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OZET
HIiPERKOLESTEROLEMIK TAVSAN KORPUS KAVERNOZUM DOKUSU
UZERINE RESVERATROLUN DOZA BAGLI KORUYUCU ETKILERIi

Dr. Onur Kizer. Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Uroloji AD. 35340 Balgova-

[zmir. onur kizer@deu.edu.tr

Nitrik oksit (NO) saliniminin bozulmasi ve biyoyaralaniminin azalmasi endotelyal ve
erektil disfonksiyon igin bir belirtectir. Hiperkolesterolemi, endotel disfonksiyonu igin iyi
bilinen bir risk faktoriidiir ve durum vaskiilojenik erektil disfonksiyon (ED) ile sonuglanir.
Amacimiz hiperkolesteroleminin etkisindeki penis korpus kavernozumunda resveratrol ile
tedavinin koruyucu etkisinin olup olmadigini arastirmaktir.

Yetigkin, erkek Yeni Zelanda tavsanlar {i¢ gruba ayrildi; kontrol grup (Grup 1, n=7),
kolesterol ile beslenen hayvanlar (Grup 2, n=7) ve 8 mg/kg/glin resveratrol tedavisi ile birlikte
kolesterol ile beslenen hayvanlar (Grup 3, n=7). Calismanin ilk asamasinda hayvanlar 4
mg/kg/giin, 6 mg/kg/giin ve 8 mg/kg/giin resveratrolle beslendi. 8 mg/kg/glin resveratrol
tedavisi verilen hayvanlarda asetilkolin (Ach) bagimli gevseme yanitlarinin diger tedavi
dozlarina gore anlaml 6l¢lide daha yiiksek oldugu kanitlandi. Kontrol grubu disindaki tiim
hayvanlar 6 haftalik % 2 a/a kolesterol diyeti ile beslendi. Resveratrol 6 hafta boyunca igcme
suyuyla birlikte verildi. Total kolesterol, HDL-K ve LDL-K diizeyleri ¢alismanin basinda ve
sonunda tiim hayvanlarda ol¢iildii. Korpus kavernozum endotel fonksiyonlari, izole organ
banyosunda L-nitro-N-Arginin metilester (LNAME) varliginda ve yoklugunda asetilkolinin
kiimiilatif dozlarda (10® -10™ M) uygulanmast ile degerlendirildi.

Alt1 haftalik kolesterol diyeti ile beslenen tavsanlarda olusan hiperkolesterolemi kan
Ol¢iimleriyle dogrulandi. Alt1 haftalik kolesterol diyeti ile beslenen hayvanlara resveratrol
uygulamasi artmis kolesterol seviyelerini diizeltmedi. Ach bagimli gevseme yanitlar1 kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda Grup 2' de 6nemli oranda azalmisken (Grup 2, %29,09+3,95 vs
Grup 3, %48,58+4,16, p<0.01), resveratrol uygulamasi bu yanitlar1 doza bagli olarak
arttirmistir (4 mg %44,7% =+ 7,25, 6mg % 51.7 £10.88 and 8mg %53,0143.88).

Bu ¢aligma alt1 haftalik kolesterol diyeti ile hiperkolesterolemi gelistirilen hayvanlarda
resveratrol uygulamasinin kan lipit diizeylerini etkilemeksizin, penis korpus kavernozum diiz
kasinda endotel bagimli gevsemeyi doza bagh olarak koruyabildigini gostermistir, bu durum

endotel ve erektil fonksiyonlarin korunmasi ile sonuglanmistir.



SUMMARY
DOSE DEPENDENT PROTECTIVE EFFECTS OF RESVERATROL TREATMENT
ON HYPERCHOLESTEROLEMIC RABBIT CORPUS CAVERNOSUM TiSSUE

Dr. Onur Kizer. Dokuz Eyliil University Faculty of medicine, Department of Urology.

35340 Balcova-lzmir. onur.kizer@deu.edu.tr

Impaired release and reduced bioavailability of nitric oxide are the hallmark for
endothelial as well as erectile dysfunction. Hypercholesterolemia is known to be a risk for
endothelial dysfunction that results in vasculogenic erectile dysfunction. Our aim was to
investigate whether treatment with resveratrol have potential to protect corpora cavernosa
(CC) of the penis from the affect of hypercholesterolemia.

Adult male New Zealand rabbits were divided into three groups as; control (Group 1,
n=7), cholesterol-fed animals (Group 2, n=7), and cholesterol-fed with 8mg/kg/day
resveratrol treatment (Group 3, n=7). In the first step of the study animals were treated with 4
mg/kg/day, 6 mg/kg/day and 8 mg/kg/day dose of resveratrol. 8mg/kg/day resveratrol
treatment proved Ach-mediated relaxation responses significantly higher than the other dose
treatments. All animals except control were fed with 2% a/a cholesterol diet for 6 weeks.
Resveratrol was administered with drinking water for 6 weeks. Total cholesterol, HDL and
LDL levels were measured in all animals at the beginning and at the end of the study.
Endothelial functions in CC was assessed by isolated tissue bath with cumulative doses of
acetylcholine (Ach) (10® -10° M) in the presence and absence of L-nitro-N-Arginin
metilester (LNAME).

Feeding rabbits with cholesterol-diet for 6 weeks resulted in hypercholesterolemia
confirmed by blood measurements. Resveratrol administration to the cholesterol-fed animals
for 6 weeks did not restore increased blood cholesterol levels. While Ach-induced relaxation
responses were significantly reduced in group-2 compared to control (%29,09+3,95 vs
%48,584+4,16, p<0.01), resveratrol administration augmented these responses  dose
dependently(4 mg %44,7% + 7,25, 6mg % 51.7 £10.88 and 8mg %53,01+3.88).

This study has demonstrated that resveratrol administration in hypercholesterolemia-
induced rabbits for 6 weeks could dose-dependently protect corpora cavernosal smooth
muscle relaxation of the penis without affecting blood lipid levels, resulting in preserved

endothelial and erectile function.
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1. GIRIS VE AMAC

Erektil disfonksiyon (ED) tatminkar cinsel performans icin yeterli bir ercksiyonu
baslatma ve siirdiirmede kalict bozukluk hali olarak tanimlanir (1). ED benign bir hastalik
olmasina karsin, fiziksel ve psikososyal saglig1 etkiler ve bu sikintiy1 yasayan hasta ile birlikte
partnerinin ve ailesinin yasam kalitesi lizerinde 6nemli bir etkisi vardir (2). Yakin zamanlarda
ED ile ilgili epidemiyolojik ¢alismalarin bir derlemesinde erkeklerin yaklasik %5-20 sinde
orta-agir ED saptanmustir (3). Bildirilen goriilme sikligi farkliliklari, muhtemelen metodoloji
farkliliklarina ve ¢alisma popiilasyonlarinin yas ve sosyo-ekonomik durumlarina baglidir (1).

Erektil disfonksiyon (ED) egzersiz azlifi, obezite, sigara, hiperkolesterolemi ve
metabolik sendrom gibi kardiyovaskiiler hastaliklar ile ortak risk faktorlerini paylasir (4). ED
riski bu faktorlerin modifiye edilmesiyle, oOzellikle egzersiz yaparak ve kilo vererek
azaltilabilir (158). ED i¢in bir diger risk faktori her tip (agik, laparoskopik, robotik) radikal
prostatektomidir (RP) (159); ¢iinkii, bu operasyon sonucunda kaverndz sinir hasari, korpus
kavernozum oksijenasyonunda azalma ve vaskiiler yetersizlik riski s6z konusudur. RP
geciren hastalarin yaklasik %25-75 inde postoperatif ED goriiliir (159). Son zamanlarda ED
ve ateroskleroz gelisimi agisindan en ¢ok kabul goren patofizyolojik olay endotelyal
disfonksiyondur (4). Endotelyal fonksiyonun regiilasyonunda anahtar molekiil nitrik oksid
(NO) olarak bilinmektedir. NO endotel hiicresinde L-argininden endotelyal NO sentaz
(eNOS) enzimi ile sentezlenir. eNOS fizyolojik kosullarda noronal NO sentaz (nNOS) ile
baslayan ereksiyon siirecinin devamliliinda rol oynamaktadir (5). NO iiretimi ve
biyoyararlanimindaki azalma yani endotelyal disfonksiyon ED patofizyolojisindeki en 6nemli
mekanizmadir. Bu azalmadan sorumlu olabilecek mekanizmalar; oksidatif strese bagh
azalmis eNOS ekspresyonu ve aktivitesi, eNOS fosforilasyonunda azalma, artmig ox-LDL ve
buna bagli NO’nun inaktivasyonu, eNOS kofaktorleri veya substrat miktarlarinda azalma
seklinde Ozetlenebilir (6). Hiperkolesterolemik erkeklerde ve hiperkolesterolemik hayvan
modellerinde, penise giden kan akimi azalmakta, NO ile iligkili olarak korpus kavernozumda
endotel bagimli gevseme yanitlarinda azalma ve korpus kavernozum diiz kasinda fibrozis gibi
morfolojik degisiklikler ve dejenerasyon meydana gelmektedir (7,8,9).

Resveratrol ¢ok ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik etkileri olan bir polifenoldiir. Kirmiz1
tizim, kirmiz1 sarap, kirmizi iiziim suyu ve polygonum cuspidatum bitki kokiinden ekstrakte
edilmektedir ve kalp saglig1 tizerine olumlu etkisinde rol oynayan bir¢ok faktér mevcuttur
(10). Kalp sagligi dolayisiyla endotelyal fonksiyonlar iizerindeki etkisindeki en 6nemli

mekanizma NO biyoyararlanimini arttirmasidir, bunu da eNOS ekspresyonunda artisa yol



acarak saglar (11). Bunlarin yaninda resveratroliin bircok hiicrede tiimoér nekroz faktor
tarafindan olusturulan reaktif oksijen iiriinleri ve lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi
gozlenmistir (12). Resveratrol hiicre i¢i antioksidan miktarini arttirabilir. Benzer olarak insan
lenfositlerinde resveratrol glutatyon peroksidaz, glutatyon-S transferaz ve glutatyon rediiktaz
gibi bir¢ok antioksidan enzimde de artisa neden olmaktadir (13). Zou ve ark.'nin tavsan iliak
arterinde yaptig1 calismada resveratroliin intimal hiperplaziyi ve buna bagli damar duvar
hasralanmasini1 etkili bir sekilde inhibe etmistir (14). Bu calisma ile deneysel tavsan
modelinde resveratroliin endotel fonksiyonlar1 {izerine in vivo olarak etkisi gosterilmistir.
Laboratuvarimizda yapilan daha oOnceki bir uzmanlik tezi c¢alismasinda resveratroliin
hiperkolesterolemik tavsan modelinde farkli caplardaki damarlarda (mezenterik arter, renal
arter ve aort) ve korpus kavernozumda endotel bagimli ve bagimsiz gevseme yanitlari lizerine
etkileri degerlendirildi. Calismada kontrol grubu, 6 hafta boyunca hiperkolesterolemik diyetle
beslenen grup ve hiperkolesterolemik diyetle beraberinde Zou ve ark.’nin tavsan iliak
arterinde endotel koruyucu doz olarak bildirdikleri 4mg/kg/giin (14) dozda resveratroliin 6
hafta boyunca oral olarak uygulandig: grup yer almaktaydi. Calismadan elde edilen bulgulara
gore resveratrol farkli caplardaki damarlarda ve korpus kavernozumda endotel bagiml
gevseme yanitlarinda koruyucu etki gostermistir. Bu c¢alisma farkli diiz kas yapilarinda
aterosklerozun farkl etkileri ve resveratroliin bu yapilar tizerindeki koruyucu etkisini gosteren
ilk calismadir (15). Yaptigimiz baska bir uzmanlik tezi caligmasinda resveratroliin
vaskiilojenik ED tavsan modelinde hiperkolesterolemi ile bozulan korpus kavernozum
relaksasyon yanitlarini iyilestirdigini ancak tiimiiyle kontrol yanitlarina dondiirmedigini,
endotel bagimsiz diiz kas gevseme yanitlarini etkilemedigini (15) ve azalan kavernozal eNOS
MRNA ekspresyon diizeylerinde anlamli artis sagladigini ortaya koyduk (Yayin asamasinda).
Bu ¢aligma ile korpus kavernozum dokusunda yliksek kolesterol diyetiyle es zamanli olarak
artan dozlarda resveratrol tedavisinin uygulanmasi sonucunda endotel bagimli gevseme
yanitlarindaki degisikliklerin degerlendirilmesi ve NO yolaginin roliiniin arastirilmasi

amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Erektil disfonksiyonun ilk tanim1 1O 2000 yillarina kadar gider ve Misir papiriislerinde
yazilidir. Simdiki tanimiyla ED, cinsel aktivite i¢in yeterli ereksiyonun saglanamamasi
ve/veya sirdiirilememesi durumunun siireklilik kazanmasi bi¢iminde tanimlanir (16,17).
Erektil fizyoloji hakkindaki giincel bilgilerin ¢ogu 1980°ler ve 1990’lar da elde edilmistir.
Arteriyel ve vendz kan akimini regiile eden diiz kaslarin roliine ek olarak, tunika albugineanin
lic boyutlu yapisi ve onun vendz okliizyondaki rolii ortaya konmustur. Sinirsel kontroliin
anlasilmasinda Onemli bir asama da NO’in baslica norotransmitter oldugunun ve
fosfodiesterazlarin (PDEs) penisi flask duruma dondiirdiigliniin belirlenmesidir. Diiz kas
tonusunun ayarlanmasinda endotelin rolii ve hiicreler arasindaki baglanti noktalar1 “gap
junctions” yoluyla olusan iliskiler de ortaya konmustur. Diiz kas, endotel ve fibroelastik
catida diyabetes mellitus, ateroskleroz ve yaslanma ile olusan degisikliklerin patofizyolojisi

de belirlenmistir.

2.1. Erektil Disfonksiyon Prevalansi:

Son epidemiyolojik veriler ED’ nin diinya ¢apinda yiiksek bir prevalans ve insidansa
sahip oldugunu gostermistir. Erektil disfonksiyon insidansi yasla birlikte artmaktadir. ED’ ye
yonelik ilk bliyiik ¢apli, toplum temelli ¢alisma Massachusetts Erkek Yaslanma Calismasidir
(MMAS). Feldman ve arkadaglar1 tarafindan 1987 ile 1989 yillar1 arasinda yapilan bu ¢aligma
ED prevalansina iligkin en kapsamli ve giivenilir verileri saglamistir (2). Caligma sonucunda,
Boston-Massachusetts bolgesinde rastgele segilen 11 sehir ve kasabada, yaslart 40-70
arasinda degisen 1290 erkekte uygulanan bir anket sonucunda ED prevalansi %52 olarak
bildirilmistir. Bu hastalarin %9,6’sinda siddetli ED, %25,2’sinde orta, %17,2’sinde ise hafif
siddette ED saptanmustir (1). Bu grubun 1995 ile 1997 tarihlerinde yaptig1 arastirma sonuglari
1987 ile 1989°da yapilan ¢alisma ile karsilagtirildiginda komplet erektil disfonksiyon oraninin
%35,1’den %15’e yiikseldigi, orta derecede disfonksiyonun %17°den %34’°e yiikseldigi, hafif
disfonksiyonun ise %17 civarinda sabit kaldig1 goriilmiistiir. Ulkemizde ise ED prevalansiyla
ilgili bilgiler oldukca yenidir. Akkus ve arkadaslarinin yaptig1 epidemiyoloji ¢caligmasina gore
tilkemizde 40-70 yas aras1 erkeklerde ED prevalansi % 69,2°dir (hafif % 33,2, orta % 27,5 ve
siddetli % 8,5) ve siddeti yas ile birlikte artis géstermektedir (18).



2.2. Penisin Fonksiyonel Anatomisi:

Penis, gevsek bir cilt ve ciltalti dokusu ile saril bir ¢ift KK ile iiretray1 iceren bir adet
korpus spongiozumdan olusan erektil bir organdir. Penis boyutu ereksiyon ve flask durumuna
gore degismektedir. Bir calismada penis flask durumda pubopenil bileskeden eksternal
meatusa kadar 8,8 cm, gerilmis olarak 12,4 cm, ereksiyonda 12,9 cm 6l¢iilmistiir (19). Penisi

olusturan yapilarin fonksiyonu Tablo 1’de gosterilmistir.

Korpus kavernozumlar Korpus spongiozum ve glansi destekler.

Tunika albuginea Ercktil dokuyu sarar ve korur, kavernéz cisimlerin sertligini

saglar, venaokluziv mekanizmaya katilir.

Diiz kas Siniizoidlere kan girisini ve ¢ikismi saglar.

Iskiokaverndz kaslar Ereksiyonu hizlandirmak i1¢in kam distale pompalar. Riyjit

ereksiyon fazinda ek penil sertlik saglar.

Bulbokavernéz kaslar Semenin atilmasima yardimei olarak bulber iiretray: sikistirir.

Korpus spongiozum Semenin iiretradan atilmasina 1zin veren basingta, dar bir bosluk

saglar.

Glans Penisin kadin organlarmdaki etkisini azaltan bir yastik gérewvi

goriir.

Tablo 1: Penisi olusturan yapilarin fonksiyonu Campbell Uroloay; tenth edition’dan Tiirkcelestirilmistir.

2.2.1. Kavernoz cisimler: Siniislerin olusturdugu vaskiiler bir yapidir. Derin penil kavernozal
arter ve devami olan rezistans heliksin arterlerden kan temin ederler. Trabekiiller, emisser
veniilleri kavernozal vene baglayan subtunikal venler ile drene olurlar. Histolojik olarak,
KK’lar oncelikle trabekiiler diiz kaslar (%40-50), endotel, sinirler ve fibroblast gibi bag
dokularindan (%45-50) olusur. Korpus kavernozumlar tunika albuginea ile sarilmis bir cift
stingersi silindirlerden olusur. Proksimal uclari, krural, iskion-pubis kollarinin alt ylizeyinden
koken alan iki yap1 halindedir, ancak pubik arkusun altinda birleserek glansa kadar yapisik
olarak devam ederler. Korpus kavernozumlar tunika albuginea, septum, intrakaverndz
septalar, intrakaverndz fibréz cati, periarteriyel ve perindral fibroz kiliflar tarafindan

desteklenir (Sekil 1).



2.2.2. Korpus spongiozum ve glans penis: Korpus spongiozum iki kaverndz cismi birlikte
cevreleyen Buck fasyasi ile kaverndz cisimlerden ayrilan bir yapidir (Sekil 1). Korpus
spongiozumun distale dogru uzantis1 glans penisi olusturur ve KK’larin distal uglarini sapka
gibi kapatir. Korpus spongiozumun iginden iiretra geger. Korpus spongiozumun proksimal
tarafi daha kalin olup urogenital diyafragmaya baglidir, iiretranin bulbus kismini igerir ve

kruslar arasinda kalan bu boliime penis bulbusu ismi de verilir (20).

Deep dorsal vein 7 Corpus cavernosum
Superficial dorsal ven

Dorsal artery —~

Dorsal nerve

? ?% ~ Buck’s fascia

Cavernosal arteries = \ B Loose tissue
Helicine arteries = ‘

0 -

‘&p ; Tunica albugnea

® s Corpis spongiosum

Urethral arteries ————— — —

Trabeculae

Urethra

Sekil 1: Penisi olusturan anatomik yapilar (Tom F.Lue. A Review of Erectile
Dysfunction derlemesinden alint1 yapilmistir).

2.2.3. Tunika Albuginea: Icte sirkiiler ve dista longitudinal olmak iizere kaverndz cisimleri
saran ¢ok tabakali bir dokudur (21,22). Septum, iki kaverndz cismi ayiran gegirgen bir yap1
olup tunika albugineanin sirkiiler i¢ tabakasi ile devam eder. I¢ tabakadan septuma uzanan
intrakavernozal bantlar erektil dokuya asil destegi saglayan septumu giiclendirir. Distal penis
icindeki intrakavernozal destek yapilar saat 5 ve 7 pozisyonunda ve bu desteklerden farkli
yonlere uzanan mindr destek yapilar ise saat 2 ve 6 pozisyonuna uzanarak KK’u
caprazladiktan sonra tunika ile birlesirler (22). Kaverndz cisimler arasinda uzanan ve siingersi
cisimin yerlestigi saat 6 hizasinda tunika albugineay1 saran longitudinal tabaka bulunmaz.
Tunika albuginea, elastin lifler ile igige girmis bi¢imde fibriler kollajenden olusmustur.
Kollajen tunikaya asil sertligini veren yapidir. Elastin icerigi tunika albugineanin

kompliyansini ve gergin haldeki penis uzunlugunun belirlenmesini saglar (22). Emisser venler



i¢ ve dis tabakalar arasinda kisa bir mesafe seyrederler, siklikla dig tabaka liflerini oblik
olarak delerler. Bununla birlikte, KK’a ilave kan akimi1 saglayan kaverndz arter ve dorsal
arterin dallar1 daha direkt bir yol izler ve periarteriyel yumusak doku kilifi ile ¢evrilidirler. Bu
kilif ereksiyon sirasinda arterlerin tunika albuginea tarafindan sikistirilmasini 6nler. Dig

tunikal tabaka ereksiyon sirasinda emisser venlerin sikistiritlmasinda rol oynayan bir tabakadir
(23).

2.3. Penisin Vaskiiler Yapisi:

2.3.1. Arteriyel Dolasim: Penisin arteriyel kan akimi internal iliak arterden ¢ikan internal
pudental arter ile saglanir (24,26). Bununla birlikte eksernal iliak, obturator, vezikal ve
femoral arterlerden aksesuar arterler gelebilir (25). internal pudental arter bulboiiretral, dorsal
ve kavernozal arterlere ayrilir (Sekil 2). Bulboiiretral arterler glansi ve {iretray1r besler.
Kavernozal arterler iki kururanin birlestigi noktadan kaverndz cisme girerler. Kavernozal
arterler distalde trabekiilleri besleyen helisin arterlere doniisiir. Dorsal penil arter ikiye
dallanarak peniste saat 11 ve 1 pozisyonunda dorsal sinirler boyunca yayilir ve peniste
yiizeyel yapilar1 ve kaverndz cismi besleyen sirkumfleks arteri olusturur. Ayni zamanda
pelvik bolge arterleri arasinda zengin damar anastomozlari bulunabilir ve normalden farkli

olarak heriki korporal olusum tek tarafli beslenebilir (24,26).

Internal pudendal a

Circumflex a

— Dorsal a

Sekil 2: Penisin arteryel yapisi (Campbell Urology; tenth edition)



2.3.2. Vendz drenaj: Ug korpusun vendz drenaji, hemen tunika albugineanmn altindaki

periferal siniizoidlerden kaynaklanan ince veniillerden baslar. Bu veniiller tunika ve periferal

sinuzoidlerin arasindaki trabekiilalar iginde seyreder ve emisser venler olarak ¢ikmadan 6nce

subtunikal veniiler pleksusu yaparlar (Sekil 3). Tunika albugineanin disinda vendz drenaj

asagidaki gibidir.
1. Cilt ve ciltalt1 dokusu: Multipl yilizeyel venler cilt altinda seyrederek penis kdkiine
yakinlaginca birleserek tek veya cift ylizeysel dorsal veni yapar, daha sonra safen
venlere dokiiliir. Nadiren ylizeysel dorsal ven KK’larin bir boliimiinti de drene edebilir.
2. Pendiiloz penis: KK’un ve spongiozumun emisser venleri dorsalde derin dorsal,
lateralde sirkumfleks ve ventralde ise periiiretral venlere dokiiliir. Koronal sulkustan
baslayarak, derin dorsal ven glans penisin, korpus spongiozumun ve KK’larin distal
ticte ikisinin baslica vendz drenajini saglar. Genellikle tek bazen ise birden fazla derin
dorsal ven, periprostatik vendz pleksusa dokiilmek iizere simfizis pubis arkasindan
yukar1 dogru seyreder.
3. Infrapubik penis: Proksimal KK’lar1 drene eden emisser venler kavernoz ve krural
venleri olusturmak iizere birlesirler. Bu venler bulboz iiretradan gelen peritiretral
venlerle birleserek internal pudental venleri olustururlar.

Ug sistemin venleri birbiriyle degisen oranda iliskilidir. Venoz sistemlerin say1, dagilim ve

sonlanmadaki degiskenligi siktir (24,26).

Periprostatic Internal pudendal v
plexus

Deep dorsal v

Circumfiox v Cavermnous v

Bulbar v

Subtunical venous plexus

~ Retrocoronal
venous plexus

Sekil 3: Penisin venoz yapis1 (Campbell Urology; tenth edition)



2.3.3. Penisin noral inervasyonu: Penis, otonomik (sempatik ve parasempatik) ve somatik
(duyusal ve motor) sinirlerle inerve edilir. Parasempatik pregangliyonik sinirler ise 2. ve 4.
sakral vertebradan ¢ikarak pelvik ve hipogastrik pleksusa yayilir. Bu pleksus pregangliyonik
ve postgangliyonik liflerin penise dogru iletilmesini saglar. Kavernoz sinirin ¢ikis noktasi
pelvik pleksustur. Prostat kapsiiliine kadar pelvik fasya boyunca ilerler ve prostatin
posterolateraline uzanir. Kaverndz sinir dallar1 membrandz {liretranin distalinde siingersi
cismin tunika albugineasini penetre eder. Diger dallar, pudental arter ve kavernozal venler
boyunca kaverndz cisimlerin kururasina girer. Geri kalan iki dal penisin distal kisimlarini
uyarmak lizere dorsal sinire dogru yayilir (Sekil 4). Sempatik pregangliyonik lifler 9. torasik
ve 4. lomber vertebralarin pregangliyonik ndronlarindan koken alirlar. Bu noronlar, spinal
kord seviyesinde sempatik zincir néronlar1 ile devam ederek siiperior hipogastrik pleksusa
yayilirlar. Bu pleksus sag ve sol hipogastrik sinirlere ayrilirlar. Bu uzantilardan biri daha
sonra pelvik pleksus ile birlesir. Penis, glans ve diger perineal ve inguinal alanlardaki duyusal
reseptorlerden koken alan uyarilar dorsal penil sinirlerle tagmir. Bu sinir, diger pelvisin
sinirlerini de biinyesinde toplayarak internal pudental siniri olusturur ve 2., 3. ve 4. sakral
vertebranin dorsal kokiine ¢ikar. Sonug olarak dorsal penil ve diger duyusal sinirler sakral
spinal korda pudental sinirle iletilmis olur. Ikinci, 3. ve 4. sakral vertebradan ¢ikan penisin
motor innervasyonu, bulbokavernoz ve iskiyokaverndz kaslara sakral ve pudental sinirlerle
iletilir. Iskiyokaverndz kas kontraksiyonu ile rijit ereksiyon safhasinda kaverndz cismi
baskilayarak sikistirir. Bulbokaverndz kas ise ritmik kontraksiyon ile ejakiilasyon esnasinda

semen atimini saglar (24,26).

retrokoranal pleksus

sikumfleks ven

dorsal sinir
‘dorsal arter

kaverndz ven
averndz arter
kaverndz sinir
bulbokavernoz arter
kurural ven
periprostatik pleksus
internal pudental ven

sirkumfleks arter derin dorsal ven

lateral ven tunika albuginea penil arter

Sekil 4: Penisin noral inervasyonu ve vaskiiler yapisi (Hinman F Jr: Atlas of
Urosurgical Anatomy. Philadelphia, WB Saunders, 1993, p 445.)
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2.4. Ereksiyonun Fizyolojisi:

Penil ereksiyon, arteriyel akimda artma, siniizoidal diiz kaslarda gevseme, venoz
doniiste azalma ile karakterize, néromediatorler, ¢izgili ve diiz kaslar ile tunika albugineanin
koordine caligmasi sonucu ortaya ¢ikan kompleks bir olaydir (27). Son 20 yilda yapilan
fizyolojik ve biyokimyasal ¢caligmalar KK trabekiiler diiz kas yapisinin penis i¢inde dnemli bir
yapt oldugunu ve penil ereksiyonun ve detlimesansin kontroliinde rol aldigini gdstermistir
(28,29). Penil ereksiyon, KK ve korpus spongiozum diiz kas liflerinde gevseme ve penil
arteriyel dilatasyon sonrasi penise kan dolmasi sonucu olusur (16). Ereksiyonu baslatan
uyaran geldiginde siniizoidal diiz kaslar gevser, siniizoidlerin kompliyans1 artar, arteriyel
direng azalir ve penil kan akimi artar. Penil kan akiminin artmasi ereksiyon olugmasinda
primer hemodinamik olay olarak kabul edilir. Genel bir ifade ile ereksiyonun olusumu esas

olarak iki olayin entegrasyonu ile saglanir;

I. Arteriyel ve kavernozal diiz kas relaksasyonu ile siniizoidlere olan kan akiminin artigi
(30,31),
II. Kanla dolan siniizoidlerle tunica albuginea arasinda yer alan emisser venlerin basiyla

kapanip siniizoidler i¢indeki gollenmenin artmasi (Sekil 5).

Cinsel uyan

::> Kavernozal ve arteriyel
diz kaslarda gevgeme

@

Yendz dondgin <1':| Kavernozal hogluga
engellenmesi kan akiginda artig

l

IcP = MaP  C—— > [ EREKSiYON

Sekil 5: Cinsel uyar1 sonrasi kavernozal yapida goriilen genisleme.

ICP: Kavernozal yapilardaki basing, MAP: Sistemik kan basinci
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Bu temelden yola ¢ikilarak penil ereksiyon sirasinda meydana gelen degisiklikler alti

fazda ele aliabilir;

1. istirahat (Flaccid) fazi: Insan KK unda sempatik uyari ile agiga ¢ikan noradrenalin
(NA), diiz kas tonusunun modiilasyonunda rol oynayan major norotransmiterdir (32).
Detlimesans ve penisin istirahat hali biiylik oranda, sempatik sinir terminallerinden salinan
NA’in, korporal diiz kaslardaki postsinaptik yerlesimli alfa reseptorleri aktive etmesi sonucu
olusur (33). Noradrenalin ile artan diiz kas tonusu penise olan kan akiminin diisiik diizeyde
kalmasina yol acar (33). Sempatik desarj ile diiz kaslar tonik olarak kontrakte halde kalirlar ve
yalnizca nutrisyonel amagli arteriyel kan akimina izin verilir.

2. Latent faz: Seksiiel uyari ile kaverndz sinir uglarindan ndrotransmiter salinimi olur.
Uyarilarin penisi besleyen arter ve kavernozal diiz kaslardaki reseptdrlere ulagsmasi, ereksiyon
mekanizmasini tetikler (34). Hem diastolik hem de sistolik fazda arter ve arteriyollerin
dilatasyonu ile kaverndz arter kan akimi artar. Peniste yavas bir uzama ve dolma baslar.
Yogun kan akimi genisleyen siniizoidler tarafindan hapsedilir. Tunica albuginea ile periferik
sinilizoidler arasinda subtunikal ven pleksuslarinin kompresyonu, vendz akimini azaltir.

3. Tiimesans fazi: Tam ereksiyon gelisinceye kadar intrakavernozal basing artmaya
devam eder. Penis hizla genisler ve tam kapasiteye ulasana kadar uzamaya devam eder (35).

4. Tam ereksiyon fazi: Intrakavernozal basing artarak sistolik basinca yaklasir.
Pudental arterdeki kan akimi, tiimesans fazindakinden daha az, fakat istirahat fazindakinden
daha fazladir.

5. Rijid ereksiyon fazi: Pudental sinirden kaynaklanan uyari ile iskiokavernoz kasta
olusan istemli kasilma sonucunda kavernoz cisim i¢indeki basing sistolik basingtan daha
yiiksek degerlere ulasir.

6. Detiimesans fazi:

a. Inisiyal detiimesans: Ejakiilasyon veya stimiilasyonun bitmesinden sonra istirahat
fazindaki gibi kavernozal cisim i¢inde tekrar sempatik sinirlerden salinan NA’in hakimiyeti
baslar. Sempatik sistemde artan aktivite, helisin arter tonusunun artmasina ve trabekiiler diiz
kaslarda kasilmaya yol acar

b. Yavas detiimesans: Arteriyel akim azalarak bazal diizeylere ulastiginda, vendz
kanallar yavasca yeniden agilir. Intrakavernozal basingta da orta derecede bir azalma vardur.

c. Hizli detiimesans: Intrakavernozal basing hizla diiser ve veno-oklusiv mekanizma
inaktif hale gelir. Arteriyel akimin da uyar1 6ncesi haline donmesiyle penis flask hale yeniden

doner.
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Penil ereksiyon olusumunda, temel olarak santral ve periferik sistemler tarafindan
diizenlenen, bir¢ok santral ve periferik ndrotransmitter ve biyokimyasal sinyaller yer alir (24,
36). Ereksiyonu baglatan ve devaminda rol oynayan norotransmitterler arasinda NO, dopamin,
asetilkolin, vazointestinal polipeptid (VIP), prostaglandin E1 ve Calsitonin Gen Related
Peptid (CGRP) proteini bulunur (37). Penisin detiimesans durumundan ise NA, endotelinler,
kontraktil prostaglandinler ve ndropeptid Y sorumludur. Periferal olarak kasici ve gevsetici
faktorler arasindaki denge KK diiz kasinin kasilma derecesini kontrol eder (38). Penil
ereksiyon igin gerekli olan kavernozal diiz kas gevsemesinde NO/siklik guanizin monofosfat
(cGMP), VIP/siklik adenozin monofosfat (cAMP) gibi pek ¢ok yolak rol oynar (39,40). Lokal
olarak endotelyal hiicreler ve kavernozal damarlarin nonadrenerjiknonkolinerjik (NANC)
uyarilmasi ile olusan NO’nun KK gevsemesinde ve penil ereksiyonda ana mediyatdr oldugu
kabul edilmektedir (39,41). NO’nun sentezi ve ¢dzilinebilir guanilat siklaza baglanmasi erektil

slireg i¢in gereklidir. Bu yolakta farmakolojik aracilik eden pek ¢ok basamak vardir (Sekil 6).

Nitrergic nerve Endothelium

[ oNOS) - w-m-]

Figure 11 : Schematic representation of nitric oxide gene-
ration and action pathway in penile smooth muscle and the
processes involved in its regulation. NO, nitric oxide; eNOS,
endothelial (type III) NO synthase; nNOS, neuronal (type I)
NOS; PDES, phosphodiesterase type 5; PKG, protein kina-
se G.

Sekil 6: L-arjinin/nitrik oksit/guanilat siklaz/cGMP yolu. Tejada et al, Sexual Medicine,
p302, 2004'den alinmustir.

Nitrik oksid, L-arjininden NOS araciligiyla sentezlenir. Korpus kavernozumda endotel ve
sinir inervasyon noktalart NO’nun esas olarak salgilandig1 yerlerdir. NO sentezinden sorumlu
olan NOS’un birden fazla izoformu vardir; eNOS, néronal NOS (nNOS), indiiklenebilir NOS
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(iINOS) (42). Noronal NOS; NANC sinir uglari, dorsal penil sinir dallart ve derin dorsal arter
adventisyasindaki sinir pleksuslarindan, eNOS ise kavernozal endotelden ve intrakavernozal
helisin arterlerden salgilanir (42,43). indiiklenebilir NOS ise inflamatuar mediyatorlerin ve
bakteriyel {iirinlerin indiiksiyonunu takiben farkli hiicrelerden izole edilebilir ancak iINOS

peniste eksprese olmaz (44).

Sekstiel uyar1 sonrast NANC sinirlerin uyarilmasi NOS salinimina neden olur. Salinan
NO arteriyel ve kavernozal diiz kas yapisina diffiize olur (42, 45, 46). NO diiz kasta cGMP
seviyesini arttirarak soluble guanilat siklazi (sGC) aktive eder. Soluble guanilat siklaz cGMP
bagimli protein kinaz G (PKG)’yi aktive eder. Aktive PKG, Ca2+ kanal aktivitesini ve hiicre
i¢i Cat+2 konsantrasyonunu azaltir. Azalan (Ca+2), Ca2+ bagimli K+ kanallarini agilmasini
saglayarak diiz kas hiicresinde hiperpolarizasyona neden olur (47). Protein kinaz G ayni
zamanda diger proteinleri fosforilleyerek Ca+2 konsantrasyonunu etkiler veya miyozin hafif
zincirin (MLC) fosforilasyon durumunu degistirir. Hepsi birden NO bagimli KK diiz kas
gevsemesine neden olur (Sekil 5) (47,48).

2.5. Erektil Disfonksiyonun Patofizyolojisi:

Normal erektil fonksiyon, bir¢ok diizenleyici sistemin varligi ve koordinasyonunu,
ayrica fizyolojik, hormonal, norolojik, vaskiiler ve kavernozal faktorlerin etkilesimini
gerektirir. Bu faktorlerin herhangi birinde olusan degisiklikler ED’nun olusmasi igin yeterli
olmasma karsilik; birgok vakada bu etkenlerin degisiklikleri kombine bir sekilde
bulunmaktadir (Tablo 2) (49).
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. _______________________________________________________________________________________________|
Vaskiilojenik
- Kardiyovaskiiler hastaliklar

- Hipertansiyon

- Diabetes mellitus

- Hiperlipidemi

- Sigara

-Major cerrahi veya radyoterapi (pelvik veya retroperitonyum)

Norojenik

- Santral
- Multipl skleroz
- Multipl atrofi
- T{imér

- Inme

- Disk hastaliklar:

- Spmal kord hastaliklar:
- Periferik

- Diabetes mellitus

- Alkolizm

- Uremi

-Polinéropati

- Pelvik veya retroperitonyum cerrahisi

Anatomik
- Peyronie hastali
- Penil kurvatiir
- Mikropenis
- Hipospadyas. epispadyas

Hormonal
- Hipogonadizm
- Hiperprolaktinemi
- Hiper veya hipotiroidi

- Cushing hastalig

ilagla r
- Antihipertansifler
- Antipsikotikler
- Antidepresanlar
- Antihistaminikler
- Antiandrojenler

- Bagimlilik yapan maddeler (eroin, kokain, kodein)
Psikojenik
- Generalize tip

- Durumsal tip

Tablo 2: ED patofizyolojisinde rol oynayan faktorler (EAU Guidelines 2009)
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2.5.1. Vaskiilojenik erektil disfonksiyon:

Hipogastrik-kaverndz-helisin arter dallanmasinda aterosklerotik ya da travmatik
tikaniklik yapan arteriyel hastaliklar, siniizoidal bosluklara perfiizyon basincini ve arteriyel
kan akimini azaltarak, maksimum ereksiyona kadar ge¢en zamani uzatir ve erekte penisin
rijiditesini azaltir. Arteriyojenik ED’lu hastalarin birgogunda, penil perfiizyonun azalmasi
yaygin aterosklerotik siirecin bir parcasidir. Arteriyel yetmezlikle birlikte goriilebilen yaygin
risk faktorleri aterosklerotik koroner arter hastaligi, hipertansiyon, hiperlipidemi, diabetes
mellitus, sigara, perineal veya pelvik kiint travma, pelvik radyasyondur. Koroner arter
hastaligi ve ED’nun baslangi¢ yast ve insidansi arasinda paralellik oldugu saptanmistir.
Diyabetik ve yasl erkeklerin kaverndz arterlerinde intimal proliferasyon, kalsifikasyon ve
limen stenozu ile birlikte fibrotik lezyon insidansinin yiiksek oldugu bildirilmistir (50). ED
hem iliak damarlardaki azalmis kan akimi, hem de trabekiiler diiz kaslarda azalmis
genigleyebilme 6zelligine bagl venookluzif disfonksiyon ile agiklanmaktadir (51, 52, 53).
Yapilan hayvan modellerinde ateroskleroz ve hiperkolesteroleminin azalmis NOS aktivitesi,
artmis tromboksan A2 ve prostaglandin iiretimi ile birlikte oldugu ve elektrik stimulasyonuna
yanit olarak, diiz kas gevsemesinde bozukluk oldugu gosterilmistir. Hiperkolesterolemideki
bu bozulmus NO bagimli diiz kas gevsemesi, serbest oksijen radikallerinin salinimina, N-
mono-metil-L-arjinin  (NMMA) ve asimetrik dimetilarjinin (ADMA) gibi NOS
inhibitdrlerinin artisina baglanmaktadir. Yapilan ultrastriiktiirel ¢caligmalar, kolesterol agirlikli
beslenmis tavsanlarda KK’da erken donemde aterosklerotik degisikliklerin basladigini
gostermektedir. Bu degisiklikler ED’un primer sebebi olmakla birlikte, aterosklerotik

lezyonlarin ilerlemesine ve daha kompleks hale gelmesine neden olmaktadir (54).

2.5.2. Norojenik erektil disfonksiyon:

Seksiiel fonksiyonda rol alan santral sinir ag1 veya periferik sinirlerdeki herhangi bir
yaralanma, ED’ye sebep olabilir. Bu ED formu ‘nérojenik impotans’ olarak adlandirilir.
ED’nun %10-19 oraninda ndrojenik kokenli oldugu tahmin edilmektedir (55,56). Medial
preoptik alan (MPOA), paraventrikiiler niikleus ve hipokampus penil ereksiyon ve seksiiel
diirtii i¢in O6nemli integrasyon merkezleri olarak goriiliir. Bu bolgeleri etkileyen Parkinson
hastalig1, inme, ensefalit ya da temporal lob epilepsisi gibi patolojik durumlar siklikla ED ile
birliktedir. Spinal kord travmali hastalarda erektil fonksiyonun derecesi biiyiik dlciide spinal
lezyonun niteligi, yeri ve yaygmligma baghdir. Spinal kordun iist motor néron komplet

lezyonlarinda refleks ereksiyon %95 oraninda korunurken, alt motor ndéron komplet
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lezyonlarinda ise sadece %25 oraninda ereksiyon saglanabilir. Spinal kordu etkileyen tiimor,
transvers myelit, multipl skleroz, spina bifida, sringomyeli, disk hernisi gibi nedenler ED’a
yol acabilmektedir (57,58).

Beyine lokal bilgileri ileten ve refleks ereksiyonun afferent koluna katkida bulunan
duyusal sinirlerin veya trabekiier diiz kaslarin gevsemesi arteriyel dilatasyonu saglayan
otonomik sinirlerin zarar gérmesi sonucu ED gelisebilir. Agir metaller, organik bilesikler,
bazi toksinler ve organik bilesikler, DM, alkolizm, iiremi, hipotiroidizm, Lepra, HIV, viral

enfeksiyonlar, SLE, hemokromatozis periferik sinirleri etkileyerek ED’a neden olurlar (26).

2.5.3. Endokrinolojik erektil disfonksiyon:

ED’u olan hastalarda hipogonadizm nadir rastlanan bir durum degildir. Androjenlerin
libido ve sekstiel davranisa etkileri iyi bilinmektedir (59). Ganata ve ark.(1997) erkeklerde
testosteron seviyesi ile nokturnal ereksiyon arasindaki iliskiyi arastirmislar ve nokturnal
ereksiyon i¢in, esik degerin 200 ng/dl civarinda oldugunu bildirmislerdir (60). Androjenlerin
etki mekanizmasini ortaya koymak i¢in yapilan hayvan c¢aligmalarinda, kastrasyon sonrasi
arteriyel akimin azaldigi, vendz kacak olustugu, penis diiz kaslarinda alfa adrenerjik
reseptorlerinin ve apoptozisin arttigi, KK’daki diiz kas igeriginin, kaverndz sinir uyarisinin ve
nNOS aktivitesinin azaldigi gosterilmistir (61,62). Hipotalamohipofizer aksi etkileyen timor,
konjenital anomaliler, travma, cerrahi gibi nedenler ED’a neden olabilir. Hipofiz adenomu
veya ilaglara bagl olarak gelisen hiperprolaktinemide libido azalmasi, ED, galaktore,
jinekomasti ve infertilite gibi semptomlar olusabilir. Ayrica yliksek prolaktin seviyeleri
gonadotropin salgilatict hormon sekresyonunu baskilayarak testosteron seviyesinin
azalmasina neden olabilir.

ED hem hipertiroidi hem de hipotirodi ile birlikte goriilebilir. Hipertiroidide siklikla
dolasimdaki Ostrojen seviyesi artigina bagli oldugu diisiiniilmektedir. Hipotiroidide diisiik
testosteron salinimi ve yiiksek prolaktin seviyesi ED’a katkida bulunur. Diyabet her ne kadar
en yaygin endokrinolojik hastalik ise de, hormon eksikliginden ziyade, daha ¢ok vaskiiler,

endotelyal, ndrolojik ve psikolojik komplikasyonlar1 nedeniyle ED’a yol agmaktadir.

2.5.4. Psikojenik erektil disfonksiyon:

Seksiiel davranislar ve penil ereksiyon, hipotalamus, limbik sistem, serebral korteks
tarafindan kontrol edilir. Bundan dolayr uyarici ya da inhibe edici mesajlar ereksiyonu
kolaylagtirmak yada engellemek icin spinal ereksiyon merkezlerine aktarilabilir. Psikojenik

ED tipleri Tablo 3’de verilmistir. Psikojenik disfonksiyonda ereksiyonun inhibisyonunu
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aciklayan iki olasi mekanizma ileri siiriilmektedir: ilk mekanizma suprasakral inhibisyonun

asirihigl, ikinci mekanizma ise seksiliel cevap merkezindeki inhibe ediciler ve uyaricilar

asindaki dengenin bozulmasidir (49).

I. Jeneralize tip
A. Jeneralize cevapsizlik
1. Seksiiel uyarilmanin primer yoklugu
2. Seksiiel uyarilmada yaslanmaya bagl
diisme
B. Jeneralize inhibisyon

1. Kronik seksiiel mahrumiyet hastaligi

I1. Durumsal tip

A. Partnerle iliskili

1. lliskiye 6zel uyarilma yoklugu

2. Seksiiel obje tercihine bagli uyarilma
yoklugu
3. Partner anlagmazligina ya da tehdidine
bagli yiiksek santral inhibisyon
B. Performansla iliskili
1. Diger sckstiel disfonksiyonlarla
birlikte
2. Durumsal performans anksiyetesi
C. Psikolojik stres ya da denge ile iliski

1. Negatif mood durumu ile birliktelik

Tablo 3: Psikojenik ED tipleri (International Society of Impotence research. Int J Impot

Res;11:141-143, 1999)

2.6. Erektil Disfonksiyonun Tedauvisi:

Amag sadece rijit bir ereksiyon saglamak degil ayn1 zamanda tatminkar bir cinsel yasam

olusturmaktir. ED’lu hastalarda tedavi yaklasimi Tablo 4’deki gibi olmalidir (63).
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e Hastalarin risk faktorleri hakkinda bilgilendirilmesi
e Hasta ve partnerine alternatif tedavi yontemleri {izerine bilgi verilmesi
e Hastanin medikal ve psikososyal durumunun ve tercihlerinin birlikte degerlendirilerek

en uygun tedavinin se¢imi

e

PDES5 inhibitérlerie———  Apomorfin

Intrakaverndz injeksiyon

Intraiiretral alprostadil
Vakum
(Memnun kalmadiysa)
e Tedavinin tekrar degerlendirilmesi
-Doz degisimi

-Hastaya tekrar gerekli kullanimin anlatilmasi

(Memnun kalmadiysa)

e Diger alternatif tedaviler veya kombinasyon tedavisi

e Cerrahi segeneklerin degerlendirilmesi

Tablo 4: ED’lu hastalarda tedavi yaklasimi (EAU Guidelines 2009)
2.6.1. Farmakolojik Tedavi:

Farmakolojik tedaviler, merkezi, periferik veya her iki sekilde etkili olabilirler. Bu

tedavide iki grup ilag vardir (64).
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1. Merkezi sinir sistem iizerine etkili olanlar
- Apomorfin
- Yohimbin
2. Periferik etkili ilaglar
Oral
- PDES inhibitorleri (sildenafil, tadalafil, vardenafil, udenafil, mirodenafil, Avanafil)
- Apomorfin
- Yohimbin
Intrakavernozal ve topikal
-Fentolamin
-PGE1

-Papaverin

PDES inhibitorleri

PDE inhibitérleri viicutta tiim vaskiiler dokularda bulunur. Insan KK dokusunda pek
cok tipte PDE izoenzimi saptanmistir. Ancak penisteki primer etkin form tip 5°tir. PDES
enzimi ikinci haberci olan cAMP ve c¢cGMP yikimimi saglar. Bu nedenle PDES, penil
aktivitede son derece dnemli bir rol oynamaktadir. PDES enzimini inhibe eden ilaglar, seksiiel
uyar1 oldugunda cGMP yikimini 6nleyerek NO’in diiz kas iizerindeki dogal etkisini arttirir ve
dolayisiyla ereksiyonu kolaylastirir. PDES enzimi, penis KK diiz kaslar1 diginda, vaskiiler diiz
kasta, gastrointestinal sistemde, trombositlerde, bobrek ve santral sinir sisteminde bulunurlar.
Bu nedenle PDES innhibitdleri bas agrisi, ylizde kizarma, nazal konjesyon, dispepsi gibi yan
etkilere neden olabilmektedir. Bununla beraber diger PDE izoenzimlerinin inhibisyonuna
bagl olarakta gozde 1518a duyarlilik, mavi gérme, myalji, sirt agris1 gibi istenmeyen etkiler de
gbzlenmektedir.

Her ti¢ PDES inhibitorlerinin etki baslangic siiresi ve etki stirekliligi bakimindan bazi
farkliliklar bulunmaktadir. Ortalama 15-30 dakika i¢inde etkili olmaya baslarlar. Bu etkinlik
sildenafil ve vardenafilde ortalama 5 saat, tadalafilde ise 24-36 saat arasinda devam
edebilmektedir.

Nitrat kullanan hastalarda PDES5 inhibitorlerinin kullanilmasi kesin kontrendikedir,
¢linkii kullanimlarinda nitratlarin hipotansif etkilerini giiclendirici etkileri vardir, kan basinci
tehlikeli diizeylere diigebilir. Alfa blokoér kullanan hastalarda alfa blokor tipine bagl olarak
dikkatli kullanimi sarttir. CYP 3A4 inhibitorleri (eritromisin, ketokonazol, simetidin gibi)

kullanan hastalarda PDES inhibitorleri miimkiin olan en diisiik dozda verilmelidir.
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Apomorfin
Hipotalamusta yer alan D2 dopaminerjik reseptorleri tizerine merkezi olarak etki eden
bir ajandir. Sertlesme sorunu olan erkeklerin tedavisinde sublingual olarak kullanilmaktadir.
Etki siiresi 20 dakikadan azdir. Hafif orta siddette bulanti, uyusma, esneme ve ender
olarak vazovagal senkop gibi yan etkiler goriilebilmektedir. Postural hipotansiyon Sykiisii

olanlarda dikkatli kullanilmas1 gerekmektedir.

Yohimbin

ED tedavisindeki basarisi tizerine dnemli bir istatistiksel bilgi mevcut degildir. Santral
ve periferik sekstiel davranigt uyaran bir alfa 2 adrenerjik antagonisttir. Bas agrisi,
gastrointestinal intolerans, ajitasyon, anksiyete, kan basinci artisi gibi yan etkiler

goriilebilmektedir. Nitrat kullananlarda kontrendikedir.

Androjen replasman tedavisi (ART)

Hipogonadizm ilerleyen yasla ortaya cikan, plazma androjen seviyesinde diisiisle
kendini gosteren klinik ve biyokimyasal bir sendromdur. Cok sayida organ sistemlerini
etkileyebilir ve cinsel fonksiyonlar basta olmak {lizere yasam kalitesinde 6nemli diisiislere yol
acar. Cinsel fonksiyon bozukluguyla basvuran, hipogonadizm semptomlar:t olan ve serum
testesteron seviyesi diisiik veya alt sinirda olan hastalarda androjen tedavisine baslanmalidir.
ART tipik olarak kronik veya yasam boyu verilmesi gereken bir tedavi oldugundan, hastalarin
diizenli takibi biiylik 6nem tasimaktadir. Anormal karaciger fonksiyonlari, hiperlipidemi,
polisitemi, prostat ve meme kanseri, mesane boynu obstriiksiyonlari, agresif davranis ve uyku

apnesi olanlarda kontrendikedir.

Intrakavernozal Enjeksiyon Tedavisi
Intrakavernozal enjeksiyonla tedaviye ilk kez 1982 yilinda papaverinle baslanmustir.
Bir¢ok hekim tarafindan hem teshis hem de tedavide yaygin olarak kullanilsa da daha az

invaziv tedavi alternatiflerinin ¢ikmasiyla ilk basamak tedavi olarak kullanimi azalmistir.

Prostaglandin E1(PGEL)

Diiz kas hiicrelerinin yiizeyinde bulunan spesifik reseptorlerle adenilet siklaz enzimini
aktive eder. Bu enzim adenozin trifosfati (ATP), siklik adenozin monofosfata ¢evirir. cAMP
hiicre i¢i kalsiyum miktarini azaltarak diiz kas gevsemesine neden olur. Bu tedavi yontemi

etkin ve kolay tolere edilebilmektedir.
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Papaverin
PDE enziminin selektif olmayan blokdriidiir. Hem cAMP hem de ¢cGMP yikimini inhibe
ederek sitoplazmik kalsiyum miktarimi diisiiriir ve bu yolla diiz kas relaksasyonuna neden

olur. Cogunlukla oral tedaviye yanit vermeyen olgularda kullanilmaktadir.

Fentolamin
Alfa 1 ve alfa 2 adrenerjik reseptorleri inhibe eden ve bu yolla NA aksiyonunu inhibe
eden bir ajandir. Genellikle papaverin veya PGE1 kombinasyonlariyla kullanildiginda daha

basarili sonuclar elde edilmektedir.

Intraiiretral- intrameatal tedaviler

Alprostadil, PGE1’in sentetik formu olup aktif bileseni korpus spongiozum ve KK
arasindaki venoz kanallar araciligiyla etki eder. Ereksiyon olusturmak i¢in kaverndz diiz
kaslarda gevsemeyi baslatir. Ereksiyon 15-30 dakika i¢inde baslar, 30-60 dakika kadar etkisi
stirmektedir. Etkinligi PDES inhibitdrleri ve intrakaverndz enjeksiyon tedavisine kiyasla daha
diisiiktiir. Avantaji enjeksiyon gerektirmemesidir. En sik yan etkileri penil agr1 ve iiretral

yaralanmadir.

Vakum Cihazlan

Penis etrafinda vakum etkisi olusturarak kanin korporal bogluklara toplanmasini
saglayan invaziv olmayan bir yontemdir. Vakum cihazlar1 6zellikle daha stabil iligki iginde
olan yash erkeklerde ve diger tedavi yontemlerinin etkili olmadig1 durumlarda yararlidir. Belli
oranda peniste rahatsizlik ve sogukluk hissi gibi yan etkiler goriilebilmektedir. Hastalarin

%10-15’inde peniste morluk gozlenebilmektedir.

2.6.2. Cerrahi tedavi

Vaskiiler cerrahiler

1. Penil revaskiilarizasyon

2. Ven baglama operasyonlari

3. Veno-okliizyon + arteryel yetmezlik operasyonlari
Penil protezler

1. Biikiilebilir

2. Sigirilebilir

22



3. VASKULER ENDOTEL TABAKASI VE ENDOTELIN FONKSIiYONLARI

Normal endotel biitiin damar diiz kaslarinda bulunan, damar duvarini kaplayan ince bir
epitel tabakasidir. Vazodilatatér ve vasokonstriktdr substratlarin yapiminda etkili olarak,
vaskiiler homeostazin saglanmasinda temel rol oynayan en kiigiik endokrin organdir (65).
Son yillarda yapilan deneysel ¢aligsmalar, endotelin dokularla kan arasinda segici bir bariyer
olusturmaktan baska homeostazda da ¢ok onemli islevleri olan bir doku niteligini tasidigini
gostermistir. Endotel hiicreleri salgiladiklart mediatorler ile koagiilasyonu, fibrinolizisi, damar
tonusunu, dolayisiyla kan akist ve kan basincini etkileyip cesitli fizyolojik ve patolojik
olaylarda rol oynayan aktif hiicrelerdir (66,67,68) .

Endotelyum hiicre fonksiyonlari bes boliim altinda 6zetlenebilir.
1. Kontrol edilemeyen makro molekiillii protein ve lipoproteinlerin ¢evre dokuya
infiltrasyonuna kars1 segici bariyer gorevi gérmesi.
2. Dolasimda bulunan lipoproteinlerin metabolizmasina katilip subendotelyal bolgeye
gececek lipoproteinlerin tabiatina karar vermek
3. Trombosit agregasyonu ve trombozisi 6nlemek
4. Immiinkompetan hiicrelerle birlikte savunma mekanizmalarma katilmak
5. Gevsetici ve kasict maddeler salarak vaskiiler tonusun diizenlenmesine katkida
bulunmak
Endotel bu fonksiyonlarmi asagidaki gibi c¢ok sayida salgiladigt maddeler araciligiyla
saglamaktadir (66,67).

1- Vasokonstriktorler

*Anjiotensin konverting enzim
*Endotelinler (ET-1, ET-2, ET-3)
*Anjiotensin II

*Tromboksan A2

*Asetil kolin, arasidonik asit, PGH2, trombin, nikotin
2- Vasodilatatorler

*Nitrik oksit (NO=EDRF)
*Adrenomediillin

*Endotel bagimli hiperpolarizn faktorler
*Prostasiklin (PGI2)

*Bradikinin, asetilkolin, serotonin, histamin, substans P
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3- Antitrombotik (hemostaz) maddeler
*Trombomodiilin

*Doku plazminojen aktivator (t-PA)
*Plazminojen aktivator inhibitori tip I (PAI-1)

4- Bilyiime modiilator / mediatorleri

a) Biiylime promotorleri b) Biiylime inhibitorleri
e Heparin siilfat *PDGF
e TGF-B * FGF
e NO *IGF-1
e Bradikinin [L-1
® Prostasiklin *Endotelin

*Anjiotensin II
5- Inflamatuar mediatérler
Adezyon molekiilleri,
*Endotelyal Lokosit Adezyon Molekiilii (ELAM)
sIntraseliiler Adezyon Molekiilii (ICAM)
*Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilleri (VCAM)
Antijenler;
*Major histokompatibilite kompleks-2 (MHCII)

3.1. Vaskiiler Tonusun Endotelyum Tarafindan Diizenlenmesi:

Vaskiiler tonusun diizenlenmesi, endotelin en 6nemli gorevi olarak bilinmektedir. Bu
gorevi birgok kasici ve gevsetici ajan salimi ile siirdiiriir. Bu faktorler arasindaki denge

endotelin fonksiyonel veya disfonksiyonel durumunu belirler.

3.1.1. Vazodilatasyon Olusturan Faktorler
3.1.1.1Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Izoformlar

Endotel hiicreleri tarafindan salinan ana gevsetici faktér NO’dir. NO, bilinen en kii¢iik
sinyal molekiiliidiir ve NO sentazin (NOS) 3 izoformu tarafindan iiretilmektedir. (Sekil 7)

NOS izoformlarinin hepsi substrat olarak L-arginin ve molekiiler oksijen kullanir (69). Tiim
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NOS izoformlar aktiviteleri igin BH 4 , FMN ve FAD gibi kofaktorlere ihtiya¢ duyarlar.

NOS izoformlar1 kalmodulin baglidir ve Hem grubu igerirler.

Noronal NOS (nNOS, NOS 1) santral ve periferik ndronlarda ve bazi hiicre tiplerinde
ekspre edilir. Fonksiyonlar1 santral sinir sisteminde sinaptik plastisite, kan basincinin merkezi
regiilasyonu, diiz kas hiicrelerinde gevseme ve periferal nitrerjik sinirler araciligiyla
vazodilatasyondur (70). Nitrerjik sinirler ayrica penil ereksiyon ve korpus kavernozumun
gevsemesinde 6zel bir 6nem tagimaktadir (71).

Inducible NOS (iNOS, NOS 2) lipopolisakkarit, sitokinve diger bazi ajanlara yanit
olarak bircok hiicre tipinde eksprese olabilirler. iNOS siklikla makrofajlardan eksprese
edilmektedir. Makrofajlarda iNOS indiiksiyonu bakteri ve parazit gibi hiicrei¢i mikroplarin
kontrolii i¢in gereklidir (72). iNOS tiirevli NO septik sokta goriilen kan basinci diislisii ve

vazodilatasyondan sorumlu baskin mediyatordiir (73).
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Sekil 7: Farkli NOS izoformlarinin 6nemli fonksiyonlari, Forstermann at all, European
Heart Journal (2011)

Endotelyal NOS (eNOS, NOS 3) ¢cogunlukla endotel hiicrelerinde exprese olur. Bununla
birlikte izozimleri kardiyak miyozitler, trombositler, insan plasentasinin sinsityotrafoblastik
hiicreleri ve bobrek tiibiil epitellerinde de saptanmustir (74). Noronal NOS' a benzer sekilde
eNOS aktivitesinin regiilasyonunda Ca ile aktive olan Ca-M oOnemlidir. Ca enzime Ca-M
baglanmasini indiikler (75). Hiicrei¢i Ca miktar1 arttiginda eNOS aktivitesindeki belirgin
artigla eNOS pulsatil olarak NO sentezler ve devamli olarak dolagimda diisiik miktarlarda NO
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saliverirler. Bu bulgular, eNOS aktivasyonunun regiilasyonunun kalsiyum-kalmodulin
bagimli oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak son yillarda yapilan calismalarda, eNOS
aktivasyonunun eNOS-protein etkilesimleri (i1s1-sok proteini Hsp90 ve kaveolin-1) ve
eNOS’un fosforilasyonu gibi post-translasyonel olaylar ile de regiile oldugunu ve bu
proseslerin direkt olarak salinan NO miktarint ve siiresini etkiledegi bildirilmistir. eNOS’ un
bazal kosullarda hiicre plazma membranlarinda ‘kaveola’ adi verilen Kkolesterol ve
spingolipidlerden zengin invajinasyonlarda, kaveolanin major proteini olan kaveolin-1
proteini ile kenetlenmis bir sekilde bulundugu tespit edilmistir (76). Kaveolin-1 eNOS
aktivitesinin tonik bir inhibitoriidiir. Bu kavram genetik olarak kanitlanmistir, kaveolin-1
eksikligi olan farelerin kan damarlarinda endotel bagimli gevsemenin iyilestigi gosterilmistir
(77). Mekanik olarak eNOS' a hsp90 ve Ca-M baglanmasi enzimin kaveolin-1' den
ayrilmasina ve boylece enzim aktivasyonuna yol acar.

Bununla birlikte, eNOS hiicrei¢i Ca ylikseklikleri olmaksizin ¢esitli uyaranlarla aktive
olabilir ve NO'nun uzun 6miirlii salinimi1 indiiklenebilir. Normal kan akiginda goriilen "shear
stress” en 1iyi bildigimiz uyarandir, Ca seviyesi diisiikkken bile enzim aktivitesi artabilir. Bu
aktivasyon enzim fosforilasyonu ile iliskilidir (78). eNOS proteini serin, treonin ve tirozin
rezidiilerinde fosforile olabilir, ancak enzim fonksiyonunda asil degisikligin insan eNOS
sekanslarinda serin 1177 ve treonin 495' in fosforilasyonu ile oldugu rapor edilmistir (79). Bu
mekanizmalar, eNOS ekspresyon seviyeleri ve eNOS islevselligi ile birlikte vaskiiler NO
tiretiminin belirleyici faktorleridir.

Endotelyum hiicrelerinde NO bir defa salindiktan sonra diiz kas hiicrelerinde bulunan
““Hem’’in prostetik grubu ile etkilesir. Bu ise guanilat siklaz aktivasyonuna ve cGMP
tiretiminde artisa neden olur. Artmis cGMP hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunda azalmaya
ve buna bagli olarak ise vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VDKH) gevsemeye neden olur (69).
Prostasiklin ve endotel bagimli hiperpolarizan faktér (EDHF), endotelyum tarafindan

salgilanan ve damar tonusunun diizenlenmesi iizerine etkili diger vazodilator ajanlardir.

3.1.1.2. Prostasiklinler

Prostasiklinler; bir diger endotelyum bagimli gevsetici ajanlardir. Bu ajanlar, NO ile
sinerjistik olarak etkilesir veya NO’e sinerjistik olarak etki ederler, trombosit agregasyon ve
adezyonunu inhibe ederler (103). Bunun yaninda saglikli endotelyum hiicrelerinin yiizeyleri
negatif yiiklii olarak heparanlar ile sarilmistir ve kontakt inhibisyon saglarlar (104).
Endotelyum hiicreleri doku plasminojen aktivatorleri (tPA), trombin inaktivatorleri ve

trombomodiilin gibi antikoagiilan faktorler sentezlerler (105). Sonug¢ olarak I6kositler
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vaskiiler yilizeye tutunamaz ve hiicre proliferasyonunu sikica kontrol ederler (106). Bunlar

endotelyal disfonksiyon ve ateroskleroz karsisinda gorev alan savunma sistemleridir.

3.1.2. Vazokonstriksiyon olusturan faktorler
Normal vaskiiler tonusun devamliligi i¢in endotelyum hiicreleri endotelinler,

tromboksan A2 ve prostaglandin H gibi bir¢ok kasic1 mediyator salgilar. Bunlarin igerisinde

Endotelin-1 (ET-1) endotelyum hiicreleri tarafindan salinan en gii¢lii kasici ajandir (107).
Trombin, adrenalin, Anjiotensin II, hipoksi ve artmig gerilim stresi gibi uyaranlara yanit
olarak tiretilir (108). VDKH’de spesifik reseptorlerine baglanarak hiicre igerisindeki kalsiyum
konsantrasyonunun artisina sebep olur ve NO’in etkisini antagonize eder. Ilging olarak saglam
endotelyumda ET-1, NO ve prostasiklin iiretimini stimule ederek ve vazokonstriktor etkiyi
ayarlayarak kendi sentezini azaltir (109).

Endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen tromboksan A2 ve prostaglandin Hz

VDKH’lerindeki ve trombositlerdeki tromboksan reseptorlerini aktive ederler. Bu faktorler de
NO’in ve prostasiklinin etkilerine ters bir etki olusturarak VDKH’de kasilmaya neden olurlar.
Bununla beraber bu maddelerin koroner arter iizerine olan etkileri heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Trombosit aktive edici (PAF-1)’de endotelyum hiicrelerinden hiimoral
ve hemodinamik uyarilar sonucunda sentezlenen ve salinan vazomotor tonus ayarlayici baska
bir kasici ajandir. Son olarak endotelyum anjiotensin doniistiiriicii enzim (ADE) eksprese eder
ve bu da anjiotensin I’den Anjiotensin II doniisiimiine neden olarak direkt ET—1 salinimina
neden olur.

Sonug¢ olarak vazokonstriktif ve vazodilatdr ajanlarin arasindaki bu iliski saghkli
endotelin vaskiiler tonus iizerine olan etkisini belirler. Bu denge iizerinde herhangi bir

degisiklik endotelyal disfonksiyon gelisimine neden olur.

3.2. NO' nun Fizyolojik Fonksiyonlari
3.2.1. Vazodilatasyon ve trombosit agregasyon ve adezyonunun inhibisyonu

Trombositler vaskiiller homeostazin saglanmasinda hayati bir rol istlenirler.
Trombositlerin agrege olup hemostatik tikag olusturucu etkileri ile fizyolojik kosullardaki kan

akist ilizerine olan etkileri arasindaki hassas denge ¢ok Onemlidir. Trombositlerin
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hiperaktivitesi sonucu goézlenen tromboz ve bunu takip eden miyokard infarktiisii ve felg
yasami tehdit edici kardiyovaskiiler komplikasyonlardir. Endotelyal NOS, bircok temel
kardiyovaskiiler fonksiyonlarin diizenleyicisi olarak goriilmektedir. Endotelyal NOS tiirevli
NO diiz kas hiicresinde soluble guanilat siklaz1 uyarip siklik GMP' yi arttirarak tiim kan
damarlarin1 genisletir (80). Endotelyal NOS geninin delesyonu kan basincinin yiikselmesine
yol agar (81). Damar liimenine salman NO damar duvarmma trombosit adezyonu ve
agregasyonun potent bir inhibitériidiir. Trombozdan korumanin yani sira, diiz kas
prolifasyonunu uyaran platelet-derive biiyiime faktorlerinin  salimmimi ve matriks
molekiillerinin iiretrimini Onler. No ayrica akisin kronik degisikliklerine bagli vaskiiler

remodeling adaptasyonu igin kritik bir role sahiptir (82).

3.2.2. Lokosit adezyonu ve vaskiiler inflamasyonun inhibisyonu

Artmis 16kosit adhezyonu ateroskleroz icin bir risk faktoriidiir. Vaskiiler hiicre
adhezyon molekiili (VCAM-1), intraseliiler hiicre adhezyon molekiilii (ICAM), monosit
kemoattraktan protein-1 (MCP-1) ve E-selektin gibi adhezyon molekiillerinin ekspresyonu
vaskiiler oksidan stresin artmasina bagli olarak artar (88). Endotelyal NOS aterogenez ile
ilgili genlerin ekspresyonunu kontrol eder. NO kemoatraktan protein (MCP-1) ekpresyonunu
azaltir (83). NO damar duvarina lokosit adezyonunu inhibe edebilir. Bunu lokosit adezyon
molekiilii olan CDI11/CD18' in endotel hiicre yiizeyine yapismasini engelleyerek ya da
lokositlerin iizerindeki CD11/CD18 ekspresyonunu baskilayarak yapar (84). Lokosit
adherans1 aterosklerozun gelismesinde erken bir basamagidir, bu nedenle, NO AS
baslangicina kars1 koruyucudur.

Endotelyal bariyerin biitiinliiglinlin bozulmasi1 proinflamatuvar olaylar1 baslatabilir.
Endotelyal NOS tiirevli NO reaktif oksijen {irlinleri (ROS) ve anjiotensin-2 gibi
proaterosklerotik faktorleri ve proinflamatuvar sitokinler tarafindan uyarilan endotelyal hiicre
apoptozisini onler (85). Apoptozisin baskilanmasi eNOS tiirevli NO' nun anti-aterosklerotik

ve anti-inflmatuvar etkilerine katkida bulunabilir.

3.2.3. Vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonun kontrolii

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu, koroner arter hastaliklari ve restenoz

durumlarinda damar liimenindeki s6z konusu daralmaya aracilik eden temel mekanizmadir.
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Miyofibril kayb1 ve matriks proteinlerinin olusumuna bagl: olarak vaskiiler diiz kas kasilma
yeteneginde bir azalma s6z konusudur. Ayrica trombosit kaynakl biiyiime faktorii (PDGF)
gibi proliferasyon uyaranlarina karsi hassasiyet artmis durumdadir. Prolifere olan diiz kas
hiicreleri intimaya gé¢ ederler ve intimal hiperplaziye aracilik ederler. Endotelyal NOS tiirevli
NO' nun DNA sentezini, mitogenezi ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
ettigi gosterimistir (86). Bu antiproliferatif etkilerinin cGMP araciligiyla olmast muhtemeldir.
Trombosit adezyonu ve agregasyonunun inhibisyonu vaskiiler diiz kasi platelet-derive
bliylime faktoriine maruz kalmaktan korur. Boylece, NO aterosklerozun bir sonraki adimi
olan fibroz plak olusumunu engeller. Bu etkilerin komibnasyonuna dayanarak, endotel
hiicrelerinde tiretilen NO anti-aterosklerotik bir ilke olarak kabul edilebilir (87).(Sekil 8)
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Sekil 8. Nitrik Oksitin Antiaterojenik etkileri

3.2.4. Antioksidan etkileri

Vaskiiler oksidatif stres vaskiiler hastaliklarin patogenezi acgisindan onemli bir
faktordiir. NO, antioksidan etkisiyle vaskiiler yapida koruyucu bir rol iistlenmektedir. NO,
serbest yag asitleri, fosfotidilkolin ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunu inhibe
eder ve okside lipidlerin proaterojenik etkilerine engeller (89). Oksidatif stres veya reaktif
oksijen tiirleri (ROS) endotelyal disfonksiyon gelisimindeki ana unsurlardan biridir. Cesitli

enzim sistemleri ROS {iretimini arttirabilir; ancak 4 enzim sistemi ROS iiretiminde baskin
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gibi goriinmektedir. Bunlar NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, eNOS uncouplingi ve
mitekondriyal solunum zincir enzimleridir (90). Bunlardan NADPH oksidaz damarda ROS
iiretiminin en 6nemli kaynagidir (87). Buna karsin antioksidan etki gosteren enzim sistemleri
de bulunmaktadir. Bunlar; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz, BH4 ,
alfa-tokoferal ve karoten gibi bilesiklerdir (Sekil 9) (97).

SOD

lipoxygenase catalase
xanl}\mc oxggasc atocopherol
myeloperoxidase arotene
NAD(P)H oxidase [}.asccorbatc
cytochrome P450 glutathione
respiratory chain thioredoxin

ack of BH, BH4

oxidative stress anti-oxidative capacity

nitric oxide system

uncoupled eNOS eNOS dimerisation
reduced NO availability increased NO availability
ONOO" andoxLDL formation decreased oxLDL formation
endothelial dysfunction normal endothelial function
nitrosylation of protein and lipids EC protection
stimulation of VSMC proliferation inhibition of VSMC proliferation
pro-apoptotic environment anti-apoptotic environment

Sekil 9: Oksidan ve antioksdanlar arasindaki iliskiler ve NO sistemi, Muller at all,
Antioxid. Redox Signal (2009), 1711-1731.

Stiperoksit (O") reaktif oksijen iirlinleri arasinda en 6nemli olanidir. Diger onemli
serbest radikaller arasinda hidrojen peroksit (H20,), hipoklorik asit (HOCI) ve peroksinitrit
(OONO") gibi molekiiller de vaskiiler hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynamaktadirlar. ).
Normal kosullarda endotel hiicreleri siirekli olarak diisiik miktarlarda agiga ¢ikan bu serbest
radikallerden kendilerini siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimlerle koruyabilmektedirler.

NO, siiperoksit radikali (O2-) ile hizli bir sekilde etkilesir ve siiperoksitten daha potent bir
oksidan olan peroksinitrit (ONOO-) olusumuna neden olur. Peroksinitrit lipid
peroksidasyonunu ve tirozin nitrasyonu, ditirozin formasyonu ve tiyol oksidasyonu ile protein
hasarini arttirirken, serbest tiyollerin hizli oksidasyonu ile vaskiiler hiicrelerin antioksidatif
kapasitesini azaltir. Siiperoksit radikalinden peroksinitrit olusumu ile siiperoksit dismutaz
(SOD) araciligr ile H202 olusumu arasinda bir yarigma s6z konusudur. Siiperoksit radikalinin

NO ile reaksiyona girme yeteneginin SOD ile reaksiyona girme yetenegine gore 3-6 kat daha
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fazla olmasina ragmen SOD diizeylerinin NO diizeylerine gore daha fazla oldugu fizyolojik
kosullarda peroksinitrit olusumu ihmal edilebilir diizeydedir. Dolayisiyla eNOS’tan fizyolojik
kosullarda iiretilen NO, SOD’un fizyolojik konsantrasyonlarinin varliginda antioksidan etki
gosterir (91).

NO’nun in vitro ve in vivo kosullarda SOD’u indiikledigi (66) ve endotel hiicrelerin
kisa siireli olarak gii¢lii oksidan olan H 2 O 2 ’ye maruz kalmasi durumunda, eNOS

ekspresyonu ve aktivitesinin arttigi gézlenmistir (92).

3.3. NO' nun Patofizyolojik Durumlardaki Onemi

3.3.1. Hiperkolesterolemi ve Ateroskleroz

Aterosklerozun patogenezinde, hiperkolesterolemi ve ona sekonder olarak gelisen
endotel disfonksiyonunun rolii ¢ok dnemlidir. Ateroskleroz gelisiminde en 6nemli lipoprotein
lipid peroksidasyonuna yatkinligi nedeniyle LDL’dir. LDL’nin serbest oksijen radikalleri
tarafindan oksitlenmesi sonucu olusan okside-LDL makrofajlar tarafindan 6zgiin olmayan
kopiik hiicrelerine doniistiirtiliir. Kopiik hiicrelerinin damar endoteline yapismasi ateroskleroz
olusumunda ilk basamagi olusturur. NO okside-LDL olusumunu engelleyici etkisi ile
koruyucu bir rol iistlenmektedir (95).

LDL'nin artmis oksidatif modifikasyonu damarda siiperoksit iiretimini arttirarak
proaterosklerotik bir etki gosterir ve AS patogenezine kakida bulunur (96). Vaskiiler
fonksiyon agisindan ox-LDL eNOS ekspresyonunu azaltarak endotel bagimli gevsemeye
zarar verir (97). LDL kolesterol ve ox-LDL kaveolaya eNOS trafigini arttirarak ve eNOS
ayrismasina yol acarak siiperoksit iiretimini arttirir (98). oX-LDL siiperoksitin giiclii bir
uyaricisidir  ve oksidatif stresin 6nemli bir nedenidir. ox-LDL yamisira HDL'nin
glikolizasyonu da NADPH-oksidaz bagimli ROS iiretimini arttirtp ve eNOS ekspresyonunu
azaltarak AS ve ED' ye katkida bulunabilir (99).

NO endotel bagimli gevsemenin 6nemli bir mediyatdriidiir. NO’ nun diiz kas hiicre
proliferasyonu, endotelyal adezyon molekiil ekspresyonu ve trombosit agregasyonunun
inhibisyonu gibi antiaterosklerotik etkileri oldugu c¢esitli c¢aligmalarda gosterilmistir.
Endotelyal NOS inhibisyonu ya da siiperoksit (Oy") iiretiminin hizlanmasi endotelyal hiicre
proliferasyonunu arttirir.  Ekzojen siiperoksit (O2) endotel hiicrelerinde prooksidatif,
proinflamatuvar, proapoptotik ve prokoagulatif reaksiyonlara aracilik eder, stiperoksit (O2)
hizlica NO ile reaksiyona girerek peroksinitrit (OONO) olusumuna yol agar (101). Bu azalan
NO biyoyararlanimi endotel disfonksiyonunu ve AS gelisimi hizlanir (102). Vaskiiler ROS
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tiretiminin artmasiin etkisi ve NO kullanilabilirliginin bozulmasi1 proaterojenik faktorleri
etkileyebilir ve hastalifin her asamasinda AS gelisimine ve progresyonu katkida bulunabilir

(Sekil 10).
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Sekil 10: ROS’ un abartili vaskiiler {iretiminin etkisi ve proaterojenik faktorlere yanit
olarak NO biyoaktivitesinin bozulmasi, Muller at all, Antioxid. Redox Signal (2009), 1711—
1731.

3.3.2. Oksidatif stres

Penisin damarsal yapilarinda ateroskleroza sebep olan hiperkolesterolemi, vaskiilojenik
erektil disfonksiyonun (ED) en onde gelen nedenlerindendir. Hiperkolesteroleminin
cogunlukla penis dokusunda oksidatif stresi arttirarak ve endotel fonksiyonunu hasara
ugratarak erektil disfonksiyona sebep oldugu bilinse de, peniste reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS)

Hiperkolesterolemik damar igi ortamda endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) fonksiyonunun

dretimini  diizenleyen mekanizmalar tam olarak anlasilabilmis degildir.

bozulmas: ve endotelyal NO mevcudiyeti, cogu kez vaskiiler superoksid iiretiminin
artmasina baglanmistir. Vaskiiler hastaliklarda ROS iiretiminde 6nemli bir mekanizma da
ayrismis (uncoupled) eNOS’dir. eNOS ayrismasi, superoksid anyon olusumunun artmasi
ve NO iiretimin azalmasi sonucunda ateroskleroza zemin hazirlar (93).

NADPH-oksidaz vaskiiler yapilarda ROS formasyonundan sorumlu en O&nemli
enzimlerden biridir. aterosklerotik

Deneysel bir¢ok ¢alisma, bu enzimin hastaligin

baslamasi ve ilerlemesinde bir roli oldugunu diisiindiirmektedir. Kolesterolden

zengin beslenen hayvanlara ait kavernozal doku o6rneklerinde ROS {iretiminin = arttigini
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gosteren, ve bu durumu NADPH-oksidaz aktivasyonuna ve eNOS ayrismasina baglayan
calismalar mevcuttur (93,94).

3.3.3. Endotelyal NOS uncoupling (ayrismast)

Fonksiyonel bir eNOS, FAD ve FMN flavinleri ile NADPH' dan aldig1 elektronlart Hem
grubuna transfer eder ve L-arginin siibstrati olarak NO ve L-sitriilin'e okside olur (100).
Hiperkolesterolemi, DM, HT, metabolik sendrom, yaslanma, sigara i¢imi gibi AS ve
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in risk faktorleri eNOS uncouplingi ve endotelyal disfonksiyona
yol acarlar. Vaskiiler hastaliklarin bir cogunda NADPH oksidaz enzimi upregiile olur ve
stiperoksit iiretir. NADPH oksidaz tarafindan olusturulan siiperoksit siiperoksit dismutaz
enzimi (SOD) ile hidrojen peroksite (H,O;) ¢evrilir. Elde edilen H202 eNOS ekspresyonunu
arttirabilir, aslinda eNOS vaskiiler hastaliklarin ¢ogunda artar. NADPH oksidaz ve eNOS
tirtinleri; siiperoksit (O2) ve NO hizlica peroksinitrit (OONQO") olusturmak igin birlesirler.
Olusan peroksinitrit (OONO’) NO i¢in esansiyel kofaktdr olan tetrahidrobiopterini (BH4)
okside ederek trihidrobiopterine (BH3) ¢evirir. BH3 ise enzimatik olmayan bir reaksiyonla
BH2' ye ¢evrilir. Bunun bir sonucu olarak, fonksiyonel bir eNOS disfonksiyonel siiperoksit
(Oy) iireter bir enzime donlisiir ve bu vaskiiler oksidatif strese katkida bulunur. Artan eNOS
ekspresyonu bu durumu daha da agreve eder (80) (Sekil 11). Bu siireg eNOS uncouplingi
(ayrigmasi) olarak tanimlanmistir (69). eNOS ayrismasinda rol oynayan mekanizmalar, Kritik
NOS kofaktorii BH4' iin oksidasyonu, siibstrat L-argininin tilkenmesi ve endojen metilarginin
birikimini igerir (69).
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Sekil 11 : Endotelyal nitrik oksit sentaz uncouplingi, Forstermann at all, British Journal
of Pharmacology (2011) 164 213-223
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4. RESVERATROL

4.1. Resveratrol Hakkinda Genel Bilgiler

Bundan 4500 y1l 6nce Hintliler “Ayurveda” isimli eski bir tip kitabinda kirmizi iizim
suyunu “darakchasava” olarak tanimlayip kardiyotonik olarak kullanmiglardir (110).
Sonrasinda bu bilesenin resveratrol oldugu anlasilmistir. Resveratroliin en zengin kaynagi
Japonya ve Cin' de yetistirilen Polygonum cuspidatum bitkisinin kurutulmus kokleridir (111).
Polygonum cuspidatum (Japonya’da Ko-jo-kon olarak bilinen) geleneksel Japon ve Cin
tibbinda ateroskleroz, hiperlipidemi ve diger inflamatuar hastaliklarin tedavisinde yaygin

olarak kullanilmustir (112).

1970’1i yillarda ise gozlemsel ¢aligmalar sonucunda orta diizeyde alkol tiiketen kadin ve
erkeklerin KVH’lara baglh 6liim risklerinin igmeyenlerden daha az oldugu ileri siiriilmiistiir
(113). Yapilan epidemiyolojik galigmalar ise Giiney Fransa bolgesinde yagh diyet ve sigara
tilketiminin yiiksek olmasina karsin sarap tiiketiminin fazla olmasi nedeni ile kardiyak
hastaliklarin az goriilmesine dikkat cekerek bu tabloyu “Fransiz Paradoksu” olarak
isimlendirmislerdir (114, 115, 116). Bu konu ile ilgili yapilmig olan ¢aligsmalar bu paradoksun
etkeni olarak resveratrolu gostermektedir (117,118, 119).

Uziim kabuklarinda yaklasik olarak 50-100 pg/g resveratrol bulunmaktadir. Uziimiin
etli kismindan ¢ok kabuk kisminda bulunur ve kirmizi iiziim ile karsilastirnldiginda diger
tiziimlerde ¢ok az miktarda bulunur. Kirmizi sarabin kalp iizerine olan koruyucu etkisinde ise
icerdigi 0,2-7 mg/L resveratrolun sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Uziimlerin disinda
resveratrol dut, yaban mersini, keklik tiziimii, bogiirtlen, cay iiziimii, yer fistig1 gibi bir¢cok
besin maddesinde de bulunmaktadir. Amerika’da 15 mg, 50 mg, 200 mg’lik kapstilleri ve 10

mg’lik tabletleri mevcuttur.

4.2. Resveratrolun Kimyasal Yapisi

Resveratrol (3,4’,5-Trihydroxystilbene), bitkilerin biiylime ve gelisme asamalarinin
herhangi bir doneminde stres olarak tanimlanan bazi etkiler ile karsilastiklarinda, dayaniklilik
mekanizmasinin olugturulmas1 amaciyla iretilen ve genel olarak fitoaleksin olarak
adlandirilan, ikincil bitki metabolitidir. Susuzluk, ultraviole maruziyeti, fungal enfeksiyonlar,

ozon maruziyeti gibi ¢evresel stres ve mikrobik saldirilara yanit olarak bitkiler tarafindan
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sentez edilen bir metabolittir (120). Bu nedenle meyvelerdeki resveratrol iiretimi savunma
mekanizmasinin bir pargasi olarak da kabul edilebilinir.

Resveratrol cis ve trans izomeri halinde bulunur fakat cis-izomeri {iziim ekstrelerinde
gosterilememistir (Sekil 12). Koruyucu etkisinden de trans formunun sorumlu oldugu
gosterilmistir.

Isiktan korundugu siirece aylar boyunca bozulmadan kalabilmektedir.

trans-resveratrol cis-resveratrol

Sekil 12: Resveratroliin kimyasal yapisi

4.3. Resveratrolun Etkileri

4.3.1. Resveratroliin Diiz Kas ve Endotel Uzerine Etkileri

Resveratroliin kardiyovaskiiler sistemde hem akut hem de kronik etkileri kanitlanmistir.
Akut olarak karotis arter halkalarinda endotel bagimli gevsemeye neden olmustur (121), ve
resveratroliin 21 gilinliik sistemik uygulanmasi sonrasi sigan aortasinda asetilkolin ile endotel
bagimli gevsemeyi onemli dlglide gelistirdigi kanitlanmistir (122). Benzer olarak, farelerde
resveratrol ile kronik tedavinin yasa bagli endotel fonksiyonun bozulmasinda belirgin bir
azalmaya yol actig1 gosterilmistir (123).

Resveratroliin  endotel bagimli gevsemeye yol agan bu etkisinin biiyiik 6l¢iide NO
yoluyla oldugu gosterilmis ve NO sentaz inhibitorii olan NG-nitro-L-arjinin metil ester
(L-NAME) ile bu etkinin tamamen ortadan kalktigi gozlenmistir (124). Hsieh ve ark.
tarafindan yapilan caligmada resveratrol ile tedavi edilen domuz pulmoner arter hiicre
kiiltiirinde eNOS ekspresyonun anlamli 6l¢iide arttig1 gosterilmistir (125). Siganlarda kronik
resveratrol tedavisi ile kontrol grubu karsilastirildiginda resveratrol ile NO iiretiminin arttigi

(122) ve eNOS mRNA seviyesinde artis oldugu gézlenmistir (123).
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Resveratroliin hiperkolesterolemik tavsan modelinde farkli c¢aplardaki damarlarda
(mezenterik arter, renal arter ve aort) ve korpus kavernozumda endotel bagimli ve bagimsiz
gevseme yanitlar tlizerine etkilerinin degerlendirildigi bir c¢alismada, resveratrol farkli
caplardaki damarlarda ve korpus kavernozumda endotel bagimli gevseme yanitlarinda
koruyucu etki gostermistir (15). Klinigimizde yapilan bir ¢alismada hiperkolesterolemiye
bagli olarak olusan azalmis kavernozal eNOS ekspresyonunun resveratrol ile dnemli Slgiide
arttigin1 saptanmistir. Aynit metod ve protokoliin uygulandigi bu ¢alismada hiperkolesterolemi
grubunda kontrol grubuna goére anlamli artis gosteren plazma total ve LDL kolesterol
seviyelerinin resveratrol grubunda 6nemli diizeyde iyilestigi saptanmigtir (yayin asamasinda).

Resveratrol ayrica Sirtuin 1 aktivatorii olarak da bilinen bir deasetilaz proteinidir ve
eNOS ekspresyonu {izerindeki etkisinin belki de SIRT1 aktivasyonuyla olabilecegi
diistiniilmektedir. SIRT1 aktivasyonu sonucu lizin rezidiilerinde eNOS deasetile olur, boylece
eNOS aktivitesi uyarilir (126). Arunachalam ve ark. yaptigi ¢alismada insan umblikal ven
hiicrelerinde oksidan maddelerle azalan SIRT1 miktar1 ve eNOS asetilasyonun resveratrol ile
onemli Olglide azaldigi gosterilmistir, bdylece NO iiretimi ve endotel fonksiyonlar
iyilestirilmistir (127). RNAi (SIRT1 inhibitorii ) ile endojen SIRT1 miktar1 azaltildiginda
resveratrol ile indiiklenen eNOS mRNA ve protein ekspresyonundaki artigin énemli 6l¢iide

zayifladigi (128) ve NO iiretiminin azaldigi saptandi (126).

Resveratroliin NO iretimini arttirict biitiin etkileri birlikte ele alindiginda, endotel ve

vaskiiler saglik arasinda koklii bir baglanti saglayarak kardiyovaskiiler sistemdeki koruyucu

etkilerine katkida bulunabilir (129).

4.3.2. Resveratroliin Antioksidan Etkisi

Oksidatif stres koruyucu antioksidan molekiillerle prooksidan molekiillerin arasindaki
dengesizlik sonucu hiicrelerin asir1 miktarda reaktif oksijen iirlinlerine (ROS) maruz kalmasi
ile kendini gosterir (137). Siiperoksit (O2') reaktif oksijen {irlinleri arasinda en énemli olanidir.
Diger onemli serbest radikaller arasinda hidrojen peroksit (H20-), hipoklorik asit (HOCI) ve
peroksinitrit (OONO") gibi molekiiller de vaskiiler hastaliklarin patofizyolojisinde rol
oynamaktadirlar. Bu serbest radikallerin en énemli kaynagi vaskiiler endotelyumdur (138).
Normal kosullarda endotel hiicreleri siirekli olarak diisiik miktarlarda agiga ¢ikan bu serbest
radikallerden kendilerini siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimlerle koruyabilmektedirler. Bu antioksidan enzimler

artmis ROS {iretimine yanit olarak kompansatuvar aktivite artis1i gosterirler, fakat ROS
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tiretimi siirekli bir sekilde artig gosterirse sonucta bu kompansasyon mekanizmasi da bozulur
ve artan oksidatif stres sonucunda hiicre hasari meydana gelir (139). Kim ve ark.
hiperkolesterolemik tavsan modelinde yaptiklar1 ¢alisma ile azalmis endotel bagimli korpus
kavernozum  relaksasyon  yanitlarinin  siiperoksit  radikal iretimindeki  artistan
kaynaklanabilecegini ortaya koymustur. Bu c¢alismada serbest radikal iiretiminde
hiperkolesterolemik tavsanlarda kontrol grubuna gore anlamli derecede artis oldugu ve SOD,
katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi 6nemli antioksidan enzim sistemlerinde aktivite artisi
oldugu ortaya konmustur (140). Azadzoi ve ark. tavsanlardaki vaskiilojenik ED modelinde
kontrol grubuna gore oksidatif stresin 6nemli dlglide arttigini ve antioksidan tedavi ile erektil
fonksiyonlarda énemli 6l¢iide diizelme meydana geldigini gostermislerdir (141).

Resveratrol in vivo ve in vitro olarak giiglii antioksidan o&zelliklere sahiptir.
Antioksidan etkinligi ilk olarak Frankel ve Kanner tarafindan, Cu+2 ile diisiik dansiteli
lipoprotein' in (LDL) oksidasyonunun inhibe edilmesiyle gosterilmistir (130).

NADPH oksidaz damarsal reaktif oksijen iiriinlerinin (ROS) ana kaynagidir (131,132).
Resveratroliin sican aortasinda NADPH oksidaza bagli olusan siiperoksit iiretimini azalttig
gosterilmistir (122).

Antioksidan ozellikleri sayesinde, resveratrol hiicre 6limi ile iligkili ROS miktarini
azaltir. Insan PC12 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada resveratroliin lipid peroksidasyonu ve
hiicre 6liimiine kars1 koruyucu olabilecegi gosterilmis (133). Bir baska ¢alismada Goh ve ark.
kardiyomyositlerde hipoksinin neden oldugu artmis siiperoksid miktarinin resveratrol
tedavisiyle azaldigin1 ve dolayisiyla hipoksi/reoksijenasyon ile iliskili hasar1 engelledigini
gostermistir (121).

Resveratroliin antioksidan enzimlerin diizenleyicisi oldugu diisiiniiliir, bdylece oksidatif
stresi azaltir. Hiicrei¢i redoks diizenleyicisi thioredoksin-1 ve sitoprotektif enzim olan
hemoksijenaz-1 resveratrole yanit olarak hiicre kiiltiiriinde doza bagimli bir sekilde upregiile
oldugu gosterilmis (134). Bir baska calismada H202 ve siiperoksidin yikiminda ana
antioksidan enzimler olan glutatyon peroksidaz ve siliperoksit dismutazin mRNA
ekspresyonlarinin resveratrol ile arttig1 gosterilmistir (135). Ayrica resveratroliin doz bagimli
olarak NADPH oksidazin bazi subunitlerinin downregiilasyonuna neden oldugu kanitlanmistir
(136).

Oksidatif stres NO' nun inaktvasyonuna neden olur, bu nedenle endotelyal fonksiyonlar
bozulabilir. Resveratrol NO iiretimini arttirarak ve NO inaktivasyonunu onleyerek vaskiiler

fonksiyonlart iyilestirebilir (129).
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Calisma Gruplarimin Hazirlanmasi

5.1.1 Etik Kurul Onayt, Barinma Kosullar: ve Tavsanlarin Gruplandirilmasi
Etik Kurul Onayt

Randomize kontrollii deneysel bir arastirma olan ¢alismamiz Dokuz Eyliil Universitesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Baskanliginca degerlendirilerek 05/2009 no’lu karari ile

onaylanmistir. Deneyler Farmakoloji Anabilim Dal1 laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Deneysel hiperkolesterolemi modeli i¢cin 2600-3200 g (2896+32,9 g) agirliginda Beyaz
Yeni Zelanda tavsanlari Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar1 Anabilim Dalindan

temin edilmistir.

Barinma kosullar

Tavsanlar ¢alisma siiresince oda 1sisinda ve 12’°ser saatlik giin 1s181/karanlik ortaminda
tutulup, yemleri gruplara gore ayarlanmis ve suya serbestge ulasabilmeleri saglanmistir. Tiim
deney siiresi boyunca oda 1silar1 24°C’de sabit tutulmustur. Calismaya alinan tiim tavsanlar
standardizasyon amaci ile 60x60x30 cm boyutlarindaki 6zel tavsan kafeslerine alindiktan
sonra bir hafta siire ile standart yem (TARIS YEMTA) ve i¢me suyu ile beslenerek ortama
uyumlar1 saglanmistir. (Resim 1). Kolesterol yemleri ve resveratrol iceren igme sulart giinliik

olarak hazirlanmistir.
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Resim 1 : Tavsanlarin barinma kosullar1

Tavsanlarin gruplandirilmasi

1. Kontrol grubu: Tavsanlar 6 hafta siireyle sinirsiz standart yem ve igme suyu ile
beslenmislerdir (n=7).

2. Kolesterol grubu: %2 a/a kolesterol iceren sinirsiz yem ve normal igme suyu ile alt1 hafta

stire ile beslenmislerdir (n=7).

3. Kolesterol + Resveratrol grubu: %2 a/a kolesterol igeren sinirsiz yem ve 4 mg/kg/giin
(n=3), 6mg/kg/giin (n=3), 8 mg/kg/giin (n=3) oral resveratrol ile alt1 hafta siire ile
beslenmislerdir (n=9). Etkin doz belirlendikten sonra bu gurptaki hayvan sayis1 n=7 olarak

tamamlanmistir.
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Calisma semasi

Tim hayvanlar ortamlarina yerlestirilecek

|

1 hafta siire ile tiim hayvanlara standart yem ve i¢gme suyu verilecek

l

Hayvanlar randomize olarak 3 gruba ayrilacak

O RN

Grup | Grup Il Grup I

6 hafta 6 hafta 6 hafta

standart yem %?2 kolesterol %?2 kolesterol diyeti

ve igme suyu diyeti ve igme ve beraberinde

n=7 suyu 4mg/kg/gun(n=3),

n=7 6mg/kg/gin (n=3) ve

8mg/kg/giin(n=3)
resveratrol
n=9+4

Sekil 13. Calismaya alinan deney hayvanlarina uygulanan protokol

5.1.2. Kolesterol diyeti ve resveratrol tedavisi hazirlama sekli:

Kolesterol yemleri ve resveratrol igeren igme sular1 giinliik olarak hazirlanmistir. %2°lik
a/a 1 kg kolesterol yemi: 900 g yem+80g Zeytinyagi+20g Kolesterol igeriginden
olugsmaktadir. Calismamizda kullanilan resveratrol dozu Zou J.ve ark.(2000) (16) yaptigi
calismadan alinmistir. Calismamizda resveratroliin doza bagimli etkisini degerlendirebilmek
icin 4mg/kg/giin (n=3), 6mg/kg/giin (n=3) ve 8mg/kg/giin (n=3) resveratrol dozlarin1 6 hafta
boyunca kullanip doz-yanit iligkisi degerlendirildi.

Daha onceki ¢alismamizda resveratrol uygulamasi yapilmadan 6nce uzman bilgisine
bagvurularak ve bir hafta gozlem yaparak tavsanlarin ictigi giinliik su miktar1 (100 ml) tespit
edilmistir. Calisma boyunca tavsanlar 1 tavsan/1 kafes seklinde barindirilmistir. Resveratrol
tedavisi uygulanacak tavsanlara hergiin sabah 4mk/kg/giin dozunda resveratrol 50 ml igcme
sularina konularak hazirlanmistir. Resveratrol 1siktan etkilendigi i¢in su biberonlar
aliminyum korumalara sarilmistir. Biberondaki suyun bittiginden emin olunduktan sonra
giinliik ihtiyaci tamamlayacak sekilde giin icinde normal igme suyu biberonlara eklenmistir.

Bu projede de ayn1 uygulama yapilmastir.
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Resveratroliin korpus kavernozumda bu dozlarla koruyucu etkisi organ banyosu
calismalariyla degerlendirildikten sonra etkin dozun belirlendigi grupta hayvan sayisi n=7"ye

tamamlanarak molekiiler caligmalar yapilmistir.
5.1.3. Biyokimyasal analiz i¢cin kan orneklerinin alinmast

1., 2. ve 3. gruplarda baslangi¢ ve bitiste tartim yapilip biyokimyasal analiz i¢in kan
ornegi alindi.
1., 2. ve 3. gruplarda baslangi¢ ve bitiste tartim yapilip total kolesterol, LDL, HDL,

trigliserid ve glukoz dl¢iimii icin yaklagik 5 cc kan 6rnegi alindu.

GRUP 1: Kontrol grubu ( n=7 tavsan)

Std. Diyet, icme suyu
0.hf 6.hf

I I

[ Kan alinmasi ] [ Kan alinmasi ]

GRUP 2: 6 hafta %2 lik kolesterol diyetinin uygulandigi grup (n=7 tavsan)

%72 kolesterol diyeti, icme suyu
0.hf 6.hf

I I

[ Kan alinmasi ] [ Kan alinmast ]
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GRUP 3 : 6 hafta %2 lik kolesterol diyeti ile birlikte farkli dozlarda resveratrol tedavisinin
koruyucu olarak uygulandigi grup (toplam n=9 tavsan: 4mg/kg n=3, 6mg/kg n=3, 8mg/kg
n=3)

%2 Kkolesterol diyeti, icme suyu icinde resveratrol
0.ht 6.hf

I I

[ Kan alinmasi ] [ Kan alinmasi ]

Hayvanlarin yasamlarmmin sonlandirilmasi: Calisma sonunda hayvanlar marjinal kulak
veninden 60 mg/kg tiopental sodyum verilerek sakrifiye edilmislerdir (Resim 2). Calisma

stiresince herhangi bir enfeksiyon gelisen hayvanlar ¢alisma dis1 birakilmustir.

5.2. Calismada Kullanilan Y o6ntemler
5.2.1. Dokularin alinmasi: 1., 2. ve 3. Gruplar 6 haftalik beslenme sonrasi yiiksek doz
tiopental sodyum ile sakrifiye edilmislerdir. Tavsanlarin korpus kavernozum dokulari alinip

tunika albuginea ve korpus spongiozum gibi ¢evre dokulardan tamamen temizlenerek sag

korpus kavernozum dokusu organ banyosu ¢alismast i¢in kullanildi.

Resim 2. Tavsanlarin sakrifikasyonu Resim 3. KK diseksiyonu

5.2.2. Kanda biyokimyasal parametrelerin saptanmasi: 1., 2. ve 3. gruplarda baslangic ve
total kolesterol, LDL, HDL, trigliserid ve glukoz 6l¢iimii i¢in kan alinmis, 6l¢iim gliniine
kadar serumlar1 ayrilmis kan drnekleri —70°C dolapta saklanmistir. Olgiim homojen enzimatik
kalorimetrik yonteme dayali kitler ile Roche COBAS Integra 800 cihaz1 kullanilarak
yapilmustir.
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5.2.3. Organ banyosu ¢alismalart
Kavernoz dokuda organ banyosu calismasi ile gevseme yanitlarinin degerlendirilmesi
Korpus kavernozum doku fonksiyonlarinin degerlendirilmesi igin sakrifikasyon
sonrasinda penis eksize edildikten sonra soguk (+4°C) Krebs soliisyonu igerisine alinmuistir.
Burada korpus spongiozum uzaklastirildiktan sonra kaverndz doku etrafindaki tunika
temizlenerek kaverndz doku serit preparatlar halinde hazirlanmustir. 3x3x7 mm?® boyutlarinda
hazirlanan seritler her iki ucundan ipek iplikler ile baglanarak aynm sekilde %95 O, ve %5
CO, ile gazlandirilan ve sicakligr 37°C’de sabit tutulan Krebs sollisyonu igeren izole organ
banyolarina alinmistir. Kaverndz doku seritleri 1.5 g’lik gerilimin ardindan stabilizasyon i¢in
1.5 saat stire ile her 15 dakikada bir Krebs soliisyonu degistirilerek bekletilmistir. Bu siirenin
sonunda cevaplar izometrik transdiiser yardimui ile bilgisayara kaydedilmistir (Resim 4).
Dinlenme siiresi sonunda ilk olarak kavernéz doku canliliginin degerlendirilmesi
amacityla 120 mM KCI ile kasilmigtir. Kasilma sabit bir platoya ulastiktan sonra Krebs
¢ozeltisi ile yikanarak yarim saat siire ile dinlendirilmistir. Endotel bagimli gevseme yanitlar
(EBGY)’nin degerlendirilmesi icin; hazirlanan preperatlar bu yarim saatlik dinlenme stiresi
sonucunda submaksimal dozda (3x10° M) fenilefrin ile kasilip, kasilma sabit bir platoya
ulastiginda (yaklasik olarak 10 dakika) kiimiilatif olarak ACh (10°*M-10°M) artan dozlarda
uygulanarak endotel bagimli yanitlar degerlendirilmistir. Tekrar yarim saatlik dinlenme
periyodunun ardindan NO yolagma bagl etkiyi degerlendirebilmek amaci ile NO sentez
inhibitérii L-nitro n arginin ester (LNAME) varliginda Ach-bagimli gevseme yanitlar tekrar

elde edilmistir.

al reseptdr agonisti Phe (3x10°M) ile
kastirilan dokulara kiimiilatif Ach (10 M-10
% M) uygulanmasi

Ach-bagimli gevseme yanitlarinda her 3
vazoaktif maddenin etkinligi bir arada
gOriilmiis olacak

30 dk L-NAME inkiibasyonu sonrasi Phe
(3x10°M) ile kastirilan dokulara kiimiilatif
Ach (10 M-10®° M) uygulanmast

Ach-bagimli gevseme yanitlarinda NO
yolaginin etkinligi ortadan kaldirilarak
gevseme yanitlar1 degerlendirilmis
olacak

—
—
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Resim 4. Organ banyosu diizenegi

5.2.4. Organ banyosunda kullanilan aygitlar

5.2.4.1. izole organ banyosu

Izole organ banyosu sistemi; veri toplanmasina uygun yiiksek performansli veri toplama
iinitesi icermektedir. 4 Kanal izole Organ Banyosu Seti, 4 adet force displacement transducer
ve sirkiilatorlii su banyosunu igeren bir sistemden olusmaktadir. Doz Cevap egrilerini;
sinyallerin ayr1 amplifikatorler gerektirmeden tiimiinii algilayabilen 4 kanal kayit sistemi
bulunmaktadir (Resim 4).

5.2.4.2. Force Displacement Transdiiser

Organ ve dokulara uygulanan ilag etkilerinin kasilma ve gevseme yanitlarint mg

diizeyinde yansitabilir, hassasiyete mili volt degerine doniistiirebilen bir cihazdir.

5.2.4.3. Su Banyosu Ve Sirkiilator

Izole organ banyosu diizeneklerinde su sirkiilasyonu yaparak, banyolardaki isimnin

ayarlanan degerde + 0,1 °C hassasiyette sabit kalmasini saglayabilmektedirler.
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5.2.4.4. izole Organ Banyosu Seti

Organ banyosunun bu kismi doku tutucu ve elektrot tutucularini iizerinde
bulunduran kombine bir sistemdir. 10ml ¢ift cidarli cam organ banyosunun igerisinden
1siticilt su banyosu ve sirkulator araciligr ile 1sitilan su gecerek organ banyosunun 1sisini
sabit tutmaktadir. Transdiiser tutucusu, organ askisi ve tutucusu ise asilan dokuda

olusabilen gerilimleri 6l¢ebilmektedir.
5.2.4.5. pH metre:
Inolab pH 720 markali pH 6l¢gme aleti kullanilmistir.

5.2.5 Kullanilan kimyasallar

Kolesterol: Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D) (Uriin Numarasi: C8503);

Asetilkolin HCI: Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D) (Uriin Numarasi: A6625);
distile suda ¢Ozlinmiistiir.

Fenilefrin HCL: Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D) (Uriin Numarasi: P6126);
distile suda ¢oziinmiistiir.

Resveratrol: Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D) (Uriin Numarasi: R5010); %99
Etanolde ¢Ozlinmiistiir.

Etanol: Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D)

Korpus kavernosum Krebs soliisyonu(mM): NaCl 136.9, KCI 2.7, KH2P04 0.5,

CaCI2 1.8, MgSO4 0.6, NaHCO3 11.9, glikoz 11.5. ; pH:7.4
Korpus kavernosum 120 mM KCIl soliisyonu(mM): NaCl 19.6, KCI 120.0, KH2P04
0.5, CaCI2 1.8, MgSO4O.6, NaHCO3 11.9, glikoz 11.5. ; pH:7.4

Krebs soliisyonu ve KCI soliisyonlari i¢in gerekli olan tiim kimyasallar Sigma Aldrich

(St. Louis, MO, A.B.D) firmasindan elde edilmistir.

5.2.6. Verilerin Istatistiksel Analizi

Tiim veriler Ortalama * Standart hata olarak gosterilmistir. Grup i¢i karsilagtirmada
Student’1n t testinin esler arasi farkin anlamlilik testi (paired t-test), li¢ grup arasindaki farkin
degerlendirilmesinde varyans analizi (ANOVA) ve takiben Tukey-Kramer multiple
karsilastirma testleri kullanilmistir (Graphad Instat V2.05a-1994). Calismada p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Hayvan Agirhiklarimin Karsilastirilmasi

Caligmanin baglangicinda ve sonlandirilmasinda hayvan agirliklar: 6l¢tilmiistiir.
Resveratrolle beslenen gruplarda ara donemlerde belirgin kilo degisimi olup olmadigini buna
gore uygulanan resveratrol miktarinda degisiklik olup olmadigini saptamak amaciyla ara
kontroller yapilmistir. Belirgin degisiklik olmadig1 saptanmistir. Elde edilen bulgulara gore
hayvan agirlik ortalamalar1 agagidaki tablolarda yer almaktadir.

Grup 1 (n=7) 2857+72,73 2856+64,47
Grup 2 (n=7) 2509+37,19 2271£72,26 *
Grup 3 (n=9) 2489+57 2336+58,64

Tablo 6. Caligma baslangic1 ve sonunda hayvan agirliklari

Gruplarin agirliklarini karsilastirmak i¢in yapilan grup ici karsilagtirmada Student t esler
aras1 farkin anlamlilik testi uygulanmistir. Bu karsilagtirmada Grup 2’°de fark gozlenirken

(* p<0.001) diger 2 grupta istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.

6.2. Biyokimyasal Parametre Sonuclari

Tavsanlara alt1 hafta siire ile %2 kolesterol ile beslenmenin ve resveratrol tedavisinin;
plazma total kolesterol diizeyleri iizerine olan etkilerini degerlendirmek amaci ile ¢alismanin
baslangicinda ve altinci hafta sonunda kan 6rnekleri alinmastir.

Calismada baslangic doneminde alinan kanlar tavsan kulak veninden, sakrifikasyon
sirasinda alman kanlar ise kalbinden alinmistir. Alinan kanlardan serum total kolesterol
diizeyi, HDL, LDL, trigliserid ve glukoz diizeyleri otoanalizérde (Hitachi 902) ¢alisilmustir.
Gruplara gore elde edilen bulgular asagidaki tablolarda yer almaktadir.
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T.kolesterol HDL(mg/dl) LDL(mg/dl) Trigliserid(mg/dl) Glukoz(mg/dl)
(mg/dl)

35+12,27 2,14+0.29 2,57+0,61 208+21,97 220,9+3,93

Tablo 7. Kontrol grubunun serum biyokimya sonuglari

T. kolesterol 'HDL(mg/dI) 'LDL(mg/dI) Trigliserid(mg/dl) Glukoz(mg/dl)

(mg/dl)
0. hf 45+ 8,56 16.25+4.87 12.35+0,61 97.5+ 14.69 118.7+£2.31
**
6.hf 234,6+ 1472 321,4+ 84,55##  253,1 +41,9«
1732+215,6* 8,54** +198,6#

Tablo 8. Hiperkolesterolemi grubunun serum biyokimya sonuglart

* p<0.0001, **p<0.0001, # p<0.0001, ## p<0.05, & p<0.05 (student t esler aras1 farkin
anlamlilik testi).

0. ve 6. hafta diizeyleri karsilastirildiginda tiim parametrelerde istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmustur.

T. kolesterol  HDL(mg/dl) LDL(mg/dl) Trigliserid(mg/dl) Glukoz(mg/dl)

(mg/dl)
0. hf 20,63 +£2,36 2,88 £0,58 2,425 + 149,3 £ 14.69 201,6 + 16,62
0,81
6.hf 1429+ 212,8+26,65** 1153 + 422,2 +137,9 200 + 15,72
225,6* 197***

Tablo 9. Hiperkolesterolemi + Resveratrol grubunun serum biyokimya sonuglari

*p<0.0001,** p<0.0001, ***p<0.0001(t test, paired)
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0. ve 6. hafta diizeyleri karsilastirildiginda glukoz ve trigliserid disinda tiim parametrelerde

artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

6. hafta sonunda kontrol grubu (Grupl), hiperkolesterolemik diyetle beslenen grup
(Grup2) ve hiperkolesterolemik diyetle birlikte resveratrol tedavisi uygulanan gruplar
(Grup3) tek yonlii varyans analizi ile karsilagtirildiginda Grup 2’deki plazma total kolesterol,
HDL, LDL ve trigliserid diizeyleri Grup 1’deki diizeylere gore artis gostermis, trigliserid
disindaki degerlerde bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kan glukoz diizeyinde
anlamli degisiklik olmamistir. Resveratrolle koruyucu tedavi yapilan Grup 3’de ise ise Grup

2’ye gore anlamli farklilik saptanmamustir.

Total kolesterol 35+12,27 1732+215,6* 1429+225,6
(mg/dl)

HDL (mg/dl) 2,14+0,29 234,6+£28,54** 212,8+26,65
LDL (mg/dl) 2,57+0,6 1472+198,6%** 1153+197
Trigliserid (mg/dl)  208+21,97 321,4+84,5 522+137,9
Glukoz (mg/dl) 220+33,93 253,1+41,9 200+15,7

Tablo 10. Gruplar arasi serum biyokimya sonuglarinin karsilastiritlmasi

*Gl vs Gll p<0.05, ** Gl vs Gll p<0.05, *** Gl vs Gll p<0.05 (Tek yonlii varyans analizi)

Glukoz diizeyleri i¢in kolesterol diyetinin devam ettigi doneme ait hazirlanan kath
deger tablosuna baktigimizda (Tablo 11) Grup 2’de kolesterol diyetine bagl artig
gozlenmekte, resveratrol tedavisi ile birlikte kolesterol diyetinin uygulandigi Grup 3’de bu

artis ortadan kalkmaktadir.

onf | o
Gl

oW | o
Gup 2

Tablo 11. Gruplar arasinda glukoz diizeyinin katli deger tablosu
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6.3. Izole Organ Banyosu Sonuglar
6.3.1. Kontrol grubu (Grup 1) organ banyosu sonuglart

Kontrol grubu KK dokularinda 120 mM KCI ile 2867+418.7 ( n=15) mg kasilma yanit1
elde edilmistir. Phe ile kastirilan dokularda kiimiilatif olarak artan dozlarda uygulanan Ach
(10® M-10° M) kasilma yanitii % 48.58+4.17 (n=14) azaltirken, aym protokol LNAME
varliginda uygulandiginda Ach ile% 4.61+2.82 (n=15) kasilma yanit1 elde edilmistir (Grafik
1). Iki grup karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.0001). Phe ile kastiritlip Ach-bagimli gevseme yanitinin pD, degeri 6.33+0.09 olarak
hesaplanmistir. Diger grupta doz bagimli gevseme yanit1 elde edilemedigi i¢in pD, degeri

hesaplanamamustir.

GRUP 1 —+—Ach
120 —8—|-NAME+Ach

100 -
80 |
60 -
40 -
20 |

% Fenilefrin Kasilmasi

8 75 7 65 6 55 5

LogM [Ach]

Grafik 1. Kontrol grubunda Phe ile kastirilan dokulardaki Ach-bagimli gevseme yanitlarina L-
NAME’in etkisi (*, p<0.0001).

6.3.2. Hiperkolesterolemik diyetle beslenen grup (Grup2) organ banyosu sonuglart

Doku canliligin1 degerlendirmek {izere uygulanan 120mM KCI ile olusan kasilma
yanitlart 24994274 ( n=17) olarak elde edilmistir. Phe ile kastirilan dokularda kiimiilatif
olarak artan dozlarda uygulanan Ach (10® M-10°M) kasilma yanitin1 % 29,09+3.95 (n=16)
azaltirken, ayn1 protokol L-NAME varliginda uygulandiginda Ach ile % 0,69+1.14 (n=13)
kasilma yaniti elde edilmistir. Iki grup arasindaki Ach ile elde edilen maksimal yamit farki

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (*, p<0.0001) (Grafik 2).
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GRUP 2 —&—Ach
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Grafik 2. Hiperkoleterolemi grubunda Phe ile kastirilan dokulardaki Ach-bagimli gevseme
yanitlarina L-NAME’in etkisi (*, p<0.0001)

Phe ile kastirilip Ach-bagimli gevseme yanitinin pD; degeri 6.58+0.22 olarak hesaplanmistir.

6.3.3. Hiperkolesterolemik diyetle birlikte resveratrol tedavisi uygulanan grup (Grup3)

organ banyosu calismalart

4mg/kg/giin resveratrolle beslenen tavsanlarin kaverndz dokularinda doku canliligini
degerlendirmek iizere uygulanan 120mM KCl ile olusan kasilma yanitlar1 3055 +504,9 (n=9)
olarak elde edilmistir.

Phe ile kastirilan dokularda kiimiilatif olarak artan dozlarda uygulanan Ach (10 M-10°
>M) kasilma yanitim % 44.7+7.25 (n=9) azaltirken, ayni protokol L-NAME varliginda
uygulandiginda Ach ile elde edilen gevseme yanitt % 1.5242.92 (n=7) olarak bulunmustur.
Iki grup arasindaki Ach ile elde edilen maksimal yamt farki istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (*, p<0.0001) (Grafik 3). Phe ile kastirilip Ach-bagimli gevseme yanitinin pD;
degeri 5.57+0.17 olarak hesaplanmustir.
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Grafik 3. Grup 3 - 4mg resveratrol uygulanan grupta Phe ile kastirilan dokulardaki Ach-
bagimli gevseme yanitlarina L-NAME’in etkisi (*, p<0.0001)

6mg/kg/giin resveratrol tedavisi uygulanan grupta korpus kavernozum dokusunda
120mM KCl ile elde edilen kasilma yanit1 2196+377,9 (n=8) olarak elde edilmistir. Bu grupta
Phe ile kastirilan dokularda Ach ile elde edilen maksimal gevseme yanit1 ( % 51.7 £10.88,
n=7) olarak bulunmus, L-NAME varliginda ayni1 protokol uygulandiginda Ach ile kasilma
yaniti elde edilmis (9.0345.14 , n=7) ve her iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p=0.0172) (Grafik 4).
Phe ile kastirilip Ach-bagimli gevseme yanitinin pD; degeri 6.21+0.31 olarak hesaplanmistir.

—e— Ach
—=— | -NAME+Ach

Grup3- 6mg Resveratrol
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Grafik 4. Grup 3 - 6mg resveratrol uygulanan grupta Phe ile kastirilan dokulardaki Ach-
bagimli gevseme yanitlarina L-NAME’in etkisi (p=0.0172).
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8mg /kg/giin resveratrol tedavisi uygulanan hayvanlarin korpus kavernozum
dokularinda 120mM KCI ile elde edilen kasilma yaniti 22754+302,6 mg (n=9)’dir. Phe ile
kastirilan dokularda Ach ile elde edilen maksimal gevseme yaniti ( % 52.01 £4.22, n=9)
olarak bulunmus, L-NAME varliginda ayni1 protokol uygulandiginda Ach ile kasilma yaniti
elde edilmis (%0.32+£1.94, n=9) ve her iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.0001) (Grafik 5). Phe ile kastirilip Ach-bagimli gevseme yanitinin pD;
degeri 6.30+0.17 olarak hesaplanmustir.

—e— Ach
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Grafik 5. Grup 3 - 8mg resveratrol uygulanan grupta Phe ile kastirilan dokulardaki Ach-
bagimli gevseme yanitlarina L-NAME’in etkisi (*, p<0.0001)

6.3.4. Verilerin gruplar arasi karsilastirilmasi

Grupl, Grup2 ve Grup3 ‘de elde edilen KCI kasilmalar1 karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05). Grup 1, Grup 2 ve Grup3-
4mg resveratrol gruplarinda Ach ile elde edilen maksimal gevseme yanitlar1 tek yonlii varyans
analizi ile karsilastirildiginda, Grup 3-4mg Ach ile elde edilen maksimal gevseme yaniti
Grup2’ye oranla artis gostermistir (sirasiyla %44.7+7.24, 29.09+£3.95) ancak bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Grafik 6). Bu grupta elde edilen pD, degeri de
Grupl ve Grup2’de elde edilen pD;, degerine gore istatististiksel olarak anlamli derecede
diisiik bulunmustur. 6mg ve 8mg resveratrol uygulanan gruplarda ise Ach ile elde edilen
maksimal gevseme yanitinda Grup2’ye gore istatistiksel olarak anlamli derecede artis

saptanmustir (p<0.05, grafik 7, p<0.05 grafik 8).
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Grafik 6. Grup 1, Grup 2 ve Grup3- 4mg resveratrol gruplarinda Ach ile elde edilen maksimal
gevseme yanitlarinin karsilagtirilmasi
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Grafik 7. Grup 1, Grup 2 ve Grup3- 6mg resveratrol gruplarinda Ach ile elde edilen maksimal
gevseme yanitlarinin karsilastirilmasi (*, p<0.05)
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Grafik 8. Grup 1, Grup 2 ve Grup3- 8mg resveratrol gruplarinda Ach ile elde edilen maksimal

gevseme yanitlariin karsilastirilmasi (*, p<0.05).
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Uygulanan tiim dozlar igeren gruplar (Grupl, Grup2, Grup3-4mg res, Grup3-6mg res,

Grup3-8mg res ) tek yonlii varyans analizi ile karsilastirildiginda ise 8mg resveratrol tedavisi
uygulan grupta elde edilen Ach maksimal gevseme yanitindaki artis diger 2 doza gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
Resveratroliin koruyucu etkisinin degerlendirildigi deney gruplarinda etkin koruyucu doz
8mg/kg/giin olarak belirlendikten sonra bu gruptaki hayvan sayisi 7’ye tamamlandi.
Hiperkolesterolemi diyetine es zamanli 8mg/kg/giin resveratrol tedavisi uygulanan gruptaki n
sayisi arttirildiktan sonra elde edilen sonuglara gore; KCI kasilma yamiti 2975+303 mg
(n=19) olarak bulunmustur. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmamistir (p=0.5553). Endotel bagimli yanitlar1 degerlendirmek amaciyla
(3x10°® M) fenilefrin ile kasilip kiimiilatif olarak Ach uygulandiginda elde edilen maksimal
gevseme yanitlart % 53.01£3.88 (n=19) olarak bulundu. Kontrole gore (Grup 1 %
48.584+4.17, n=14) hiperkolesterolemi grubunda (Grup 2 % 29.09+£3.95, n=16) azalan
maksimal gevseme yanit1 (p<0.01) 8mg/kg/giin resveratrol tedavisi ile timiiyle diizelmistir
(p<0.001)(Grafik 8). Grup 3’deki hayvan sayisi arttirildiginda yine dnceki sonugla benzer
olarak L-NAME varliginda Ach ile olusan maksimal gevseme yanitlar1 tiimiiyle ortadan
kalkmustir (p<0.0001) (Grafik 9).
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Sekil 1: Kiimiilatif olarak uygulanan Ach doz-cevap egrisi.* p<0.001 Grup 3-8mg vs Grup 2,
**p<0.01 Grup2vs Grup 1

54



100 —t—Ach

—=—L-NAME+Ach

7 30

(1]

£

8 60

£

S 40 -

c

k] *
® 20 4

0

8 75 -7 65 -6 -55 5
Log M[ Ach]

Sekil 2: L-NAME varliginda ve yoklugunda kiimiilatif olarak uygulanan Ach doz-cevap
egrisi.* p<0.0001 L-NAME+Ach vs Ach
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/. TARTISMA

Erektil disfonksiyon (ED) tatminkar cinsel performans ic¢in yeterli bir ereksiyonu
baslatma ve siirdiirmede kalic1 bozukluk hali olarak tanimlanir (1). ED benign bir hastalik
olmasina karsin, fiziksel ve psikososyal sagligi etkiler ve bu sikintiy1 yasayan hasta ile birlikte
partnerinin ve ailesinin yasam kalitesi iizerinde dnemli bir etkisi vardir (2). Yakin zamanlarda
ED ile ilgili epidemiyolojik caligmalarin bir derlemesinde erkeklerin yaklasik %5-20’sinde
orta-agir ED saptanmustir (3). Ateroskleroz kompleks, ilerleyici ve multifaktériyel bir
etiyolojiye sahip olsa da, giiniimiizde yiiksek plazma kolesterol seviyeleri ateroskleroz
patogenezinde en 6nemli role sahiptir. ED risk faktorleri ateroskleroz gelisiminde rol oynayan
vaskiiler risk faktorleri ile yakin benzerlik gostermektedir ve her iki durum i¢in de son
zamanlarda en kabul goren patofizyolojik mekanizma endotelyal disfonksiyondur (4).
Hiperkolesterolemi bu risk faktorleri arasinda ED gelisimi agisindan olduk¢a 6nemlidir.
Hiperkolesteroleminin endotel bagimli damar duvar1 ve korpus kavernozum diiz kas
gevsemesini bozdugu hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda gosterilmistir (153, 154,
160). Hiperkolesterolemik erkeklerde ve hayvan modellerinde, penise giden kan akimi
azalmakta, NO ile iliskili olarak korpus kavernozumda endotel bagimli gevseme yanitlarinda
azalma ve korpus kavernozum diiz kasinda fibrozis gibi morfolojik degisiklikler ve

dejenerasyon meydana gelmektedir (155,156,157).

Calismamizda tavsanlari 6 hafta siireyle kolesterol diyeti ile besleyip hiperkolesterolemi
modeli olusturarak hiperkolesteroleminin korpus kavernozum dokusunda endotel bagimli
gevseme yanitlarina etkisi ve farkli dozlarda resveratrolle koruyucu tedavi uygulanmasi
sonucu endotel gevseme yanitlarindaki degisikligin arastirilmast amaglanmistir. Calismada
baslangic ve bitiste tavsan agirliklarinin 6l¢iimiinii yaptik. Kolesterol diyeti ve tavsanlarin
vicut agirliklarina olan etkisi ile ilgili yapilmis olan pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Bu
caligmalardan bazilarinda hayvanlarin kolesterol diyeti ile beslenmesi sonrasi viicut
agirliklarinda artma (142) bazilarinda ise azalma (143) bildirilmistir. Bunun yan1 sira Soner
ve ark. nin 2010 yilinda yaptigi ¢alismada tavsanlarin 8 hafta siire ile %2 kolesterol diyeti ile
beslenmeleri sonucunda agirliklarinda baglangi¢ agirliklarina gore herhangi bir anlaml artig
gozlenmemistir. Ayni ¢calismada kontrol grubu olan ve normal yem ile beslenen hayvanlarda
da istatistiksel olarak anlamli bir agirlik degisikligi gozlenmemistir (15). Calismamizda
kolesterol diyetine bagli, tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamlilik géstermese de bir diisme
olmus, bu sadece hiperkolesterolemik diyetle beslenen Grup 2’de istatistiksel olarak
anlamlilik gostermistir. Bu azalmanin normal diyetten sonra kolesterolden yogun bir diyete

gecilmesine bagli olarak hayvanlarin biraz daha az beslenmesinden kaynaklanmasinin yani
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sira ek bir faktor olarak Grup 2’de beslenen hayvanlarda dislerinin uzama miktar1 baglangicta
gbzden kagmis olup daha sonra fark edilip bu grubun sonunda ve diger gruplarda diizenli
olarak kesilmistir. Grup 2’de diger gruplara gore kilo kaybinin biraz daha fazla olmasinin

bundan kaynaklandig1 diistiinmekteyiz.

Tavsanlarda hiperkolesterolemi modeli ile ilgili bircok farkli ¢aligma bulunmaktadir.
Uygulanan diyetteki kolesterol miktarlar1 %0,5-2 arasinda degiskenlik gdstermekle beraber
beslenme siireleri ise siklikla 4 hafta ile 8 hafta arasinda farklilik gosterebilmektedir.
Literatiirde yapilan ¢alismalar hiperkolesterolemi modeli i¢cin hem diyet kolesterol oraninin
hem de beslenme siiresinin dnemini vurgulamaktadir. Yeni Zelanda tavsanlari ile yapilmis
olan ¢alismalarda, plazma kolesterol diizeyleri yaklasik olarak 20-80 mg/dl olarak
bildirilmektedir (144-148). Kolesterol diyeti alan tavsanlarda ise plazma kolesterol diizeyleri
beslenme siiresi ve kolesterol orani ile farklilik gostermekle beraber 1000-2000 mg/dl olarak
degerlendirilmektedir (144, 146). Calismamizda tavsanlar %2 a/a kolesterol ile 6 hafta siire ile
beslenerek hiperkolesterolemi modeli olusturulmustur. Kolesterol grubu hayvanlarin %2
kolesterol diyeti ile 6 hafta siire ile beslenmeleri sonucunda plazma total kolesterol, LDL ve
HDL kolesterol diizeyleri literatiir ile benzer olarak anlamli Olgiide yiikselmistir.
Calisgmamizda ayrica glukoz ve trigliserid diizeyleri de degerlendirilmistir. Plazma TG
diizeyinde bir miktar artis olmakla beraber bu artis tiim gruplarda istatistiksel olarak anlaml
bulunmamuistir. Literatlirde de benzer olarak %1 kolesterol + 2mg/kg/giin resveratrol tedavisi
ile kontrol grubu karsilastirildiginda trigliserid diizeylerinde degisiklik olmadig gortilmiistiir
(144). Bir bagka calismada %1 kolesterol ile 6-7 hafta beslenme sonrasi TG diizeylerinin
kontrol grubu ile benzer oldugu belirtilmistir (164). Sicanlarla yapilan bir ¢alismada 8 haftalik
%S5 kolesterol diyeti ve sonrasinda 2 haftalik 20 mg/giin resveratrol tedavisi uygulandiginda,
HK grubunda TG diizeylerinin yiikseldigi, resveratrol sonrasi ise TG diizeylerinin diistiigii

gbzlenmistir (165).

Glukoz diizeylerine baktigimizda Grup 2’de kolesterol diyetine bagli artis gdzlenmekte,
resveratrol tedavisi ile birlikte kolesterol diyetinin uygulandigi Grup 3°de bu artis ortadan
kalkmaktadir. Bu sonuglarla ilgili 2 0Ongoériimiiz bulunmaktadir; 1) Hayvanlarda
hiperkolesterolemiye bagli olarak glukoz diizeyi artmis olabilir ve resveratroliin bu artis da
koruyucu rolii olabilir. 2) Grup 2’deki artis hiperkolesterolemiye degil deneysel degiskenlere
bagli olabilir. Kan alinma zamanlar1 planlanirken tavsanlar ¢cok hassas hayvanlar olduklar
icin ve ¢ok cabuk ¢evre kosullarindan etkilenip ex olduklart i¢in (bu 6zellikle 3 ay beslenen

gruplarda gerek maliyet, gerekse zaman kaybin1 6nlemek acisindan tedbir almak amaciyla) a¢
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birakmaya bagli hayvan kayb1 olmasini engellemek i¢in tokluk kan sekeri alinmasi planlandi.
Standardizasyon i¢in bu tiim gruplara uygulandi. Hiperkolesterolemiye bagl glukoz artisinin
bireysel varyasyonlar ve ayni saatte alinmis olmasina dikkat edilmesine ragmen yemleri
stirekli 6nlerinde oldugundan kan alma 6ncesi yem yeme miktarinda tam bir standardizasyon

saglanamamasinin yol agtig1 varyasyonlara bagli oldugunu diistindiirmektedir (15, 163).

Resveratrol ¢ok cesitli biyokimyasal ve fizyolojik etkileri olan bir polifenoldiir. Kirmizi
iziim, kirmiz1 sarap, kirmizi {iziim suyu ve polygonum cuspidatum bitki kokiinden ekstrakte
edilmektedir, Kalp sagligi lizerine olumlu etkisinde rol oynayan birgok faktér mevcuttur (10).
Kalp saglig1 dolayisiyla endotelyal fonksiyonlar iizerindeki en 6nemli etki mekanizmasi1 NO
biyoyararlanimini arttirmasidir, bunu da eNOS ekspresyonunda artisa yol acarak saglar (11).
Resveratrol ile ilgili olarak daha once yapilan calismalardaki genel kani plazma kolesterol
diizeylerini diigiirdiigii yoniindeyse de (149,150,151), etkilemedigini gdsteren ¢aligmalar da
mevcuttur (15,144,152).

Calismamizda kullandigimiz resveratrol, oral olarak 4-6-8mg/kg/giin olarak
uygulandiginda plazma kolesterol diizeylerine olan etkisi kolesterol grubu ile anlamli farklilik
gostermemistir. Ancak; resveratroliin insan ve hayvan calismalarinda plazma kolesterol
diizeylerini diisiirdiigiinii gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (149-150-151). Calisma
sonuglarimiza benzer olarak; 2005 yilinda yapilmis olan bir ¢aligmada %1,5 kolesterol diyeti
ile 12 hafta beslenmis olan tavsanlardaki plazma yag diizeyleri ayni siire boyunca 3mg/kg/giin
resveratrol ve %1,5 kolesterol diyeti alan tavsanlar ile farklilik gostermemistir (152). Soner ve
ark.’nin 2010 yilinda yaptig1 ¢alismada %2 kolesterol diyeti ve 4mg/kg/giin resveratrol
tedavisi ile yag parametrelerinde iyilesme olmadigi saptanmistir (15). Matos ve ark.’nin 2012
yilinda yaptig1 baska bir caligmada resveratroliin plazma lipid diizeylerini degistirmedigi
belirtilmistir (144). Resveratrol tedavisi sonrasi lipid diizeyleri iizerine olan etkilerindeki bu
cesitliligin doza ve tedavi siiresine bagli olabililecegini diisiinmekteyiz. Calismamizda artan
dozlarda resveratrol tedavisi uygulansada caligilan hayvan sayisi istatistiksel degerlendirme
yapmak i¢in yeterli degildir. Etkin dozu saptadiktan sonra n sayisi artirillan 8mg/kg/giin

grubunda da anlamli diizelme saptanmamustir.

Hiperkoleterolemi, vaskiilojenik ED patogenezinde en 6nemli risk faktoriidiir ve korpus
kavernozum diis kasinda EBGY"' n1 bozdugunu gosteren c¢alismalar bulunmaktadir (54, 161).
Yaptigimiz organ banyosu sonuglarina gore, hiperkolesterolemik grupta (Grup 2) fenilefrin ile
kastirilan dokularda kiimiilatif olarak artan dozlarda uygulanan Ach'e (10 M-10" M) bagh
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gevseme yaniti, kontrol grubunda (Grup 1)ACh’e bagh gevseme yanitina oranla azalmistir.
Literatiirde de ¢calismamiz ile benzer olarak hiperlipidemik tavsan KK dokusunun kullanildig:
calismalarda, hiperlipideminin Ach'e bagli EBGY'n1 bozdugu gosterilmistir (15,54,162).
Hiperkolesterolemik diyetle birlikte 4mg/kg/giin resveratrol tedavi verilen grupta Ach'e bagh
maksimal gevseme yanitlari Grup 2’ye oranla artis géstermistir, ancak bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. 6mg/kg/giin ve 8mg/kg/giin resveratrol uygulanan gruplarda
Ach ile elde edilen maksimal gevseme yanitinda Grup 2’ye gore istatistiksel olarak anlamli
derecede artig saptanmistir (p<<0,05, p<0,05). Hiperkolesterolemi ile birlikte farkli dozlarda
resveratrol tedavisi verilen Grup 3' de (4, 6,8 mg/kg/giin) elde edilen sonuglar kontrol ve
hiperkolesterolemi gruplariyla Kkarsilastirildiginda 8mg resveratrol tedavisi uygulan grupta
elde edilen Ach maksimal gevseme yanitindaki artis diger 2 doza gore istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). Soner ve ark.’nin yaptig1 ve benzer protokoliin uygulandigi
calismada resveratroliin 4mg/kg/giin verildigi dozlarda koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir
(15). Bizim calismamizda 4mg/kg/giin resveratrol dozu ile EBGY artmig fakat bu artig
istatistiksel olarak anlamlilik géstermemistir. Calismamizda her bir resveratrol dozu i¢in (4-6-
8mg/kg/glin) 3 tavsan (n=3) calisilmis ve etkin doz 8mg/kg/giin olarak belirlendikten sonra bu
gruptaki tavsan sayis1 7'ye tamamlanmistir. 4mg/kg/giin resveratrol dozundaki bu farkliligin

calisilan hayvan sayisi ile ilgili oldugunu diisiinmekteyiz.

KK dokusunu ve buna bagl olarak erektil fonksiyon islevinin korunmasi amaci ile
hiperkolesterolemik tavsan modellerinde pek c¢ok molekiil denenmistir. Daha Once
resveratroliin KK {izerine hiperkolesterolemiden koruyucu etkileri ile ilgili ¢ok az ¢alisma
bulunmamaktadir. Bizim sonuclarimiza gore ise 8mg/kg giinliikk doz ile %2 kolesterol ile
beraber  uygulandiginda,  tiimiiyle  hiperkolesteroleminin  etkilerinden  koruma

saglayabilmektedir.

Nitrik oksit (NO) kavernéz diiz kas gevsemesinde en Onemli mediyatordiir.
Resveratroliin endotelyal fonksiyonlar iizerine etkisindeki en Onemli mekanizma NO
biyoyararlanimini arttirmasidir, bunu da eNOS ekspresyonunda artisa yol agarak saglar (11).
NG-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME) nonspesifik NO sentaz inhibitoriidiir ve NO
miktarin1 azaltarak Ach bagimli endotel gevseme yanitlarini tamamen ortadan kaldirdig:
cesitli calismalarla gosterilmistir (124, 162). Bizim c¢alismamizda da kontrol grubunda NO
aracili endotele bagl gevseme yanitlart NO sentaz inhibitérii L-NAME varliginda ortadan
kalkmustir. Bu inhibisyon orani hiperkolesterolemi grubunda ve resveratrol tedavisi uygulanan

gruplarda degismemistir.
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8. SONUC ve ONERILER

Calismamizda korpus kavernozum diiz kas yapilarinda endotel bagimli gevseme
yanitlar1 {izerine hiperkolesteroleminin etkisi ve resveratroliin gevseme yanitlari iizerine olan
koruyucu etkisini  karsilagtinlmigtir.  Vaskiilojenik ED  modeli  olusturdugumuz
hiperkolesterolemik grupta, kiimiilatif olarak ACh uygulanmasi sonucu elde edilen
maksimum gevseme yanitlar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir. Resveratrol
uygulanmasi ise doza bagimh olarak koruyucu etkinlik gostermistir. Resveratroliin ii¢ farkl
dozda etkisinin degerlendirildigi calismamizda en belirgin olarak 8mg/kg/glin dozunda
uygulandiginda koruyucu etkinlik gostermistir ve kontrol grubu ile yakin sonuclar elde
edilmistir. Resveratroliin 4mg/kg/giin dozunda uygulanmasi hiperkolesterolemik diyetle
bozulan EBGY {izerine olan koruyucu etki gdstermesine ragmen kontrol grubu cevaplarina
ulasamamugtir. Resveratrol, hiperkolesteroleminin endotel fonksiyonlarini bozucu etkisi
tizerine koruyucu etki gostermektedir. Bu etkisini aciklayabilecek birka¢ mekanizma
belirtilmistir; eNOS miktarini arttirmasi, hiicrei¢i ROS miktarin1 azaltmasi ve ox-LDL
miktarin1 azaltmasi One siiriilen mekanizmalardir. Resveratroliin etki mekanizmasini tam
olarak anlasilabilmesi ic¢in ileri c¢alismalara ihtiyag vardir. Resveratroliin endotel
fonksiyonlarint koruyucu etkisi ile birlikte 6zellikle vaskiiler risk faktorlerinin eslik ettigi

tedaviye direngli ED olgularinda yararl olabilecegi diistinmekteyiz.
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