sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.
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Grafik 1. Doku MDA 6l¢iimiinde 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 (Bostonchem, Katalog No: BLS-8178Ra, Boston, MA) kullanilarak

belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla asagidaki islemler gerceklestirildi:

SOD standartlar 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 calkalayicida (ShelLab/Sheldon S14-2, Cornelius,
USA) 80 dakika inkiibasyona birakildi.

Stire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicis1 (BioTek, Winooski, USA)
kullanilarak 3 kez yikandi. Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL biotinle isaretli antikor c¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.
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Siire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yitkama tamponu iyice uzaklagtirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP c¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 5 kez yikandh.
Kuyucuklarda kalan artik yitkama tamponu iyice uzaklagtirildi.

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

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

Stire sonunda Ornek ve standart absorbanslart 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) oranlandi 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 Katalaz (CAT) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki CAT seviyeleri, tretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA Kit
(Bostonchem, Katalog No: BLS-5986Ra, Boston, MA) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla

asagidaki islemler gergeklestirildi:

CAT standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirland.

Hem o6rneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er uL olacak sekilde ilaveler
yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 80 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 c¢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 calkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, ytkama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 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 c¢alkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakildi.

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

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

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

protein olarak verildi.
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Grafik 3. CAT o6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.8 Doku Glutatyon Peroksidaz (GPx) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki GPx seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit

(Bostonchem, Katalog No: BLS-2222Ra, Boston, MA) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla

asagidaki islemler gergeklestirildi:

GPx standartlari kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Hem o6rneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er uL olacak sekilde ilaveler
yapildi. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 80 dakika inkiibasyona birakildi.
Stire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirilda.

Her bir kuyucuga 100’er pL biotinle isaretli antikor c¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

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

Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 5 kez yikandh.
Kuyucuklarda kalan artik yitkama tamponu iyice uzaklagtirildi.

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

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

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

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige gegirilerek GPx standart
grafigi ¢izildi (Grafik 4). 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 4. GPx dlgtimiinde kullanilan standart grafigi
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3.9 Doku Glutatyon (GSH) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku 6rneklerindeki GSH seviyeleri, {iretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda yarismali ELISA

kit (Bostonchem, Katalog No: BLS-8577Ra, Boston, MA) kullanilarak belirlendi. Bunun igin sirasiyla

asagidaki islemler gergeklestirildi:

GSH standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirland.

Hem orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 50’ser uL olacak sekilde ilaveler
yapildiktan sonra her bir kuyucuga 50’ser uL biotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi. Pleyt
folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.

Stire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt 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 60 dakika inkiibasyona birakildu.

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

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

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

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

Elde edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi grafige gecirilerek GSH standart
grafigi ¢izildi (Grafik 5). Bu grafikten yararlanilarak doku GSH 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. GSH 6l¢timiinde kullanilan standart grafigi

3.10 Doku Interlokin-6 (IL-6) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki IL-6 seviyeleri, iretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA Kit

(Bostonchem, Katalog No: BLS-1158Ra, Boston, MA) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla

asagidaki islemler gergeklestirildi:

IL-6 standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Hem o6rneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er uL olacak sekilde ilaveler
yapild1. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 80 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 c¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

Stire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullamilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirilda.

Her bir kuyucuga 100’er uL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

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

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

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

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

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona karsi grafige gecirilerek IL-6 standart
grafigi cizildi (Grafik 6). Bu grafikten yararlanilarak doku IL-6 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. IL-6 dl¢timiinde kullanilan standart grafigi
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3.11 Doku Tiimor Nekroz Faktor-Alfa (TNF-a) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku o6rneklerindeki TNF-o seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit

(Bostonchem, Katalog No: BLS-1396Ra, Boston, MA) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla

asagidaki islemler gergeklestirildi:

TNF-a 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 calkalayicida 80 dakika inkiibasyona birakildu.
Siire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirilda.

Her bir kuyucuga 100’er pL biotinle isaretli antikor c¢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 yitkama tamponu iyice uzaklagtirildu.

Her bir kuyucuga 100°er pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de c¢alkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, ytkama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 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 15 dakika inkiibasyona birakildi.

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

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

Elde edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi grafige gecirilerek TNF-a
standart grafigi ¢izildi (Grafik 7). Bu grafikten yararlanilarak doku TNF-a 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 7. TNF-a 6l¢timiinde kullanilan standart grafigi

3.12 Doku Myeloperoksidaz (MPQO) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki MPO seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit

(Bostonchem, Katalog No: BLS-1661Ra, Boston, MA) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla

asagidaki islemler gergeklestirildi:

MPO standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Hem o6rneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er uL olacak sekilde ilaveler
yapild1. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 80 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 c¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

Stire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullamilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirilda.

Her bir kuyucuga 100’er uL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda pleyt, ytkama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 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 15 dakika inkiibasyona birakildi.
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e Referans dalga boyu olan 620 nm’deki O6l¢iim sonucunda, en yiiksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e¢ ulasmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50’ser pL renklenmeyi
durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gézlemlendi.

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

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

protein olarak verildi.
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Grafik 8. MPO ol¢iimiinde kullanilan standart grafigi

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

Doku orneklerindeki GRP78 seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit
(Bostonchem, Katalog No: BLS-6834Ra, Boston, MA) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla
asagidaki islemler gergeklestirildi:

o GRP78 standartlar kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

e Hem Orneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er pL olacak sekilde ilaveler

yapild1. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 80 dakika inkiibasyona birakildi.
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Siire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er uL biotinle isaretli antikor c¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

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

Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP c¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de galkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

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

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

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

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

Elde edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi grafige gecirilerek GRP78
standart grafigi ¢izildi (Grafik 9). Bu grafikten yararlanilarak doku GRP78 seviyeleri ng/mL
olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranland1 ve sonuglar

ng/mg protein olarak verildi.
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Grafik 9. GRP78 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.14 Doku Aktiflestirici Transkripsiyon Faktor 6 (ATF6) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki ATF6 seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA Kit

(Bostonchem, Katalog No: BLS-9545Ra, Boston, MA) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla

asagidaki islemler gergeklestirildi:

ATF6 standartlari 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 80 dakika inkiibasyona birakildi.
Stire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 kez yikandu.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100’er pL biotinle isaretli antikor c¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

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

Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP ¢6zeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

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

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

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

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

Elde edilen standart absorbans sonuclari konsantrasyona karsi grafige gecirilerek ATF6
standart grafigi ¢izildi (Grafik 10). Bu grafikten yararlanilarak doku ATF6 seviyeleri ng/mL
olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranland1 ve sonuglar

ng/mg protein olarak verildi.

14 .
€12 e e R°=09993
o 1 e
) .
2 o8 :
e .
€ 06 e
o
= 0,4
2 K 4
202 ’.'
0
0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (ng/mL)

Grafik 10. ATF6 dl¢iimiinde kullanilan standart grafigi

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

Doku orneklerindeki CHOP seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit

(Bostonchem, Katalog No: BLS-5125Ra, Boston, MA) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla

asagidaki islemler gergeklestirildi:

CHOP standartlar1 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 80 dakika inkiibasyona birakildi.
Stire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 kez yikandu.

Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.
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Her bir kuyucuga 100’er uL biotinle isaretli antikor c¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 3 kez yikand.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirilda.
Her bir kuyucuga 100’er uL streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 5 kez yikandh.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirilda.
Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar pL eklendi ve pleyt
37°C’de calkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakildi.
Referans dalga boyu olan 620 nm’deki ol¢iim sonucunda, en yiliksek standardin optik
yogunlugunun 0.9-0.95’e¢ ulasmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50’ser pL renklenmeyi
durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gézlemlendi.
Siire sonunda 6rnek ve standart absorbanslari mikropleyt okuyucu spektrofotometrede 450 nm
dalga boyunda okundu.
Elde edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi grafige gecirilerek CHOP
standart grafigi ¢izildi (Grafik 11). Bu grafikten yararlanilarak doku CHOP seviyeleri ng/mL
olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranland1 ve sonuglar
ng/mg protein olarak verildi.
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Grafik 11. CHOP 6lgiimiinde kullanilan standart grafigi
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3.16 Doku Kaspaz-3 Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku o6rneklerindeki kaspaz-3 seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit

(Bostonchem, Katalog No: BLS-1528Ra, Boston, MA) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in sirasiyla

asagidaki islemler gergeklestirildi:

Kaspaz-3 standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi.

Hem o6rneklerden hem de standartlardan her bir kuyucuga 100’er uL olacak sekilde ilaveler
yapild1. Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 80 dakika inkiibasyona birakildi.
Stire sonunda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 3 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirilda.

Her bir kuyucuga 100’er pL biotinle isaretli antikor c¢ozeltisi eklendi. Pleyt folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

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

Her bir kuyucuga 100’er pL streptavidin-HRP c¢ozeltisi ilave edildi. Pleyt, tekrar folyo ile
kapatilarak 37°C’de calkalayicida 50 dakika inkiibasyona birakildi.

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

Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢ozeltisinden 90’ar pL eklendi ve pleyt
37°C’de calkalayicida 15 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 ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gézlemlendi.

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

Elde edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi grafige gecirilerek kaspaz-3
standart grafigi ¢izildi (Grafik 12). Bu grafikten yararlanilarak doku kaspaz-3 seviyeleri
ng/mL olarak hesaplandi. Elde edilen degerler doku protein miktarina (mg/mL) oranland: ve

sonuglar ng/mg protein olarak verildi.
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Grafik 12. Kaspaz-3 6l¢timiinde kullanilan standart grafigi

3.17 Toplam Oksidan Durumun (TOS) Belirlenmesi

Doku 6rneklerindeki TOS seviyeleri ticari kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics, Cat
No: RL0024, Gaziantep, Turkey) kullanilarak iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda

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

3.18 Toplam Antioksidan Durumun (TAS) Belirlenmesi

Doku 6rneklerindeki TAS seviyeleri ticari kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics, Cat
No: RL0017, Gaziantep, Turkey) kullanilarak iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda

belirlendi ve sonuglar mmol troloks esdegeri/L birimiyle verildi.

3.19 Oksidatif Stres indeksinin (OSI) Hesaplanmasi

Doku 6rneklerindeki OSI seviyeleri;
OSI = [(TOS, umol Hy0, esdegeri/L) / (TAS, umol troloks esdegeri/L) x 100]
formiilii kullanilarak hesaplandi (151).
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3.20 Histopatolojik Inceleme Yéntemi

Calismaya ait histopatolojik incelemeler Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda yapildi. Calisma sonunda; alinan penis dokulari
histopatolojik degerlendirme icin oncelikle tespit icin cam kavanozlarda %10’luk formolin
sollisyonuna konuldu. Tespit edilen dokular, daha sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve absolu
alkolden gecirildi ve ksilenle seffaflastirildi. Son olarak parafine gomiilerek bloklandi. Elde
edilen parafin bloklardan yar1 otomatik mikrotom (Leica RM 2255, Tokyo, Japan) kullanilarak
4-5 um kalinliginda seri kesitler elde edildi. Lam iizerine alinan kesitlerin bir kismi
deparafinizasyonun ardindan hematoksilen-eozin (H&E) boyasi1 bir kism1 ise Masson trikrom
boyast ile boyandi. Masson trikrom boyasi ile boyanan kesitlerdeki korpus kavernozumlara ait
kirmizi boyanmis diiz kas ve mavi boyanmis bag doku-kollajen liflerin yogunlugu kalitatif
olarak degerlendirildi. H&E boyali her bir kesitte ise rastgele secilen bes fakli alan; 151k
mikroskobunda (Olympus BX51; Olympus Co., Tokyo, Japonya) histopatolojik olarak
incelendi. Kaverndz siniislerdeki dilatasyon-konjesyon, dokudaki enflamatuvar hiicre
infiltrasyonu ve tunika albugineadaki ayrilma-diizernsizlik gibi patolojik degisiklikler yar1

kantitatif olarak (0: Hi¢ yok, 1: Hafif, 2: Orta, 3: Siddetli olacak sekilde) skorlandi (135).

3.21 istatistiksel inceleme Yontemi

Gruplarin karsilastirilmalart normal dagilima uyan parametrik veriler icin tek yonlii
ANOVA (post hoc olarak Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi) ile; normal dagilima
uymayan parametrik veriler i¢cin Kruskal Wallis varyans analizi (Bonferroni diizeltmeli Mann
Whitney U testi) ile yapildi. Parametrik olmayan veriler i¢in Ki Kare testi yapildi. Yanilma
olasilig1 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Histopatolojik Bulgular:

Gruplara ait penis dokusunun 1sik mikroskopik degerlendirmesinde

Kontrol Grubu Histopatolojik Degerlendirme Sonugclari;

Korpus spongiozum ve korpus kavernozumlar ve kaverndz siniisler dogal goriiniimdeydi.
Bazi kesitlerde Tunika albugineada hafif -orta ayrilmalar mevcut olmakla birlikte penis
dokularinin genel yapisi normaldi. Korpus kavernozum yapisinda yer alan diiz kas ve kollajen

liflerin de normal goriiniim ve yapida oldugu goriildii (Resim A ve D).

Priapizm/Reperfiizyon Grubu Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari;

Penise ait kavernoz siniislerde belirgin dilatasyon-konjesyon ve korpus kavernozumlarda
enflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlendi. Tunika albugineada da ayrilmalar ve yap1
degisiklikleri mevcuttu. Korpus kavernozumdaki diiz kas ve kollajen liflerde diizensizlik
mevcut olup kollajen lif ve bag doku yogunlugunun kontrol grubuna gore artmis oldugu

goriildii (Resim B ve E).

Priapizm/Reperfiizyon + CAPE Grubu Histopatolojik Degerlendirme
Sonuclari;

Kavernoz siniislerdeki dilatasyon-konjesyon, Tunika albugineadaki ayrilma ve dokudaki
enflamatuvar hiicre infiltrasyonunun priapizm grubuna gore belirgin olarak azaldig1 goriildii.
Korpus kavernozumlardaki kollajen lif ve bag doku yogunlugu hasar grubuna gore azalmis

olup diiz kas ve kollajen lifler ise daha diizenli yapiya sahipti (Resim C ve F).
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Resim 3
A: Grup kontrole ait penis kesiti. Korpus spongiozum (CS), Korpus kavernozum (CC), Tunika
albugineada ayrilma (ok bas1) (H&E x100).
B: Grup priapizme ait penis kesiti. Tunika albugineada ayrilma (ok bas1), kavernoz siniislerde
dilatasyon ve konjesyon (yildiz), enflamatuvar hiicre infiltrasyonu (ok) (H&E x100).
C: Grup tedaviye ait penis kesiti. Tunika albugineada ayrilma (ok bas1), kavernoz siniislerde
dilatasyon ve konjesyon (y1ldiz) (H&E x100).
D: Grup kontrole ait penis kesiti. Bag doku-kollajen lifler (koseli ¢ift ayrag) ve diiz kas (¢entikli ok)
(Masson trikrom x200).
E: Grup priapizme ait penis kesiti. Bag doku-kollajen lifler (koseli ¢ift ayrag) ve diiz kas (¢entikli
ok) (Masson trikrom x200).
F: Grup tedaviye ait penis kesiti. Bag doku-kollajen lifler (koseli ¢ift ayrag) ve diiz kas (¢entikli ok)
(Masson trikrom x200).
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Tim dokularda ortak parametreler olarak kaverndz siniis konjesyonu, inflamatuar

hiicre infiltrasyonu, tunika albugineada ayrilma ve/veya hemoraji arastirildi. Gruplara ait

incelemelerde elde edilen histolojik degerlendirme sonuglari tablo 2°de sunulmustur.

Tablo 2. Korpus Kavernozum ve Spongiozuma ait histolojik degerlendirme sonuglar

GRUPLAR

KAVERNGOZ SINUS
KONJESYONU

ENFLAMATUVAR
HUCRE
INFILTRASYONU

TUNIKA ALBUGINEADA
AYRILMA

Kontrol 1

Kontrol 2

Kontrol 3

Kontrol 4

Kontrol 5

Kontrol 6

Priapizm/Reperfiizyon 1

Priapizm/Reperfiizyon 2

Priapizm/Reperfiizyon 3

Priapizm/Reperfiizyon 4

Priapizm/Reperfiizyon 5

Priapizm/Reperfiizyon 6

Pri/Rep+ CAPE 1

Pri/Rep+ CAPE 2

Pri/Rep+ CAPE 3

Pri/Rep+ CAPE 4

Pri/Rep+ CAPE 5

Pri/Rep+ CAPE 6

Nl | N P RPN W W ) W NN O O N O o k.

Rl o R R, Rk Rk N RN R N R Rk Rk Rk o o o

o ,r| N R R R R N W N NN RN R R R o
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Nonparametrik veriler (Kavernozlerde vazokonjesyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, tunika
albugineada ayrilma) Ki Kare testi ile incelendiginde inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve
konjesyon igin gruplar arasinda anlamli farkliliklar izlenirken tunika albugineada ayrilma

yoniinden anlamli bir farklilik olusmamustir. (Tablo 3.).

Tablo 3. Gruplardan elde edilen histolojik verilerin istatistiksel analizi

Gruplar p degeri*
Inflamatuvar Hiicre Infiltrasyonu 0,037**
Kavernoz Siniis Konjesyonu 0,001**
Tunika Albugineada Ayrilma p>0,05

* Ki kare testi
** Priapizm/reperfiizyon grubu ile priapizm/reperfiizyon+ CAPE grubu arasinda
anlaml1 fark (Mann-Whitney U testi)

4.2 Biyokimyasal Analiz Sonuclar:
Inceleme sonrasi gruplar arasinda anlaml fark bulunanlar; TOS, MDA, TAS, GPx,

GSH, IL-6 ve MPO (Tablo 4.), anlamli bulunmayanlar; OSI, SOD, GRP78, CHOP oldugu
gortildii.(Tablo 5.)
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Tablo 4. Anova analizinde fark saptanan parametreler

Parametreler Kontrol P/R P/R+CAPE | P degeri
TOS(umol hidrojen 17,0 £8,9 49,8+8,9 16,0+1,8 P<0,001
peroksit esdegeri/L)

o, p
MDA(nmol/mg 23,0+£25,6 64,0+21,3 21,1+8,6
_ P=0,003
protein

TAS (mmol 0,569+0,110 | 0,337+0,147 | 0,657+0,030 | P<0,001

troloks

esdegeri/L)

a, B
GPx (pg/mg 8,4+2,1 5,0£1,5 7,6£1,4 P=0,01
protein)
o
GSH (ug/mg 22,0+17,6 4,5+3,7 25,0+11,8 P=0,028
protein)MP
O (ng/mg
protein)
+ + + =
IL-6 (pg/mg) 25,4+12,9 46,7+12,7 11,9+4,8 P=0,018
0,4+0,1 1,1+0,5 0,5+0,1 P=0,006
MPO (ng/mgprotein)

a: Kontrol-P/R gruplari arasinda anlamli fark bulunanlar, (3: P/R-P/R+CAPE gruplari

arasinda anlamli fark bulunanlar(posthoc MannWhitney U, p<0,016667)
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Tablo 5. Anova analizinde fark saptanmayan parametreler

Parametreler Kontrol P/R P/R+GA P degeri

Osl 0,3+1,4 24,4+27,8 2,5+0,3 p=0,052

SOD (ng/mg 1,3+1,4 0,6+0,4 1,0+0,5 p=0,466
protein)

GRP78 (ng/mg 2,5+0,9 3,7+£3,1 2,5+1,0 p=0,512
protein)

CHOP (ng/mg 1,2+0,4 15+1,1 1,440,2 p=0,779
protein)
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5. TARTISMA

Iskemik priapizm, priapizmin en sik goriilen alt tipi olup 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).
Iskemik priapizmde diiz kas nekrozu, korporal fibrozis ve perminant erektil disfonksiyon (ED)

gibi irreversibl sonuglar1 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
déneminde doku ya da organlarda meydana gelen hasar olarak tanimlanir. Hiicre igine
molekiiler oksijenin sunumuyla hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri en ¢ok
suglanan faktér olmakla birlikte, reperflizyon hasarindan bir¢ok mekanizma sorumlu
tutulmustur(71). Olusan serbest oksijen radikalleri biyolojik membranlarda ve serumda
bulunan lipitler ile reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna yol agmakta, bu da iyon
kanallarma ve DNA'ya zarar vererek hiicresel ve metabolik siiregleri 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 6énemlileri de SOD,
katalaz ve GSHPx’dir. Ayrica diger savunma sistemleri olarak vitamin A, vitamin C, vitamin

B9, vitamin E ve oksidasyon zincirini kiran gesitli fitokimyasallar bulunmaktadir(140).

Fenolik bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi 6zellikle son yillarda popiiler
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olmustur. Bunun ana nedeni fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleri ve bunlarin
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kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar, kanser, I/R hasar1 ve oksidatif stresle iliskili

diyabet gibi ¢esitli hastaliklar1 6nlemedeki olas1 roliidiir.

Kafeik asit, dogal olarak birgok bitkide bulunan bir fenolik asittir. Fenolik asitler,
bitkilerde bulunan ve antioksidan ozelliklere sahip organik bilesiklerdir. Kafeik asit, kahve,
sebzeler, meyveler ve bazi tiirlerdeki otlarda bulunabilir. Kafeik asit, kahvede (6zellikle kahve
cekirdeklerinde), sebzelerde (6rnegin, enginar, brokoli), meyvelerde (6rnegin, elma, armut) ve
bazi otlarda dogal olarak bulunur. Ayrica, propolis gibi ari {irlinlerinde de kafeik asit
bulunabilir(128).

CAPE, kafeik asidin bir ester tiirevidir. Kafeik asidin fenetil esteri, propolis i¢inde
bulunan 6nemli biyoaktif bir bilesen olarak bilinir. CAPEin antioksidan 6zellikleri vardir.
Antioksidanlar, viicuttaki serbest radikalleri nétralize ederek hiicresel hasari azaltabilir ve
genel saghigi destekleyebilir. CAPE'nin propolis igindeki diger bilesenlerle birlikte bakteri,
mantar ve viriislere karsi potansiyel antimikrobiyal etkilere sahip oldugu diisiiniilmektedir.
CAPE'nin anti-enflamatuar ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Bu, inflamasyonu

azaltabilme ve bagisiklik sisteminin yanitini diizenleyebilme potansiyeli anlamina gelir.

Bazi arastirmalar, CAPE'nin antitiimor Ozelliklere sahip olabilecegini ve kanser
hiicrelerinin biiylimesini engelleyebilecegini gostermektedir. Ancak, bu konuda daha fazla
calisma ve klinik arastirmaya ihtiyag¢ vardir (129). Ayrica antioksidan aktiviteye sahip olmasi
nedeniyle lipid peroksidasyonu hasarlarinin azaltilmasinda da etkin rol oynamaktadir (17).
Propolis, bal arilar tarafindan kozalakli aga¢ ve bitkilerin tomurcuklarindan ve sizintilarindan
toplanan natliropatik bir formiilasyondur. Arilar tarafindan kovanda koruyucu bariyer olarak

kullanilir.

CAPE, antibakteriyel, antiviral, antioksidan, antiinflamatuar ve anti-kanser de dahil
olmak {iizere ¢cok sayida 6nemli biyolojik aktiviteye sahiptir. CAPE, transkripsiyon faktorii
niikleer faktor kappa B'nin (NF-kB) 1yi bilinen ve iyi belgelenmis bir inhibitoriiniin yani sira

apoptozun bir indiikleyicisidir. (131) CAPE aracili apoptoza, insan losemik HL-60

-63 -



hiicrelerinde kaspaz-3'in aktivasyonu, Bcl-2'nin asag1i regiilasyonu ve Bax'in yukari
regililasyonu eslik eder. Diisiik dozlarda CAPE ayrica lipid peroksidasyonunu baskilar ve

antioksidan aktivite gosterir.

Jing Wu ve arkadaslar1 (2011) kafeik asit fenetil esterinin (CAPE) antikanser aktivitesi
iizerine calismiglar ve CAPE'nin ¢esitli konsantrasyonlarinin timoér ve normal hiicreler
iizerindeki sitotoksik etkilerini incelemigler. Tiimor hiicrelerinde apoptozu indiikledigini
gostermislerdir. CAPE tiimor hiicreleri tizerinde hem bir uyarici hem de hiicre 6limiini
gerceklestiren bir biyomolekiildiir. Ayn1 zamanda iyi bir serbest radikal uzaklastirici olmasiyla
vitaminlere katki olmas1 ve ilave besinler ile alinmasi kanser riskini azaltmak agisindan 6nem

tagimaktadir(130).

Propolis ekstraktinin aktif bir bileseni olan kafeik asit fenetil ester, mikromolar
konsantrasyon araliginda 5-lipoksijenazi inhibe eder. Inhibisyon rekabetci olmayan tiptedir,

yani inhibitor enzim-substrat kompleksine baglanir ancak serbest enzime baglanmaz (132).

Biz yaptigimiz bu c¢alisma ile ratlarda deneysel olarak olusturulan akut iskemik
priapizm modelinde, 1 saatlik akut iskemik priapizm ve yarim saatlik reperfiizyon sonrasi geri
doniisiimsiliz hasar olusmadan 6nce dokulardaki erken histopatolojik degisiklikleri (Kavernoz
Siniis Konjesyonu, Inflamatuvar Hiicre Infiltrasyonu, Tunika Albugineada Ayrilma) ve
biyokimyasal verileri (Doku TOS, TAS, OSI, GSH, MPO, GRP78, ATF6, CHOP, MDA,
SOD, GPx) inceledik. Doku seviyelerindeki degisiklikler ve uygulanacak olan kafeik asit
fenetil esterinin I/R hasar1 {izerine olas1 koruyucu etkisinin oksidan-antioksidan denge

acisindan degerlendirilmesini amacladik.

Calismamizdaki histopatolojik veriler degerlendirildiginde CAPE’in priapizmde olusan
inflamatuar hiicre infiltrasyonunu ve konjesyonunu azalttigi izlenmis olup tunika albugineada

ayrilma tizerinde etkisi gozlenmemistir.

Plazma antioksidan bilesenlerinin antioksidatif etkisi oldugu i¢in, toplam antioksidan
kapasite Ol¢ctimii (TAS) plazma antioksidan durumunu yansitir. TAS viicut sivilarindaki ve

plazmadaki biitiin antioksidanlarin etkisini yansitirken, TOS biitiin oksidanlarin toplam
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etkisini yansitir(145). Yaptigimiz ¢caligmada parametrik veriler icerisinde degerlendirilen doku
TAS seviyelerinde Pri/Rep grubunda kontrol grubuna gore ylikselmenin istatistiksel olarak
anlamli oldugu gorilmiis; Pri/Rep+CAPE grubunda ise Pri/Rep grubuna goére doku TAS
diizeylerindeki diistisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmistir. Doku TOS
seviyelerinde Pri/Rep grubunda kontrol grubuna gore yiikselmenin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriilmiis; Pri/Rep+CAPE grubunda ise Pri/Rep grubuna gore doku TOS
diizeylerindeki diististin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmistiir. Bu bulgular CAPE’in

antioksidan o6zelligini desteklemektedir.

Glutatyon peroksidaz (GPx) hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
Diger antioksidanlarla birlikte solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu
sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmesini engeller. Eritrositlerde oksidatif strese karsi en
etkili antioksidan GSH-Px’dir(109). Calismamizda GPx seviyelerinde Pri/Rep grubunda
kontrol grubuna gore diisiis izlenmis olup istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu bulgu

calismamizin iskemi modelini destekledigini gostermektedir.

Ozan ve ark.(152) IR modeli iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada, kan ve doku MDA
diizeylerini iskemi/reperfiizyon grubunda yiiksek bulmuslar. Bizim de yapmis oldugumuz
caligmamizda kan MDA diizeyleri 6l¢iildii. Pri/Rep grubunda 6lgiilen MDA diizeyi, kontrol
grubuna gore artmisti. Pri/Rep+CAPE grubunda ise kan MDA seviyesinde diisiis goriilmekle

beraber gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bulunmada.

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

bulgular1 artirmak adina daha fazla sayida rat ile ¢ok merkezli deneylere ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6.SONUC VE ONERILER

o Deneysel model, biyokimyasal olarak priapizm/reperfiizyon grubundaki artan doku
TAS seviyelerinin CAPE verilen ratlarda azaldigini gostermistir.

o Deneysel model, biyokimyasal olarak priapizm/reperfiizyon grubundaki artan doku
TOS seviyelerinin CAPE verilen ratlarda azaldigini gostermistir.

o Deneysel model, histolojik olarak priapizm/reperfiizyon grubundaki ratlarda izlenen
inflamatuar hiicre infiltrasyonunun ve konjesyonun CAPE verilen ratlarda azaldigin
gostermistir.

o Kafeik asit fenetil esterinin, priapizm/reperfiizyon durumunda dokularda olusabilecek
biyokimyasalve histolojik hasari engellemede etkili olabilecegi goriilmiistiir.

o Calismamizda ve diger benzeri ¢alismalarda elde edilen veriler degerlendirildiginde
kafeik asit fenetil esterinin insanlarda kullanimi1 konusunda ¢alismalara gerek

duyulmaktadir.
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